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Resumen 
 

 

 

Los micro y nano dispositivos liberadores de fármacos (DDS, por sus siglas en inglés) han ganado 
atención en la última década debido a la posibilidad que brindan para permitir nuevas vías de 
administración, así como otras propiedades novedosas como la liberación controlada y prolongada, 
liberación localizada, bioactividad entre otras. Los polihidroxialcanoatos (PHAs), que son una 
familia de poliésteres producidos por diferentes organismos, han sido estudiados ampliamente en 
años recientes debido a sus interesantes propiedades como: termoplasticidad, biocompatibilidad y 
biodegradabilidad. Estas propiedades los vuelven materiales prometedores para aplicaciones 
médicas y biomédicas tales como la fabricación de: materiales quirúrgicos, entramados para 
ingeniería de tejidos, varillas liberadoras, fibras y perlas, así como dispositivos de liberación 
controlada. El siguiente trabajo de tesis presenta el diseño, fabricación y caracterización de 
microesferas a base de PHA como DDS. Además, los resultados de diversos ensayos de liberación 
en ambientes abióticos y bióticos. A lo largo del trabajo se muestran: las diferentes técnicas de 
caracterización empleadas, los experimentos diseñados en ambientes simulados y en cultivo celular 
y la discusión de los resultados, en donde se encontró evidencia de biocompatibilidad y liberación 
controlada. 

Como resultado de los experimentos se obtuvo la cinética de liberación en medios abióticos, 
evaluándose el comportamiento de dos substancias (curcumina y riboflavina) empleados como 
fármaco modelo. También se estudió el comportamiento de liberación de uno de los fármacos 
modelo (curcumina) en cultivo celular. Se generó un modelado matemático de la liberación por 
difusión de curcumina, desde el DDS hacia un fluido biológico simulado. Los resultados de este 
modelo se compararon con los resultados experimentales, mostrando una mejor aproximación en 
comparación con los modelos analíticos previamente reportados. Posteriormente, los ensayos de 
liberación de curcumina en cultivo celular mostraron evidencia de un retardo en el efecto del fármaco 
liberado en las células, lo cual se puede traducir en un efecto retardado y un primer paso hacia una 
liberación controlada. Finalmente, se realizaron ensayos de liberación de un biomarcador celular, 
para visualizar por primera vez de forma directa la liberación por difusión que los fármacos modelo, 
incorporados a las microesferas de PHA, podrían seguir hacia las células.  
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Aunque para su aplicación final en la industria farmacéutica se requiere de estudios adicionales, los 
resultados presentados en este trabajo muestran el potencial que tienen este tipo de DDSs para ser 
aplicados en el desarrollo de nuevas terapias, las cuales serán más eficientes y tendrán ventajas sobre 
los métodos convencionales que actualmente se utilizan.  
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Introducción 
 

1.1 Motivación 
 

En los últimos años, el uso de micro y nano dispositivos ha permitido vislumbrar la 
administración de fármacos en el organismo de una forma más efectiva y eficiente. Además 
de brindar otras ventajas como: la reducción de los efectos secundarios, liberación localizada, 
mejor interacción biológica con el dispositivo y la degradación de este, entre otras. En esta 
área, algunos biopolímeros como los polihidroxialcanoatos (PHAs) juegan un papel 
importante debido a sus propiedades como biocompatibilidad y biodegradabilidad. Por otra 
parte, al ser biopolímeros sintetizados a partir de microorganismos y mediante medios 
renovables, los PHAs son también materiales sustentables [1]. De modo que nuevas 
soluciones para los problemas actuales en la administración de fármacos, pueden ser 
desarrolladas a partir de la implementación de los PHAs en la fabricación de micro 
dispositivos como sistemas liberadores de fármacos.  

 

1.2 Descripción del problema  
 

Algunos de los retos, en cuanto a administración de fármacos se refieren, consisten en lograr 
la administración controlada y prolongada dentro del organismo, la posibilidad de dirigir los 
fármacos hacia áreas definidas, tejidos u órganos específicos. Así como mejorar la 
interacción entre los dispositivos y el entorno biológico en el que se aplican, además de 
reducir los efectos secundarios. De modo que el problema abordado en este trabajo se centra 
en lograr la liberación controlada de fármaco a través de un dispositivo fabricado a base de 
PHAs.  
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1.3 Preguntas de Investigación 
 
 
¿Cuál es la capacidad de las microesferas de PHA como vehículos de liberación controlada 
de extractos naturales como curcumina y riboflavina? 
 
¿Cuál es la cinética de liberación del fármaco por medio de microesferas de PHA en un 
ambiente simulado?  
 
¿Cómo se puede modelar de forma diferente la cinética de liberación en ambiente simulado? 
 
¿De que forma se modifica la liberación de un fármaco en cultivo celular a partir de su 
administración por microesferas de PHA? 
 
 
 

 

1.4 Hipótesis 
 

“Microesferas de PHA permiten la liberación gradual de sustancias como la curcumina en 
cultivo celular y el modelado de su liberación en ambientes simulados se mejora al incluir el 
balance de masa.” 

 

 

 

1.5 Objetivos  
 

General 

 

- Desarrollar microesferas de PHA para liberar de forma gradual un fármaco modelo y 
estudiar el comportamiento de liberación en ambientes simulados y ambientes 
biológicos como el cultivo celular.  
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Particulares  

 

- Incorporar sustancias como curcumina y riboflavina en microesferas de PHB y 
hacer su caracterización. 

- Estudiar el comportamiento de liberación en ambientes simulados como el fluido 
biológico simulado. 

- Construir un modelado matemático que describa la cinética de liberación en fluido 
simulado, incluyendo el balance de masa.  

- Estudiar el comportamiento de liberación en cultivo celular. 

 

 

1.6   Alcance y limitaciones  
 

El alcance de este trabajo de tesis aporta elementos nuevos en la modelación de la liberación 
de fármacos por medio de DDS a base de PHAs. Esto a través del estudio de las cinéticas de 
liberación de dos fármacos modelo en ambientes simulados y la modelación matemática 
incorporando un elemento nuevo como es el balance de masa. El cual no se había considerado 
en modelos anteriores. Además, de mostrar el comportamiento de liberación de un fármaco 
modelo (curcumina) en cultivo celular. Con el enfoque hacia encontrar evidencia de 
liberación gradual o controlada desde el DDS y como esta liberación representa una ventaja 
sobre el método convencional de administración directa.  

Este trabajo se encuentra acotado por su estudio en ambientes simulados y controlados como 
lo son: el fluido biológico simulado y el cultivo celular. A pesar de que para su aplicación in 
vivo diversos factores pueden influenciar el comportamiento de liberación de un fármaco, los 
resultados presentados en este trabajo de tesis aportan información importante hacia ese 
objetivo. Por otra parte, el modelo matemático se encuentra acotado a la liberación por 
difusión de la curcumina en ambientes simulados. Por último, los estudios biológicos están 
acotados a las condiciones de cultivo celular, mostraron evidencia de liberación gradual en 
términos de un efecto retardado del fármaco en las células. 

 

1.7.  Contribuciones científicas 
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Se realizó un modelo matemático nuevo para la descripción de la liberación de un fármaco 
modelo en SBF, esto a través de incorporar un elemento nuevo (balance de masa). Lo anterior 
permite una descripción más precisa en términos del desplazamiento de masa del fármaco en 
el SBF. Lo cual se comprobó mediante la comparación de los resultados del modelo con los 
resultados experimentales. Este modelo también puede utilizarse para estimar cinéticas de 
liberación en SBF con distintas condiciones iniciales.  

Por primera vez se realiza la comparación entre el comportamiento de liberación por un 
método convencional (administración directa) y la liberación por medio de microesferas. 
Comprobada a través de dos métodos distintos y medida en dos lapsos de tiempo de 
liberación distintos. Los resultados mostraron que hay diferencia importante entre el efecto 
del fármaco liberado desde las microesferas como DDS, en comparación con una 
administración convencional directa. Se observó que se puede retardar el efecto de un 
fármaco sobre las células, debido a una liberación gradual del fármaco a través de la 
liberación por microesferas. Este resultado representa un avance importante hacia una 
liberación controlada. 
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Marco Teórico  
 

2.1 Antecedentes 
 

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son una familia de poliésteres los cuales son sintetizados 
a partir de una variedad de microorganismos, principalmente bacterias, a través de la 
fermentación de: azucares, lípidos, alcanos, alquenos y ácidos alcanóicos; para 
posteriormente usarlos como reservas de carbono y como fuente de energía [1-5]. Estas 
reservas son acumuladas como gránulos dentro del citoplasma de las bacterias, los cuales 
pueden ocupar hasta el 80% de su masa. Diferentes cepas bacterianas pueden acumular PHAs 
con diferentes grados de eficiencia, esta eficiencia puede ser mejorada a partir de diversos 
métodos, como por ejemplo la modificación genética [6-9].  

Existen varios tipos de PHA, dependiendo de las fuentes de carbón disponibles en el medio 
y los procesos metabólicos que utilice el microorganismo que los produce; por ejemplo, el 
poli-R-3-hidoxibutirato es el primer PHA descubierto y es el más común encontrado en la 
naturaleza [10]. Después de ser extraído de los microorganismos, el PHA muestra la 
propiedad de termoplasticidad, lo que permite su procesamiento mediante técnicas utilizadas 
en polímeros convencionales. Las propiedades de los PHAs pueden ser modificadas por 
diversos mecanismos, dependiendo de a que aplicación se dirijan. Algunos están dados por 
las condiciones de temperatura empleadas durante su fabricación y otros se basan en su 
mezclado con otros materiales, entre otros mecanismos [1, 11-16].  

Otra característica importante de los PHAs, es que pueden ser fácilmente biodegradables en 
comparación con los polímeros de origen petroquímico. Además, pueden ser completamente 
mineralizables, obteniendo como subproductos dióxido de carbono y agua. Esta 
característica también los vuelve materiales candidatos para reemplazar a los plásticos 
convencionales derivados del petróleo, lo podría ayudar a reducir el impacto ambiental 
causado por el uso de plásticos convencionales [1, 10, 17-19].  

La biodegradación de los PHAs ocurre a través de hidrolisis, bajo condiciones aeróbicas y 
anaeróbicas. Los PHAs son degradados por medio de una depolimerasa específica producida 
principalmente por algunas bacterias. Sin embargo, esta depolimerasa tiene una estructura 
similar a las lipasas y esterasas producidas por organismos más complejos como los 
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mamíferos [17, 20-24]. Mayores detalles sobre las características de la PHA depolimerasa se 
muestran en el Apéndice II.  

La cinética de degradación de los PHAs depende de diferentes factores como: la cristalinidad 
la morfología superficial, la porosidad, la superficie de contacto y la hidrofobicidad 
superficial, entre otros [12, 13, 15, 25, 26]. La forma de la estructura molecular de los PHAs 
(Figura 1), puede cambiar a partir de la inclusión de grupos de carbono (R), lo que también 
modifica algunas propiedades del PHA. La posibilidad de modificar estas propiedades físicas 
y mecánicas ha vuelto a estos materiales interesantes para la industria; por ejemplo, el 
material “PHA latex” puede ser usado para cubrir papel o cartón, volviendo la superficie 
resistente al agua. Esto podría reemplazar los recubrimientos de aluminio en los empaques 
de cartón, método que se utiliza actualmente y que no biodegradables. Esta y otras 
aplicaciones podrían surgir de la capacidad del PHA para formar laminas, películas y 
diafragmas [17].  

 

 

Figura 1 – Estructura general de un polihidorxialcanoato (x=número de grupos metilo en la estructura 
vertebral; n=1000-10000; R=grupos alquilo, C1-C13). [2] 

 
Otro ejemplo, es la producción de PHB a gran escala, a partir de Alcaligenes latus, por la 
empresa “Biomer” en Alemania, la cual produce y transforma diferentes artículos a base de 
PHB como peines, bolígrafos y cartuchos [17]. También la industria de empaque ha 
encontrado en los PHAs un material con potencial para sustituir los plásticos basados en 
petróleo. En este rubro hay una gran variedad de productos en desarrollo actualmente como: 
el Nodax™ de P&G Chemicals y el Mirel de la compañía Metabolix, entre otros. 
 
Los PHAs aparentemente también han presentado potencial aplicación para el control de 
algunos patógenos bacterianos, bajo ciertas aplicaciones específicas de acuicultura [8]. Otra 
característica recientemente descubierta en los PHAs, es poseer una naturaleza 
piezoeléctrica. Lo cual podría permitir la fabricación de algunos dispositivos como: sensores 
de presión para teclados, sensores de medición de aceleración o estiramiento, materiales para 
pruebas de esfuerzo, sensores de ondas de choque, encendedores de gas, micrófonos, 
detectores de ultrasonido, instrumentos de medición de presión y osciladores, entre otros 
[17]. 
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Incluso algunas aplicaciones han sido sugeridas recientemente para el uso de PHAs en el 
ámbito energético. Se han propuesto como precursores de biocombustibles tales como el 
bioetanol, el cual es producido a partir de azúcar [27]. Esto mediante la esterificación de 
PHAs la cual produce 3-hidroxialcanoatos esteres metilo, que tiene un contenido energético 
que es comparable con el bioetanol [27]. Sin embargo, esta aplicación se encuentra aún en 
discusión debido a que un combustible basado en PHA, requiere primeramente una fuente de 
carbón para la producción del PHA. Posteriormente, requeriría de los procesos de metilación, 
lo cual podría incrementar los gastos de producción en comparación con la fermentación 
directa de la glucosa u otras azucares para la producción de bioetanol [8]. 
 
Por otra parte, debido a la ampliamente reportada biocompatibilidad exhibida por los PHAs, 
estos materiales tienen aplicaciones de gran impacto en el rubro médico, especialmente el 
P(3HB), P(3HB-3HV) y P(4HB). Por ejemplo, algunos de ellos han sido utilizados en el área 
médica como placas de crecimiento óseo, como materiales osteo sintéticos y para la 
producción de material quirúrgico. Aunque, debido a su baja tasa de biodegradación y su 
resistencia a la hidrólisis en tejidos estériles, el uso de P(3HB) ha ido decayendo para la 
fabricación de materiales quirúrgicos [17].  
 
Sin embargo, esta baja tasa de biodegradación podría ser útil en otro tipo de aplicaciones 
biomédicas, tales como la ingeniería de tejidos, donde se ha experimentado con el uso de 
algunos PHAs para la fabricación de “scaffolds” o entramados para la diferenciación y 
proliferación de tejido óseo humano a partir de células madre [28]. El uso de PHAs también 
ha sido reportado en aplicaciones de reparación de tendón, mostrando buenos resultados en 
experimentos en ratas [29]. Por su parte, también se ha propuesto para la fabricación de 
“scaffolds” para la regeneración de tejidos suaves, como tejido cardiaco, para la construcción 
de válvulas cardiovasculares, injertos ventriculares y esófagos artificiales [30]. Incluso los 
PHAs han sido propuestos para la fabricación de entramados en 3D para el tratamiento de 
lesiones medulares [31].  
 
Adicionalmente, los PHAs también han sido propuestos para aplicaciones farmacéuticas, en 
donde diversos sistemas liberadores de fármacos (DDS) pueden ser producidos. Como se ha 
observado, los productos de la degradación de los PHAs no son peligrosos para diversos 
ambientes orgánicos como el cuerpo humano. Incluso, debido a que los PHAs pueden ser 
degradados por las lipasas, producidas por diversos microorganismos, es posible que también 
puedan ser degradados por las lipasas producidas por el organismo humano [10]. 
Actualmente existen algunos biopolímeros que se utilizan para la fabricación de DDSs, estos 
dispositivos se utilizan de forma parenteral y comúnmente, la liberación del fármaco se 
difunde a lo largo de un periodo de 30 días. Sin embargo, estos materiales no son 
biodegradables y tienen que ser retirados posteriormente [17]. De modo que los PHAs 
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presentan ventajas para ser usados en la fabricación de DDSs al ser biodegradables y cuyos 
subproductos no soy tóxicos para el organismo [32]. 
 
 
 

2.2 Microencapsulación  
 

Diferentes rutas han sido exploradas para la administración de fármacos dentro del cuerpo 
humano, como por ejemplo oral, sublingual, intravascular, intramuscular, subcutánea, tópica, 
etc. Cada ruta con propósitos específicos y con sus ventajas y desventajas. Recientemente la 
micro y nano medicina, se centra en la aplicación de micro y nanotecnología para monitorear, 
reparar, construir y controlar algunos procesos biológicos del cuerpo humano a un nivel 
microscópico, inclusive a nivel molecular, por medio de distintos microsistemas.  
 
Una fuerte tendencia en los últimos años en la industria farmacéutica consiste en adoptar la 
implementación de micro herramientas para diseñar repositorios de fármacos de alta 
eficiencia. Para posteriormente utilizarlos para: diagnosticar, como biomarcadores para 
estudios clínicos y preclínicos, desarrollar diagnósticos de imagenología y para aplicar 
diferentes enfoques de liberación de fármacos [33]. Algunas estructuras referidas en la 
literatura, que pueden aplicarse para estos objetivos, giran en torno a la microencapsulación 
de fármacos por medio de partículas, matrices, esferas y algunas otras estructuras más 
complejas como las micelas [34] y los dendrimeros [33]. Incluso más recientemente, se han 
propuesto algunas estructuras en la nano escala que involucran campos magnéticos a partir 
de partículas fabricadas a base de óxido de hierro (SPIONs), encapsuladas en diversos 
biopolímeros construyendo sistemas llamados partículas teranósticas [2]. Estás partículas que 
combinan el agente terapéutico y el agente localizador en el mismo DDS, además son 
dispositivos que pueden diferenciar entre la zona donde debe ser liberado el fármaco. 
 
El éxito en la accesibilidad del fármaco en la zona donde debe ser liberado, depende en gran 
medida de la ruta de administración usada. Por ello, la ruta de administración tiene un efecto 
profundo en la velocidad y en la eficiencia con la que el fármaco actuará [33]. La introducción 
de dicho sistema de administración en la ubicación objetivo también da como resultado la 
administración de fármacos específicos en el sitio deseado. Por su parte, las propiedades de 
biocompatibilidad, biodegradabilidad, así como el hecho de que la cinética de liberación del 
fármaco se puede controlar mediante la modificación de los parámetros de la matriz de PHA, 
y con ello obtener las tasas de degradación deseadas, los convierte en excelentes materiales 



22 
 

para la fabricación de matrices poliméricas que permitan la liberación controlada de 
medicamentos. 
 
Existen diferentes formas de generar microencapsulación mediante el uso de PHA y, 
dependiendo del PHA utilizado, se puede mejorar su procesamiento. Existe una amplia gama 
de PHAs que pueden ser utilizados para la microencapsulación, algunos ejemplos de ellos 
son los PHAs no modificados como P(3HB), copolímeros de PHAs como P (3HB-co-3HV), 
copolímeros de PHA anfifílicos como P (3HB-3HHx) -b-PEG y mezclas de PHAs con otros 
polímeros biodegradables como la poli (𝜀-caprolactona) (PCL) con P (3HB-co-3HV), incluso 
los PHA se ha mezclado con otros polímeros inorgánicos como hidroxiapatita (HA) 
incorporados en P (3HB-co- 3HV) para su aplicación [2]. 
 
Diversos estudios han revelado que los PHAs se degradan por medio de erosión superficial, 
volviéndolos candidatos para liberación de fármacos; sin embargo, durante la fabricación de 
estas matrices poliméricas, se llegan a formar poros en la superficie debido a su alta 
cristalinidad, hidrofobicidad y la técnica de procesamiento. Esto hace que los medicamentos 
se liberen muy rápido, aún sin ningún signo de degradación del polímero [30]. Cada 
individuo responde de forma diferente a los fármacos, y existen muchos parámetros que 
pueden afectar esta respuesta. Ninguna ruta de administración de fármacos es ideal para todos 
los fármacos y para todas las circunstancias. En los últimos años, el desarrollo de sistemas 
de administración oral de fármacos de liberación controlada ha aumentado 
considerablemente [35]. A pesar de que existen los PHAs de cadena media (mcl-PHA), los 
cuales pueden formar matrices poliméricas para la liberación de fármacos más adecuadas 
debido a su bajo punto de fusión y baja cristalinidad, la investigación sobre mcl-PHA aún es 
limitada, principalmente debido a la dificultad y el costo de producción de estos mcl-PHA a 
gran escala [30].  
 
Existen diversas técnicas para generar micro y nano partículas, las dos técnicas mayormente 
utilizadas son: el método de secado por pulverización (spray drying) y el método de emulsión 
de fases mas evaporación de solventes. Ambos métodos permiten generar gránulos de PHA 
desde la micro hasta rozar la nanoescala [2]. Para fabricar dispositivos útiles como sistemas 
de administración de fármacos a nivel micro y nano, es deseable principalmente tener un 
control de la tasa de liberación del fármaco, ya sea por difusión o por degradación del 
material, así como eliminar o minimizar la toxicidad de los productos de la degradación de 
los DDS. La cinética de liberación del fármaco deseada también se puede lograr variando el 
tamaño de partícula. La composición química de la matriz polimérica y del fármaco también 
influyen en la estructura de las micropartículas resultantes y en consecuencia, en la cinética 
de liberación del fármaco. Existen algunos trabajos realizados por Francis et al. en la última 
década, donde se ha reportado la adición de gentamicina en microesferas de P(3HB), o el uso 
de biocerámicos en P(3HB) con éxito [36, 37].  
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El interés en la liberación de medicamentos a través del uso de micro y nano DDS basados 
en PHA se debe a las ventajas y propiedades novedosas que estos dispositivos pueden lograr 
como: la liberación prolongada, liberación controlada, el efecto localizado y la liberación 
dirigida. Así como la exploración de nuevas vías de administración como: inhalación, 
transdérmica, intravenosa e intracelular entre otras [2, 33, 36, 38-40]. Estás nuevas rutas de 
administración podrían ser convenientes para la administración de distintos fármacos. 
Estudios recientes muestran el potencial de los DDS basados en PHAs para el atrapamiento 
de distintos componentes como proteínas, antibióticos, vitaminas y algunos extractos 
naturales utilizados como como fármacos modelo [32, 34, 41-47]. Sin embargo, la eficiencia 
de atrapamiento varía dependiendo de las características de cada fármaco como: la 
hidrofobicidad, la afinidad con los solventes orgánicos, la temperatura de degradación, entre 
otras propiedades; mismas que pueden modificar la estabilidad del compuesto cargado en la 
matriz polimérica [16, 35, 42, 48-50].  
   

2.3 Extractos naturales como fármacos modelo  
 

Desde hace mucho tiempo, algunas hierbas y plantas se han utilizado en la realización de 
diferentes tratamientos tradicionales, incluso en algunas culturas la medicina herbal es un 
término común que se usa para referirse a los tratamientos tradicionales basados en plantas 
naturales y sus mezclas. En los últimos años, ha surgido cierta insatisfacción con la medicina 
convencional y una percepción de que los productos naturales son más saludables que los 
fármacos fabricados sintéticamente. Según la Organización Mundial de la Salud, alrededor 
del 80% de la población mundial depende de la medicina tradicional para satisfacer sus 
necesidades de atención de salud primaria [51]. A pesar de que, desde la invención de los 
fármacos sintéticos en 1897, con la fabricación de la aspirina el interés en la terapéutica 
derivada del uso de plantas disminuyó; recientemente, el uso de extractos naturales y 
derivados se ha vuelto popular nuevamente. Esto se puede notar también en el incremento en 
la cantidad de artículos publicados que contienen la palabra clave "medicina herbal", de 1778 
al 2018 (consultado en Scopus, 01.07.19). Inclusive, recientemente se dedicó un número 
especial de la Revista Internacional de Ciencias Moleculares, a los productos naturales 
derivados de plantas y la creciente importancia e interés en moléculas útiles que se puedan 
obtener de fuentes vegetales y su aplicaciones en la salud [52]. Aunque, debido a la 
complejidad de los extractos naturales, es difícil demostrar su efecto terapéutico específico o 
diferenciad a que componente en particular se debe tal efecto, para posteriormente poder 
estandarizar su uso a gran escala. De modo que la investigación en torno a el uso de extractos 
naturales y a la evidencia de efectos positiva en su aplicación, aún se encuentra en discusión. 
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También se ha demostrado que una alternativa para hacer más efectivo el uso de los extractos 
naturales es combinarlos y administrarlos por medio de biomateriales “convencionales” para 
que se consigan efectos sinérgicos [52-54].  

Un compuesto natural que es compatible con los solventes más comunes de los PHAs es la 
curcumina, la cual es que es un polifenol asociado recientemente con propiedades 
interesantes como: ser antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano, promotor de la 
curación de heridas y protector contra algunas enfermedades degenerativas [55-57]. Por otra 
parte, también se ha reportado evidencia que muestra que la curcumina induce la apoptosis 
en algunas líneas celulares cancerígenas como las células de carcinoma de pulmón [58]. Otro 
compuesto interesante es la riboflavina, la cual al ser un nutriente esencial para la salud 
humana que se encuentra en diversos alimentos [59, 60], también puede ser considerada 
como un extracto natural. Además, la riboflavina también es soluble en la mayoría de los 
solventes comunes para los PHAs. La riboflavina, la cual forma parte del grupo de las 
vitaminas B, es un precursor del mono nucleótido de flavina (FMN) y del dinucleótido de 
adenina de flavina (FAD), ambos compuestos importantes para la realización de numerosos 
procesos metabólicos celulares. Además, es importante para la actividad mitocondrial, la 
producción de ATP, el ciclo de Krebs, la oxidación beta de ácidos grasos y la oxido-reducción 
entre otros. Incluso, se ha reportado que la deficiencia de riboflavina está relacionada con el 
malfuncionamiento celular, la inducción de apoptosis y probablemente también esté 
relacionada con otras enfermedades [60-62]. Al igual que la curcumina, también existen 
reportes sobre la aplicación de riboflavina en el tratamiento del cáncer, la riboflavina es un 
compuesto fotosensible que, ante la exposición de luz ultravioleta, desprende foto productos 
como lumicromo, lumiflavina, 7,8-dimetil-10-formilmetil isoaloxazina y algunas especies 
reactivas de oxígeno. Algunas de estas especies radicales como el ion superóxido, el radical 
hidroxilo y el peróxido de hidrógeno pueden causar citotoxicidad y muerte en las células 
cancerígenas. Por lo que, la riboflavina en combinación con fototerapia UV podría usarse 
como una alternativa para el tratamiento de algunos tipos de cáncer [63, 64].  

De modo que la curcumina y la riboflavina tienen potencial para ser utilizadas como 
compuestos alternativos para el tratamiento de algunos tipos de cáncer. El atrapamiento de 
riboflavina y curcumina a través de una matriz polimérica de PHA es factible debido a la 
afinidad de ambos compuestos con los solventes más comunes de los PHAs. Además, pueden 
usarse como fármacos modelo, definiendo a un fármaco modelo como aquel puede servir 
para rastrear o medir su liberación por medio del DDS. En este sentido, ambos compuestos 
son detectables por medio de espectrofotometría de luz visible por lo que pueden proponerse 
como fármacos modelo [65]. La incorporación de extractos naturales en matrices poliméricas 
de PHA es una solución interesante para aprovechar los beneficios de estos componentes 
naturales a través de nuevas vías de administración, como las que pueden ser posibles 
mediante la  micro y nano encapsulación [52]. 
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2.4 Partículas como DDS 

 

Los biopolímeros más comunes utilizados en aplicaciones farmacológicas son algunos polímeros 
que no son biodegradables, como el polidimetilsiolaxanoato (PS), el poliuretano (PU) y el 
polietileno-co-acetato de vinilo (EVA). Por lo que su primera desventaja es que deben de ser 
retirados del organismo una vez que se liberó el fármaco incorporado. Para la fabricación de 
DDS biodegradables, se han propuesto algunos materiales como proteínas y polisacáridos los 
cuales tienen propiedades mecánicas pobres, en este contexto los DDS basados en PHAs 
representan ventajas sobre los materiales propuestos actualmente. Los PHAs no sólo son 
biodegradables, si no que en teoría pueden permitir nuevas y diferentes propiedades como, 
proporcionar efectividad prolongada del fármaco, al promover una alta estabilidad del fármaco 
atrapado. Además, pueden reducir los efectos secundarios debidos a las liberaciones en ráfaga, 
baja degradación del fármaco atrapado, reducción de las fluctuaciones en la concentración del 
fármaco en la sangre y tejidos, así como la reducción de la frecuencia entre cada administración 
[2].   
 
Actualmente, el PHA más utilizado en aplicaciones de farmacológicas es el polihidroxibutirato 
(PHB), el cual comparte las dos propiedades más importantes de la familia de los PHAs, la 
biocompatibilidad y la biodegradabilidad. Además, el producto más común después de la 
degradación por hidrólisis del PHB, es el ácido hidroxibutírico, el cual es un componente común 
en la sangre. Este componente se produce naturalmente para algunas células durante la 
cetogénesis, por lo que no debería representar un riesgo para el organismo [41].  
 
Existe una gama de técnicas para la fabricación de micro y nano partículas, la técnica más común 
actualmente utilizada es la evaporación de solventes en emulsión o también conocida como 
emulsión de aceite en agua (o/w). Esta técnica, la cual se ha utilizado ampliamente desde hace 
aproximadamente dos décadas, consiste en la emulsión de una solución de polímero fundido 
(fase orgánica o fase oleosa) en una solución acuosa (fase acuosa) para su posterior 
emulsificación. La figura 2 muestra un esquema de la técnica y los componentes involucrados 
en ella. Mediante la agitación de estas dos soluciones no miscibles, comúnmente por 
homogeneización mecánica, y la posterior solidificación de las burbujas de biopolímero al 
enfriarse, es posible obtener esferas de biopolímero en escala micro e incluso nano. A través de 
la modificación de algunos parámetros como las revoluciones por minuto (rpm) y la temperatura 
de enfriamiento, así como la incorporación de pasos adicionales como sonicación o micro 
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fluidización, es posible mejorar el tamaño y la dispersión del diámetro de las partículas 
resultantes [66]. 
 

 

Figura 2 - Diagrama esquemático de la técnica de emulsión de aceite en agua. 

 
Además de la técnica de emulsión O/W, existen otros métodos para la fabricación de micro y 
nano partículas, como la separación de fases orgánicas, la polimerización interfásica, la 
polimerización en emulsión de agua y el secado por pulverización. 
 
 
Clasificación de partículas  
 
Existen diversos tipos de partículas poliméricas utilizadas para la administración de fármacos, 
estas se pueden clasificar de distintas maneras y siguiendo distintos parámetros. De acuerdo a su 
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tamaño, se pueden clasificar en dos grandes grupos: como micropartículas <125 µm y 
nanopartículas <1 µm [67]. 
 
En cuanto a su constitución estructural, se pueden clasificar como: 
 
• Microcápsulas: que son sistemas vesiculares en los que el fármaco está rodeado por una 
membrana polimérica. 
• Microesferas: Una matriz en la que el fármaco queda atrapado disperso a través de la matriz 
polimérica [67]. 

 
Las microesferas producidas a través de las técnicas de emulsión y evaporación del solvente se 
encuentran comúnmente en el rango de 5 a 10 µm. Por otro lado, el tamaño de partícula 
producido por secado por pulverización pueden llegar al rango de 0.6 a 1.1 µm [2]. Algunos de 
los parámetros involucrados en la producción de una microesfera que funcione como DDS son: 
el biopolímero utilizado como matriz, el tamaño de partícula resultante deseada, la cantidad de 
fármaco incorporado, la estabilidad del fármaco, la morfología superficial, la humectabilidad 
superficial, la toxicidad de los productos de degradación y la cinética de liberación deseada, entre 
otros. Las propiedades deseadas al fabricar una microesfera para la liberación de fármacos son 
principalmente: liberación localizada, liberación prolongada, liberación controlada, efectos 
secundarios mínimos producto de la liberación del fármaco y productos de la degradación del 
DDS de baja toxicidad [67]. Los dispositivos utilizados actualmente en diferentes aplicaciones 
biomédicas son  principalmente hechos de PLA, cuyos productos de degradación han reportado 
producir una respuesta inflamatoria considerable [68].  
 
Para su aplicación en liberación de fármacos, inicialmente se propusieron los biopolímeros no 
degradables PS, PU y EVA, pero resultaron no ser muy convenientes para aplicaciones in vivo 
debido a que era necesario eliminarlos vía quirúrgica posteriormente [49]. Por lo que los PHAs 
al ser biodegradables y cuyos productos de biodegradación no son tóxicos muestran una clara 
ventaja sobre los biopolímeros propuestos con anterioridad. Información más detallada sobre la 
biodegradación de los PHA y los factores que influyen en dicha biodegradación se muestran en 
el Apéndice III. 
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Diseño de un sistema de liberación de 
fármacos  

 

 

3.1 Introducción 
 

Como se ha mencionado con anterioridad, el objetivo de este trabajo de tesis es diseñar un DDS 
a base de PHAs para liberar de forma controlada un fármaco. En esta sección, se propusieron 
microesferas basadas en PHB como DDS, la caracterización general de la morfología 
superficial se realizó a través de SEM para todas las muestras. Se realizó el estudio del 
comportamiento de liberación en entornos abióticos y bióticos, así como la modelación y 
simulación matemática de la cinética de liberación por difusión, la comparación de los 
resultados del modelo matemático con los valores experimentales y el estudio del 
comportamiento de liberación del DDS en el entorno biótico. Los experimentos fueron 
propuestos con la intención de visualizar la biocompatibilidad del DDS, así como evidencia de 
liberación controlada. Se propusieron microesferas basadas en PHB para atrapar curcumina y 
riboflavina como fármacos modelo (es decir fármacos que pueden ser detectados posterior a su 
liberación). Además, tanto la curcumina como la riboflavina se encuentran bien definidos como 
fármacos por diversas instituciones como la Biblioteca Nacional de Medicina de EE. UU., El 
Instituto Nacional del Cáncer del Instituto Nacional de Salud de EE. UU. y el Banco de Datos 
de Fármacos Digital de Canadá, entre otros [69-73]. 

Se utilizaron diferentes concentraciones de curcumina y riboflavina para realizar las cinéticas 
de liberación y en diferentes entornos abióticos, como el fluido biológico simulado (SBF, por 
sus siglas en inglés) y un medio de pH ácido, usando ácido fosfórico (H3PO4). Se realizó el 
modelado matemático de la liberación por difusión de uno de los fármacos modelo (curcumina) 
en SBF, incorporando algunos conceptos adicionales al modelo de difusión clásico. 
Posteriormente, el comportamiento de liberación se estudió en el entorno biótico, en este caso 
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se utilizaron células de carcinoma pulmonar humano ATCC-A549 en cultivo celular. Por otro 
lado, se realizó el estudio de biocompatibilidad de DDS y se estudió del comportamiento de 
liberación de curcumina en la línea celular A549. Los resultados mostraron evidencia de 
liberación controlada en términos de un efecto de retardo del fármaco empleado en el cultivo 
celular. 

 

3.2 Metodología Experimental  
 
3.2.1 Materiales  

El PHB fue adquirido de la compañía GoodFellow ® (Huntingdon, Reino Unido) lote No. 
LS422208. El alcohol polivinílico (PVA) se adquirió de la empresa Química Suastes (México). 
La curcumina se obtuvo de la Droguería Cosmopolita (México), la riboflavina se obtuvo de la 
compañía HYCEL (México) y el cloroformo de Reactivos Meyer (México). 

3.2.2 Fabricación de las Microesferas  

Para la fabricación de las microesferas de PHB, se utilizó la técnica O/W de acuerdo al 
protocolo descrito por Murueva et al. [74], esta técnica se explicó brevemente en la Sección 
2.2. Diferentes concentraciones de cada uno de los fármacos modelo utilizados, fueron 
incorporados en el material PHB de acuerdo a esta técnica. Se prepararon microesferas con 
distintas proporciones de 5, 10 y 15% (p/p) de fármaco cargado. El PHB y cada fármaco modelo 
respectivamente se disolvieron en 9 ml de cloroformo, esto para conformar la fase oleosa (O). 
Posteriormente, se preparó una solución acuosa hecha de 1.25 mg/ml de PVA para conformar 
la fase acuosa (W) y se mezclaron cada una a 600 rpm. La emulsión O/W se homogeneizó a 
20000 rpm durante aproximadamente 15 minutos usando un equipo Polytron PT-MR 2100 
(Suiza), este se muestra en la Figura 3. Posteriormente, la solución se sonicó durante 15 minutos 
en un sonicador de baño de agua Branson 5210 (EE. UU.). Finalmente, la emulsión se dejó 
precipitar por gravedad durante 2 horas, y una vez separado, se retiró el sobrenadante de cada 
muestra; posteriormente, las muestras se almacenaron en un desecador durante una noche hasta 
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que el disolvente restante se evaporó por completo. Una vez secas, se extrajeron las muestras 
de microesferas y se almacenaron en tubos de vidrio con tapa en ambiente seco, a temperatura 
ambiente y protegidas de la luz. 

 

Figura 3 - Equipo Polytron PT-MR 2100 para homogenizar la emulsión de dos fases. 
 

3.2.3 Morfología superficial de las Microesferas  

La morfología de la superficie de las microesferas a base de PHB se observaron utilizando un 
microscopio JEOL JSM-6360LV (Japón) el cual se muestra en la Figura 4. Las muestras se 
recubrieron con una película de oro (10 mA, 20 seg.) en un Ion Sputter JEOL JFC-1100E 
(Japón) antes de su observación en SEM. 
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Figura 4 - Microscopio electrónico de barrido (SEM) JEOL JSM-6360LV. 
 

3.2.4 Eficiencia de atrapamiento  

La eficiencia de atrapamiento (EE, por sus siglas en inglés) de curcumina y riboflavina se 
determinó de acuerdo con el método analítico indirecto reportado por Zidan et al. [75]. Este 
método consiste brevemente, en medir la concentración del fármaco presente en el 
sobrenadante, después de la inmersión de las microesferas en solución. En seguida, utilizando 
la cantidad teórica inicial de fármaco incorporado en la muestra y la concentración medida en 
el sobrenadante, es posible calcular el fármaco atrapado dentro de la muestra de microesferas.  
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Siguiendo esta técnica, las microesferas se colocaron en etanol para capturar el fármaco 
depositado en la superficie de las muestras de microesferas, luego se calculó la cantidad de 
fármaco atrapado de ellas [75] a través de la siguiente formula:   

𝐸𝐸 = 	 ("!"##	"$%&)(&''%)
"!"#

				    (1) 

donde Msup es la cantidad en masa de fármaco medida en el sobrenadante (mg) y Mthe es la 
cantidad en masa inicial teórica de fármaco agregado (mg). 

La concentración del fármaco modelo en el sobrenadante se midió utilizando un 
espectrofotómetro (Figura 5) de luz visible (UV / Vis) Libra S80PC Biochrom (Reino Unido) 
a 428 nm para la curcumina [75], y 444 nm para la riboflavina [76]. 

 

Figura 5 - Espectrofotómetro de luz visible Libra S80PC Biochrom. 
 

3.2.5 Análisis de diámetros de Microesferas  
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El estudio de los diámetros para las microesferas basadas en PHB se realizó mediante el análisis 
de imágenes de alrededor de 60 micrografías de SEM. Para esto se utilizó el software de análisis 
de imágenes Digimizer, de la compañía MedCalc (Bélgica), para medir las partículas. Después, 
los resultados fueron procesados mediante el software estadístico Minitab, de la empresa 
Minitab inc. (EE. UU.), para así obtener la distribución de diámetros de las microesferas.  

 

3.2.6 Cinética de liberación en SBF  

La cinética de liberación de las microesferas basadas en PHB se realizó en SBF a un pH: 7.4. 
El SBF es una solución con concentración de iones muy similar al plasma sanguíneo, además 
de que tiene un pH similar. Por ello es comúnmente utilizado como un ambiente simulado en 
ensayos de bioactividad para diversos biomateriales y en cinéticas de liberación de fármacos 
es más aproximado al ambiente en el que se pretenden aplicar las microesferas que el buffer de 
solución fisiológica o el agua destilada [36, 77, 78]. Las muestras de microesferas con 
curcumina atrapada a concentraciones de 5, 10 y 15% (p/p) se colocaron en tubos de vidrio 
estériles con tapas (5 mg de microesferas por tubo) por triplicados. Paralelamente, se colocaron 
diferentes cantidades de masa (2, 4 y 8 mg) de muestras de microesferas con riboflavina 
atrapada, en este caso todas al 10% (p / p), en tubos de vidrio estériles con tapas. 
Posteriormente, 10 ml de SBF convencional (), preparado de acuerdo con Oyane, Kokubo et al. 
[77], fueron agregados a cada tubo. Todas las muestras se lavaron en etanol antes de realizar 
las cinéticas de liberación. Las cantidades de cada fármaco modelo (curcumina y riboflavina) 
fueron calculadas para trabajar en un rango de concentración liberada en SBF 
significativamente inferior al límite de saturación de cada fármaco en SBF, 50.7 mg/l y 84.7 
mg/l para curcumina y riboflavina respectivamente [70, 73]. Los tubos con muestras de 
microesferas en SBF se colocaron sobre un agitador de mesa a temperatura ambiente durante 
60 horas. Posteriormente, se tomaron muestras de sobrenadante a lo largo de distintos periodos 
de tiempo para medir la concentración mediante el uso de un espectrofotómetro UV/Vis Libra 
S80PC de la empresa Biochrom (Reino Unido) a 428 nm para la curcumina [75], y 444 nm 
para la riboflavina [76]. Las curvas de calibración de cada fármaco modelo se obtuvieron antes 
de cada una de las mediciones de las cinéticas de liberación, de manera similar a lo reportado 
por Gopinath et al. [57]. Se utilizaron cinco puntos de concentraciones conocidas como 
estándar para el ajuste de cada curva. En todas las mediciones se usó una celda con solamente 
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SBF como blanco de referencia. También se sometió una muestra de 5g de microesferas de 
PHB sin carga a la misma cinética y se midió a las longitudes de onda para ambos fármacos. 
Los valores de concentración se expresaron como la media y la desviación estándar como las 
barras de error. 

 

 3.2.7 Cinéticas de liberación en ambiente ácido  

La cinética de liberación de las microesferas de PHB con fármaco incorporado también se 
realizaron en una solución de ácido fosfórico (H3PO4) a un pH: 2.5 (0.1 M). Las mismas 
condiciones de muestra de microesferas que la liberación en SBF se colocaron en tubos de 
vidrio estériles con tapas y por triplicado. Posteriormente se añadieron 10 ml de H3PO4 a cada 
tubo. Los tubos con muestra de microesferas se colocaron sobre un agitador de mesa de forma 
similar al ensayo con SBF. Posteriormente y a lo largo de distintos periodos de tiempo, se 
tomaron muestras de sobrenadante para medir la concentración por UV/Vis a las mismas 
longitudes de onda de liberación en SBF. Las curvas de calibración de cada fármaco modelo se 
obtuvieron previamente a cada cinética de liberación, usando cinco puntos de concentraciones 
conocidas como estándar para el ajuste de cada curva. En todas las mediciones se usó una celda 
con solamente H3PO4 como blanco de referencia. También se sometió una muestra de 5g de 
microesferas de PHB sin carga a la misma cinética y se midió a las longitudes de onda para 
ambos fármacos.  Los valores de concentración se expresaron como la media y las desviaciones 
estándar como las barras de error. 

 

3.2.8. Modelado matemático de la liberación en SBF 

Se utilizaron los resultados de la curva experimental de la cinética de liberación de curcumina 
en SBF para realizar la modelación matemática. El enfoque para el modelo matemático 
propuesto se basó en un comportamiento clásico de difusión con una nueva consideración 
añadida, el balance de masa, para así realizar el ajuste del modelo con los valores 
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experimentales obtenidos. Se supuso que la velocidad de la liberación de curcumina de las 
microesferas debía seguir un comportamiento similar a una ley potencial [79], adicionalmente 
se asumió que el coeficiente de difusión efectivo D sería independiente de la concentración de 
curcumina en el medio SBF. El balance de masa total se realizó agregando al modelo una 
ecuación de movimiento para la penetración de la curcumina dentro del medio SBF. Se calculo 
el balance total y el balance local de masa para construir el modelo. También se supuso que el 
balance de masa debía estar limitado por el flujo de masa desde la superficie de la matriz 
polimérica en lugar de imponer una condición adicional límite para la superficie de la matriz 
polimérica. Se utilizaron métodos numéricos para resolver el sistema de ecuaciones 
diferenciales resultante del modelo. 

3.2.9 Ensayos en cultivo celular 

Ensayos preliminares 

Para el ensayo preliminar, se suspendieron muestras de 20 mg de microesferas de PHB con 
curcumina cargada a razones de 5, 10 y 15% (p/p) en medio de cultivo Eagle de Dulbecco 
(DMEM). Se sembraron células de carcinoma pulmonar humano ATCC-A549 en placas de 12 
pocillos y se añadieron 1.5 ml de DMEM con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de 
penicilina, para luego ser incubadas durante 12 horas. Después de alcanzar el 80% de 
confluencia, se añadieron a las células 100µl de solución de microesferas por duplicado. 
Simultáneamente, se añadió en otros pocillos solución de curcumina libre a las células para 
alcanzar diferentes concentraciones de 5, 10, 20 y 30 mM. La Figura 6 muestra un frasco de 
cultivo celular con DMEM y células A549. 
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Figura 6 - Cultivo de células A549 en frascos de cultivo con DMEM. 
 

Ensayos de liberación controlada 

Utilizando los resultados del ensayo preliminar y valores reportados en literatura [58], se 
estableció una cantidad de curcumina de 1.5 mg (42 mM aprox.) para inducir apoptosis en las 
células A549 [58]. Se prepararon diferentes soluciones madre de DMEM y la masa necesaria 
de microesferas para conseguir la cantidad de curcumina establecida, esto para cada 
concentración p/p fabricada (5, 10 y 15%). Además, se preparó una solución madre adicional 
con 1.5 mg de curcumina libre. Posteriormente, se añadieron 100 µl de cada solución en placas 
de 12 pocillos con células A549 al 90% de confluencia, por duplicado (Figura 7). Como 
controles de viabilidad se utilizó peróxido de hidrógeno como control negativo y células sólo 
con DMEM como control. El ensayo de viabilidad celular MTT (Sigma-Aldrich, EE. UU.) se 
realizó a las 6 y 24 horas de incubación a 32 ° y 5% de CO2. Como parte del ensayo, se 
transfirieron 100 µl de sobrenadante de cada pocillo con células y reactivo MTT a una placa de 
96 pocillos para su medición en absorbancia a 590 nm por medio de un lector de microplacas 
Varioskan Flash Thermo Scientific (EE. UU.). Simultáneamente, se realizó la citometría de 
flujo por Anexin V (Luminex, EE. UU.), mediante un analizador de células, citómetro de flujo, 
Muse (EE. UU.). Ambos ensayos se realizaron a las 6 y 24 horas de incubación previa para ser 
comparativos. 
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Figura 7 - Placas de cultivo de 12 pocillos con células A549 tratadas con microesferas y puestas en 
incubación. 

Los datos son presentados como el promedio ± desviación estándar de cada tratamiento. Los 
datos se analizaron para determinar la significancia estadística mediante el análisis de varianza 
ANOVA One-way, seguido de la prueba de Tukey (p <0,05), utilizando el software Origin 8 
(Origin Lab, EE. UU.).  
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3.3 Resultados y Discusión 
 
3.3.1 Morfología superficial  

Mediante SEM se observaron las microesferas fabricadas a base de PHB y cargadas con 
riboflavina a diferentes concentraciones de 5, 10 y 15% (p/p) (Figura 8). Las microesferas 
fabricadas exhibieron una forma esférica con superficie semi porosa, muchas de ellas 
exhibiendo poros de diferentes tamaños. Esta superficie porosa podría atribuirse al solvente 
utilizado para su fabricación, cloroformo, el cual se ha reportado que produce superficies semi 
porosas similares [36, 80]. La forma de las microesferas no se vio afectada por las diferentes 
concentraciones de riboflavina incorporada, al menos en el rango de 15% y menor. Como 
también se ha reportado con anterioridad por Francis et al., el cloroformo, a diferencia de otros 
solventes como el diclorometano, ayuda a evitar una mayor deposición de PVA residual en la 
superficie de las microesferas, lo que influye en algunas propiedades físicas como la 
hidrofobicidad de la superficie, la tasa de liberación del fármaco y la tasa de adsorción de 
proteínas en su superficie [36].  

 

Figura 8 - Micrografías SEM de microesferas de PHB cargadas con riboflavina. 
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La Figura 9 muestra las microesferas de PHB cargadas con curcumina. De forma similar a las 
microesferas cargadas con riboflavina, las microesferas fabricadas con curcumina cargada 
exhibieron una forma esférica con una superficie semi suave. En este caso con aparentemente 
menos porosidad en la superficie y algunas de ellas con poros de diferentes tamaños. La forma 
de las microesferas no se vio afectada por las diferentes concentraciones de curcumina 
incorporada. Como ambas condiciones de microesferas se fabricaron con el mismo método, la 
diferencia en la porosidad puede explicarse por la dispersión del surfactante utilizado durante 
su fabricación (PVA), lo cual puede afectar la formación de los poros en la superficie, como ha 
sido reportado previamente por O’Donell et al. [36, 66]. Es necesario realizar más estudios para 
establecer si existe una correlación entre el fármaco atrapado y la porosidad en la microesfera, 
esto podría ser considerado como trabajo a futuro. Para ambos fármacos modelo utilizados 
(riboflavina y curcumina), las microesferas producidas exhibieron forma esférica con una 
morfología superficial similar a la reportada previamente por diversos autores y utilizando la 
misma técnica [36, 41, 43, 74, 81]. 

 

Figura 9 - Micrografías SEM de microesferas de PHB con curcumina cargada. 

 

3.3.2 Tamaño de Microesferas  
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En la Tabla 1, se muestran los promedios de los diámetros de las microesferas fabricadas con 
ambos fármacos modelo utilizados, así como su desviación estándar (SD, por sus siglas en 
ingles). Los diámetros mostrados son similares a los reportados en trabajos previos y utilizando 
técnica de emulsión O/W para la fabricación de microesferas. En estos trabajos se utilizaron 
diferentes biopolímeros tales como poli-lactida-co-glicólido, PHB y polihidroxibutirato-co-
hidroxivalerato/polietilenglicol, para el atrapamiento de distintos fármacos modelo como la 
heparina, tetraciclina y flomoxef sódico [80, 82-84]. 

Tabla 1- Diámetros de microesferas basadas en PHB. 

Fármaco incorporado Diámetro 
promedio (µm) 

SD (µm) 

Riboflavina 9.10 2.32 

Curcumina 6.98 1.89 

 

3.3.3 Eficiencia de atrapamiento  

Los resultados de la EE para las microesferas de riboflavina y curcumina se muestran en la 
Tabla 2. Como se puede observar, las eficiencias de atrapamiento son similares, posiblemente 
debido a la compatibilidad de ambos fármacos modelo con el solvente orgánico utilizado. Para 
este caso cloroformo, en el cual son solubles tanto la curcumina como la riboflavina como ha 
sido reportado previamente por Modasiya et al. y diversas bases de datos de fármacos públicas 
[69, 85]. Esto también podría explicar los porcentajes de EE por encima del 97% en todos los 
casos, correspondientes a valores similares reportados en trabajos previos, donde se han 
utilizado matrices poliméricas similares [45, 86, 87]. Así mismo, se ha reportado en ambos 
fármacos modelo empleados (curcumina y riboflavina), la existencia de grupos funcionales 
afines a algunos grupos presentes en el PHB lo cual aumenta la afinidad del fármaco a la matriz 
polimérica y explica los valores de EE observados [57, 60]. 
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Tabla 2 - Eficiencia de atrapamiento de microesferas a base de PHB. 

Eficiencia de 
atrapamiento 
(EE) 

5% 10% 15% 

Riboflavina 98.07 ± 0.749 % 97.51 ± 0.560 % 97.02 ± 0.638 % 

Curcumina 98.88 ± 0.789% 98.32 ± 0.530 % 98.01 ± 0.530 % 

 

3.3.4 Cinética de liberación en SBF  

La liberación acumulativa de curcumina desde las microesferas de PHB en SBF se muestra en 
la Figura 10. En ella se puede observar un comportamiento de liberación bifásico. En todas las 
condiciones estudiadas, la liberación inicial, llamada por algunos autores como la fase 
explosiva [43, 81, 83], ocurrió durante las primeras 7 horas. Posteriormente, la liberación se 
vuelve lenta y gradual hasta que la concentración de curcumina se estabiliza (después de 10 h). 
A esta segunda fase también se le ha llamado en la literatura como la fase controlada, debido a 
que la curva de concentración presenta un comportamiento asintótico, con una razón de cambio 
de la pendiente constante, hasta llegar a un valor constante. Este comportamiento de liberación 
fue similar a algunas curvas previamente reportadas por autores como Monnier, Grillo y 
Bonartsev, entre otros [43, 81, 83]. En estos trabajos, distintos fármacos modelo fueron 
incorporados en microesferas basadas en PHA. La muestra con solo microesferas de PHB sin 
carga no mostro valor de concentración en comparación con el blanco, en la longitud de onda 
para la curcumina (428 nm).  
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Figura 10 - Liberación acumulativa de curcumina en SBF de 5 mg de muestra de microesferas 
cargadas a diferentes concentraciones de 5, 10 y 15% (p/p). 

 

La liberación rápida en la primera fase de la cinética de liberación podría atribuirse a dos 
razones principales. En primer lugar, a la liberación de curcumina atrapada en la superficie 
semi-porosa de las microesferas. La presencia de poros resulta en un aumento del área de la 
superficie de contacto que interactúa con el SBF, lo cual puede ser una causa de las tasas de 
liberación altas durante las horas iniciales. Este comportamiento fue similar al comportamiento 
explosivo debido a las superficies porosas pero de microesferas basadas en PLGA, reportadas 
previamente por Erden et al.[48]. En segundo lugar, la liberación durante la primera fase podría 
atribuirse a las microesferas más pequeñas presentes en la distribución, debido a que, como se 
ha reportado en trabajos previos realizados por Francis et al., la velocidad de liberación está 
influenciada por tamaño de las microesferas [36]. La diferencia en la concentración de 
curcumina atrapada en las microesferas también pudo haber influido, al menos como se puede 
observar en las curvas de liberación. La pendiente de la fase explosiva es distinta en cada una 
de las concentraciones estudiadas, las muestras con concentración mayor exhibieron pendientes 
mayores durante las primeras horas de la cinética, así como valores de concentración más 
elevados cuando se estabilizaron.  
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La segunda fase, la cual también es referida en la literatura como la fase controlada [43, 80, 81, 
83], apareció después de 7 horas aproximadamente, con el comportamiento asintótico 
previamente mencionado. Este comportamiento puede atribuirse a la difusión del fármaco a 
través de las capas más profundas de la matriz polimérica de las microesferas, hasta llegar a un 
posible agotamiento casi completo. Un comportamiento similar tanto de las partículas grandes 
como de partículas más pequeñas ha sido reportado previamente por Panith et al. [80]. Después 
de 20 horas, el valor de concentración se estabilizó y no se observaron cambios significativos 
en la concentración en el tiempo siguiente. A partir de las 35 horas, se hicieron mediciones a 
diferentes intervalos de tiempo, sin que se observaran cambios significativos en la 
concentración. 

La cinética acumulativa de liberación de riboflavina se muestra en la Figura 11. Como se puede 
observar, el comportamiento de liberación de riboflavina, esta vez debida a diferentes 
cantidades de masa de microesferas con riboflavina cargada, fue similar a la curva cinética de 
liberación de curcumina en términos del comportamiento bifásico observado, esto también es 
consistente con reportes previos en la literatura [43, 81, 83]. Algunas cinéticas de liberación de 
riboflavina se han estudiado previamente por Abd et al., mediante el uso de otras matrices 
poliméricas como DDS, pero un medio de pH similar al utilizado en el presente estudio [45]. 
En ese trabajo se confirmó la influencia del pH del medio en la tasa de liberación del fármaco 
modelo liberado, esto también correspondiente con estudios realizados por Chen et al., donde 
se observa relación entre pH en el medio con la variación de las tasas de liberación de diferentes 
fármacos modelo [34].  

En apariencia, la fase controlada comenzó a las 10 horas y tuvo un comportamiento de 
crecimiento aparentemente constante hasta las casi 30 horas, luego, al igual que en los casos 
anteriores, la concentración se estabilizó en un valor constante final. A partir de las 35 horas, 
se hicieron mediciones a diferentes intervalos de tiempo sin que se observaran cambios 
significativos en la concentración. La muestra con solo microesferas de PHB sin carga, no 
mostro valor de concentración en comparación con el blanco, en la longitud de onda para la 
riboflavina (444 nm). 
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Figura 11 - Liberación acumulativa de riboflavina en SBF de diferentes cantidades de microesferas 
con riboflavina cargada al 10% (p/p). 

 

 

3.3.5 Cinética de liberación en ambiente ácido  

La liberación acumulativa de curcumina a través de microesferas de PHB en ácido fosfórico 
(H3PO4) se muestra en la Figura 12. La cinética de liberación es similar a la de la liberación en 
SBF en términos del comportamiento bifásico observado. Sin embargo, la liberación inicial en 
la fase explosiva ocurrió más rápido que en SBF, es decir con una mayor pendiente y durante 
menos tiempo, 5 h en comparación con las 7 h que tomo esta misma fase en el SBF. Después 
de las 7 h la liberación se vuelve lenta y gradual, se entra en la fase controlada, hasta que la 
concentración de curcumina se vuelve estable después de 10 h aproximadamente. 
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Figura 12 - Liberación acumulativa en H3PO4 de 5 mg de microesferas cargadas con curcumina a 
concentraciones de 5, 10 y 15% (p/p). 

 

En comparación con la cinética de liberación en SBF, la cinética de liberación en ácido 
fosfórico exhibió una pendiente mayor en la fase de estallido. Además de que se observaron 
valores de concentración más altos después de que se estabilizó. Por otro lado, también llego a 
un valor de concentración estable antes de la liberación de SBF; es decir, en apariencia la 
liberación total se realizó a las 15 horas aprox. Este comportamiento podría explicarse debido 
al efecto combinado de la liberación por difusión mas la degradación de la matriz polimérica 
al estar expuesta al pH ácido. Como se ha mencionado con anterioridad, algunos autores como 
Chen et al., han reportado que el pH juega un papel en la liberación de algunos fármacos 
modelo [34]. En concordancia con ello, la cinética de liberación de riboflavina, que se muestra 
en la Figura 13, exhibió también una pendiente más alta en la fase inicial y valores de 
concentración más altos después de la fase llamada controlada. Esto también similar al 
comportamiento de liberación reportado por Saez et al. en ambientes ácidos, solo que mediante 
librando otros fármacos modelo [67]. 
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Figura 13 - Liberación acumulativa en H3PO4 de diferentes cantidades de muestra de microesferas con 
riboflavina cargada a 10% de concentración (p/p). 

 

En el caso específico de la riboflavina, también se ha reportado por algunos autores como 
Lopez-de-Alba et al., que los ambientes ácidos, representan un ambiente que favorece la 
solubilidad de los fármacos utilizados, lo cual mejora su captación [76]. Para ambos casos, 
curcumina y riboflavina, el pH podría influir en la liberación del fármaco a través de las capas 
más internas de la matriz de PHB, como se ha reportado previamente esto ocurre con algunos 
otros biopolímeros [34]. La Figura 14 muestra micrografías SEM de microesferas después de 
distintos tiempos de su inmersión en ácido fosfórico. La erosión progresiva de la superficie de 
las microesferas se puede apreciar a través del avance en el tiempo. La degradación de la matriz 
polimérica de las microesferas a partir de las 36 h es considerable y después de 60h 
prácticamente no se pueden identificar formas esféricas. Esta erosión es similar a la 
degradación enzimática, en términos de la degradación superficial que se observa en de la 
matriz polimérica en algunos estudios de biodegradación previamente reportados por 
Zenkiewicz, Iwata y Xu et al., a lo largo de varias semanas [46, 88, 89]. En estos términos, la 
cinética de liberación en medio ácido podría utilizarse como una aproximación para observar 
el cambio de la morfología superficial que presentaría el DDS al exponerse a una 
biodegradación; pero en el primer caso, desarrollada en un tiempo mucho menor (36h). 
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Figura 14 – Erosión superficial de microesferas de PHB con curcumina cargada después de a) 24, b) 
36, c) 48, d) 60, e) 80 and f) 120 h de inmersión en H3PO4. 
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3.3.6 Modelado matemático de la cinética de liberación en SBF 

Se consideró un mecanismo de difusión del soluto (curcumina) que se encontraba contenido 
dentro de las microesferas, dentro del sustrato (SBF), el cual debería de obedecer a la segunda 
ley de Fick, a través de la ecuación de difusión clásica. El balance de masa local se pudo asumir 
de acuerdo a la ecuación de la segunda ley de Fick reportada en algunos trabajos previamente 
reportados [90]. Sin embargo, se observó que en el problema en cuestión también era necesario 
obtener el balance de masa total para poder reproducir los resultados en las condiciones 
experimentales. Como primer paso, se supuso que la liberación del fármaco en términos de la 
tasa de liberación debería tener un comportamiento de ley potencial, similar al de trabajos 
reportados por algunos autores como Shaik et al. [79]. Este comportamiento también se ajusta 
mejor al exhibido por los datos experimentales. Se supuso que la constante de difusión efectiva 
D es independiente de la concentración del fármaco en el medio SBF. Se utilizó el balance de 
masa total agregando una ecuación de movimiento para la penetración del fármaco dentro del 
medio SBF. El equilibrio de masa se limitó por el flujo de masa desde la superficie de la matriz 
polimérica hacia el SBF. 

 
El sistema físico propuesto consiste en una matriz polimérica esférica de radio R0 que 
inicialmente contenía toda la curcumina con una masa total M0. El polímero se rodea del medio 
SBF que constituye una capa de espesor d ≫xmax, donde xmax es la penetración máxima de la 
curcumina en el medio SBF. Por lo tanto, la difusión se asume en un medio semi-infinito. La 
penetración x(t), se definió como la distancia máxima recorrida por el fármaco dentro del sustrato 
en cada instante de tiempo t. Además, la concentración de curcumina se asumió cero más allá 
del valor de penetración máxima. Adicionalmente, para ser consistente con el balance de masa 
local, el flujo en r=x(t) también debería ser cero después de la penetración máxima. De modo 
que para el problema se asumieron las siguientes condiciones de frontera: 
 
 

     (2) 
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donde, C(r,t) es el perfil de concentración del fármaco en el sustrato SBF en cualquier tiempo t 
y posición r. Después, la masa total de curcumina m(t) dentro del medio SBF en el tiempo t, es 
igual a la masa liberada desde t=0 hasta el tiempo t. Esta masa se obtuvo del perfil de 
concentración en el tiempo t, de acuerdo con la siguiente ecuación: 
 
 

    (3) 
 
 
La variación en el tiempo de esta masa es igual al flujo instantáneo �̇� = 𝑑𝑚(𝑡)/𝑑𝑡 del fármaco 
liberado de la matriz polimérica. De modo que, se desarrolla la siguiente ecuación de movimiento 
para la penetración del fármaco dentro del medio SBF: 
 

     (4) 
 

Finalmente, se consideró el balance de masa local utilizando la segunda ley de Fick de la 
siguiente manera: 

     (5) 
 
Las condiciones de frontera dadas por la ecuación (2), junto con el balance de masa total y local 
dado por las ecuaciones (4) y (5) constituyen en su conjunto el modelo propuesto para describir 
el transporte del fármaco dentro del medio SBF. Desde la superficie y después de ser liberado 
de la matriz polimérica de la microesfera. La ecuación (4) representa una ecuación integro-
diferencial para la variable dinámica x(t), e introduce una no- linealidad en el problema clásico 
de difusión. Luego entonces, suponiendo una analogía entre la transferencia de calor y la 
transferencia de masa, se puede utilizar un enfoque numérico basado en el método integral de 
balance de calor (HIBM, por sus siglas en ingles), para encontrar una solución al modelo 
matemático propuesto. El HBIM ha sido descrito con anterioridad en algunos trabajos de Otero 
et al. [91], donde se ha aplicado a problemas de límites de movimiento unidimensionales en los 
mecanismos de transferencia de calor, y en algunos otros problemas similares [92, 93]. En estas 
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soluciones se aplicó un método refinado para predecir el comportamiento dinámico y térmico de 
los materiales de cambio de fase.  
 
Aunque el modelo de HBIM se basa en la conservación de energía, se puede aplicar de manera 
análoga al problema discutido en este trabajo, debido a la similitud de los comportamientos 
cinéticos de la transferencia de calor y la transferencia de masa. La única consideración 
relevante, es que la transferencia de calor puede ocurrir en ambas direcciones dependiendo de la 
diferencia de calor. Por su parte, siempre y cuando la masa transferida desde la matriz polimérica 
al SBF no alcance el límite de saturación del medio SBF, la transferencia de masa ocurrirá en 
una sola dirección. De modo que el modelo matemático se usó para predecir la penetración x(t) 
mediante el uso de algunos valores iniciales de la cinética de liberación experimental de 
liberación de curcumina de �̇�. 
 
Estos valores se ajustaron a una función monotónicamente decreciente de t, y las soluciones semi 
analíticas se compararon con los valores de masa de la cinética de liberación experimental al 
final de la liberación. El perfil de concentración inicial para la primera aproximación de la fase 
de liberación masiva se obtuvo de acuerdo con la siguiente ecuación para la penetración x(t): 
 

      (6) 
 

donde R0 es el radio de la matriz polimérica. Según la solución analítica al problema semi-
infinito, la ecuación (6) proporciona una buena aproximación para valores de intervalos de 
tiempo pequeños; esto debido al comportamiento de la curva cinética de liberación en este 
intervalo. Se supone que el perfil de concentración inicial tiene una variable espacial con forma 
parabólica, como se muestra en la siguiente ecuación: 
 
 

𝐶(𝑟, 𝑡) = 𝑎(𝑡)(𝑟 − 𝑅0) + 𝑏(𝑡)(𝑟 − 𝑅0)! + 𝐶"(𝑡),         (7) 
 
 

donde a(t), b(t), y C1(t) son funciones dependientes del tiempo que se determinan utilizando el 
modelo matemático propuesto. La constante a(t) y la concentración máxima C1(t) para cualquier 
tiempo t pueden determinarse en términos de b(t), por medio de una sustitución en el perfil de 
concentración dado por la ecuación (7). 
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Posteriormente, el perfil de concentración se sustituye en la ecuación (4) para obtener una 
ecuación diferencial ordinaria (ODE) para la penetración x(t) y la función dependiente del tiempo 
b(t). Finalmente, la ecuación de difusión clásica (5) se promedia sobre el dominio de la variable 
espacial 0 ≤ r ≤ x(t), de manera similar a como se ha aplicado en trabajos previos [91]. 
 
 
Al realizar el promedio espacial se produce una segunda ODE para x(t) y b(t). El sistema 
resultante de dos ODE se puede resolver mediante métodos numéricos para obtener la 
penetración, es decir, la transferencia de masa al sustrato SBF, de la curcumina que proviene de 
las microesferas hacia el SBF y así un perfil de concentración en cualquier momento t. 
 
La Tabla 3 muestra los valores experimentales de masa M en el tiempo t y la desviación estándar 
(SD, por sus siglas en ingles). El perfil de masa inicial se calculó utilizando el primer valor 
experimental de las cinéticas de liberación de curcumina en SBF, esto corresponde al t = 0.33 h. 
Este valor de masa se utilizó para obtener una ecuación algebraica inicial con las constantes 
a(0.33), b(0.33) y C1(0.33) de la ecuación (7), integrando el perfil de concentración en el 
intervalo [0, x(0.33)], en donde el límite superior se obtuvo utilizando la ecuación (6). 
Finalmente las otras dos ecuaciones algebraicas para las constantes a(0.33), b(0.33) y C1(0.33) 
fueron estimadas utilizando las condiciones de frontera dadas por la ecuación (2). 
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Tabla 3 - Valores experimentales de la masa de liberada M a través de microesferas con diferentes 
concentraciones de curcumina cargada (p/p) y desviación estándar. 

 

Los valores experimentales de masa se ajustaron a una función de la ley de potencia como se 
explicó anteriormente y también ha sido reportado por [79]. Los coeficientes D obtenidos para 
el primer ajuste a la función de potencia, fueron los siguientes: 0.00358 µm2/s, 0.00216 µm2/s 
y 0.001156 µm2/s, para las concentraciones de 5, 10 y 15% respectivamente. En la Figura 15, 
se muestran las soluciones numéricas, que reproducen el perfil de transferencia de masa del 
fármaco dentro del medio SBF. Estas soluciones también predicen la evolución en el tiempo 
de la penetración en el medio, descrita por la variable dinámica x(t), sin la asunción del 
comportamiento parabólico clásico [94]. El perfil del modelo propuesto se ajusta dentro de las 
barras de error en la cinética de liberación de masa (Figura 15a) y además se ajusta exactamente 
a los valores experimentales en términos de penetración x(t) (Figura 15b). 
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Figura 15 - a) Perfil en tiempo de la masa de fármaco derivada del modelo matemático (líneas) comparada con 
los valores experimentales. b) Perfil en tiempo de la penetración x(t) obtenido de la solución semi-analítica al 

modelo propuesto para las curvas cinéticas 

 

3.3.7 Resultados de ensayos celulares  

Los trabajos preliminares en cultivo celular consistieron en dos ensayos por separado. En el 
primero se agregaron diferentes concentraciones de curcumina libre en las células A549 y en 
el segundo se agregó una cantidad de microesferas, pero cargadas a diferentes concentraciones 
de curcumina. Las diferentes concentraciones de curcumina libre, utilizadas en el primer 
experimento, se seleccionaron para verificar el efecto apoptótico debido a  altas 
concentraciones de curcumina en células A549, previamente reportado por Yao et al. [58]. 
Existen principalmente dos vías involucradas para la presencia de apoptosis: las mediadas por 
los receptores mitocondriales externos y por los receptores mitocondriales internos. Las vías 
mediadas por estos receptores mitocondriales, se caracterizan por la pérdida del potencial de 
membrana mitocondrial y la liberación del citocromo c desde la mitocondria hacia el 
citoplasma [95, 96]. En ciertas concentraciones, la curcumina genera estrés oxidativo a partir 
de la liberación de moléculas reactivas tales como radicales libres de oxígeno y nitrógeno. Esto 
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hace que se activen los receptores de estrés del retículo endoplásmico y el receptor de daño 
mitocondrial, lo que induce la apoptosis celular [58, 95]. De forma paralela, se agregaron 20 
mg de microesferas cargadas con curcumina a diferentes concentraciones, ambos ensayos 
preliminares se midieron mediante ensayo de viabilidad celular MMT después de 24 h de 
incubación.  

El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico que se usa para medir la actividad metabólica 
celular, en función de la capacidad de las enzimas oxidorreductasa celulares dependientes de 
nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH). Esto para reducir el tinte de tetrazolio 
MTT a formazán insoluble, el cual tiene un color púrpura y que puede ser rastreable por 
métodos colorimétricos; este ensayo suele ser usado para medir viabilidad celular y ha sido 
ampliamente reportado con anterioridad [97]. La Figura 16 muestra la viabilidad celular 
obtenida a través del ensayo MTT de ambos experimentos preliminares. En el primer ensayo 
(figura 16b) se observó una disminución en la viabilidad celular a medida que aumentó la 
concentración curcumina libre sobre las células A549, esto en consistencia con el efecto 
apoptótico reportado por Yao et al. [58]. Por otro lado, para el ensayo con microesferas cargadas 
de curcumina a diferentes concentraciones (Figura 17a), se observó que la viabilidad disminuyó 
a medida que aumentó la concentración de la curcumina atrapada en las microesferas. Como 
principal causa se asumió que se debió a la curcumina liberada desde las microesferas, en 
combinación con un posible efecto citotóxico debido a la concentración también elevada de 
PHB por la cantidad de microesferas añadidas. Un efecto citotóxico debido a altas 
concentraciones de  microesferas de PHB, tendría concordancia con estudios previamente 
reportados por Moorkoth et al., en los cuales se observó un efecto citotóxico al aplicar altas 
cantidades de material PHB [98]. 
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Figura 16 - Viabilidad celular por MTT de células A549 con a) 20 mg de microesferas con diferentes 
concentraciones de curcumina cargada y b) diferentes concentraciones de curcumina libre, a las de 24 h de 

incubación. 

 

Estos resultados además de confirmar el efecto apoptótico de la curcumina en células A549, 
previamente reportado en literatura [58], se utilizaron como guía para seleccionar una cantidad 
de curcumina que se encontrara en un rango apoptótico. De esta manera, al trabajar con una 
cantidad conocida para producir apoptosis sobre las células A549, se podría tomar este efecto 
como evidencia de la liberación del fármaco. La cantidad de curcumina seleccionada fue de 1.5 
mg, para producir una concentración por encima de los 42 mM (lo cual garantiza el efecto de 
apoptosis). Posteriormente, se calculó la cantidad de muestra de microesferas, de acuerdo con 
cada condición de atrapamiento, necesaria para contener los 1.5 mg de curcumina y 
depositarlos en el ensayo celular. La Figura 17 muestra diferentes micrografías de microesferas 
de PHB cargadas con curcumina, depositadas en pozos con células A549 al comienzo del 
experimento. En la figura 17 se puede observar una dispersión semi homogénea de las 
microesferas en los pozos con las células.  

Después de 6 y 24 h de incubación, se realizó la medición de viabilidad por medio de ensayo 
MTT (Figura 18), ambos lapsos de tiempo para las mediciones se seleccionaron tomando como 
referencia la cinética de liberación de SBF. Esto con el objeto de seleccionar dos puntos donde 
la liberación del fármaco esperada fuera claramente diferente. En el primer tiempo (6 h) de 
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aproximadamente el 60% y en el segundo tiempo (24 h), prácticamente el total de la liberación.  
También se tomó en cuenta los perfiles reproducidos por el modelo matemático, los cuales 
fueron muy similares con los resultados experimentales en SBF. Los valores viabilidad celular 
se normalizaron con respecto a los valores del control, de acuerdo al inserto del ensayo MTT 
del fabricante y de manera similar a diversos trabajos previamente reportados [99, 100].  

 

Figura 17 - Microesferas de PHB con curcumina cargada, depositadas de forma semi-homogénea en células 
A549 a 4X, con luz visible. 

 

Como se puede observar en la Figura 18a, a las 6 horas, se presentó una diferencia significativa 
entre la viabilidad celular que presentaron las muestras tratadas con curcumina libre y con 
curcumina administrada por medio de microesferas. La diferencia fue más evidente en las 
microesferas con curcumina cargada al 10% y 15% (p/p). Este comportamiento se puede 
explicar por una liberación gradual, debida al efecto de difusión de la curcumina desde la matriz 
polimérica de las microesferas de PHB al medio. Esta liberación gradual, retrasó el efecto 
apoptótico de la curcumina en las células A549 en comparación con la curcumina administrada 
directamente. El comportamiento de liberación en cultivo celular además, es consistente con 
los resultados de la cinética de liberación observados en SBF, para los tiempos seleccionados 
y correspondiente también con resultados previamente reportados [101]. En contraste, la 
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solución de curcumina libre produce el estrés oxidativo desde las primeras horas, reduciendo 
la viabilidad rápidamente desde su aplicación, como se esperaba. 

Adicionalmente, se observó que a las 6 h (Figura 18a) la viabilidad en las muestras con 
microesferas cargadas con curcumina al 5% y 10%, fue menor que las muestras con 
microesferas cargadas al 15%. Este comportamiento se puede atribuir, de manera similar a lo 
observado en los resultados del ensayo preliminar realizado, a la mayor cantidad de PHB 
presente en los pozos con microesferas al 5% y 10%. Esto debido a la mayor cantidad de 
microesferas necesarias para lograr la cantidad de 1.5 mg de curcumina en las microesferas 
cargadas a menor concentración. Por su parte, las microesferas cargadas al 15%, requirieron 
menor cantidad de microesferas para llegar a la misma cantidad de curcumina y tal vez por ello 
presentaron un valor mayor de viabilidad a las 6 h. El efecto de reducción en la viabilidad en 
los primeros casos podría deberse a la combinación del efecto apoptótico de la curcumina 
liberada, con un efecto de citotoxicidad aparente debido a la gran masa de microesferas de PHB 
presente, en aparente concordancia con estudios previamente reportados [98]. Sin embargo, 
cabe destacar que solo se encontró diferencia significativa entre las muestras tratadas con 
microesferas cargadas al 5% y 15%. 

Posteriormente, a las 24 horas, la viabilidad por medio de MTT (Figura 18b) en todas las 
condiciones, siguió una misma tendencia. Es decir, una reducción en la viabilidad sin diferencia 
significativa entre las muestras con curcumina libre y las muestras con curcumina liberada por 
medio de microesferas. Estos resultados son correspondientes con el cálculo realizado para 
depositar la misma cantidad de curcumina en todas las condiciones, solo que, en este caso el 
efecto apoptótico de las muestras con microesferas se presentó hasta después de las 24 h. Este 
comportamiento contrasta con el efecto muy temprano que presentaron las muestras tratadas 
con curcumina libre. La diferencia de los resultados de viabilidad a las 6 y a las 24 h, muestran 
un efecto retardado en la apoptosis debido a la liberación gradual del fármaco (curcumina) en 
las células A549. Dicho comportamiento podría considerarse como una liberación controlada, 
en términos del retraso del efecto apoptótico de la curcumina en un periodo de tiempo 
específico, debido a la liberación gradual del fármaco en las células. Esta liberación gradual, 
es posible a través de la administración de la curcumina por medio del DDS diseñado. Además, 
la liberación en cultivo celular mostró tener similitud con la liberación exhibida en SBF, al 
menos en los dos lapsos de tiempo seleccionados (6 y 24 h).  
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Figura 18 - Viabilidad celular por medio de MTT de células A549 en todas las condiciones después de a) 6 y b) 
24 horas de incubación. Los asteriscos indican una diferencia significativa, * p <  0.05, de acuerdo con análisis ANOVA 

de una vía (se utilizó la prueba de Tukey). 

 

De manera paralela, se realizó el estudio de viabilidad celular a través de una técnica distinta, 
anexina V y yoduro de propidio (PI), en los mismos periodos de tiempo (6 y 24 h). El ensayo 
de anexina V con yoduro de propidio (PI) consisten en un biomarcador fluorescente, el cual se 
une a la fosfatidilserina ubicada en el lado citoplasmático de la membrana celular en las células 
sanas. Durante la apoptosis y el rompimiento de la membrana celular, la muerte celular, este 
componente se expone hacia el exterior, por lo que el reactivo se emplea para el conteo de 
células vivas y células en proceso apoptosis o de muerte [102]. Este biomarcador se detecta 
usualmente mediante citometría de flujo para realizar conteo celular y por convención, los 
diagramas de citometría de flujo se dividen en cuatro cuadrantes: células vivas, en apoptosis 
temprana, apoptosis tardía y muerte celular. En ellos, cada célula contada se representa como 
un punto localizado en un cuadrante de acuerdo con su nivel de apoptosis.  

Los gráficos de citometría de flujo de los ensayos realizados a las 6 y 24 h se muestran en la 
Figura 19. Durante las primeras 6 h, el gráfico de anexina V y PI exhibió una población de 
células vivas más grande en todas las muestras tratadas con microesferas, en comparación con 
las tratadas con curcumina libre. Por otra parte, a las 24 h, el ensayo de citometría de flujo 
exhibió un aumento en las células apoptóticas en las muestras tratadas con microesferas.  Este 
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comportamiento fue el esperado, de manera también observada y discutida en los ensayos por 
MTT. El retraso en el efecto apoptótico debido a la liberación, que denominamos controlada, 
de curcumina fue más evidente en las microesferas con una proporción de 15% de curcumina 
atrapada. En el recuadro rojo de la Figura 19, se enmarcan las citometrías de flujo de las 
muestras tratadas con microesferas cargadas al 15% de curcumina y con curcumina libre. En 
el recuadro se puede observar claramente la diferencia a las 6 h, donde es evidente se está 
controlando o retardando el efecto de apoptosis celular por medio de la administración de 
curcumina a través de las microesferas. Por otra parte, la misma cantidad de curcumina, pero 
administrada de manera convencional (directa) produce una gran población de células 
apoptóticas desde las primeras 6 h. Posteriormente, a las 24 h, las poblaciones de células 
apoptóticas entre ambas condiciones se volvieron similares, debido a la liberación casi total de 
la curcumina desde las microesferas y la cual como se mencionó antes, fue la misma cantidad. 
Este comportamiento fue similar solo que, en menor medida en las microesferas cargadas al 5 
y 10% de curcumina, como se muestra en el recuadro amarillo de la Figura 19.   
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Figura 19 – Análisis comparativo de poblaciones de células A549 en diferentes estadios de viabilidad citometría 
de flujo, a las 6 h (columna izquierda) y 24 h (columna derecha) de incubación. 
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Las poblaciones de cada cuadrante de las gráficas de citometría de flujo, para ambos lapsos de 
tiempo (6 y 24 h), se representaron también a través de gráficos de barras (Figura 20), para ser 
analizadas de mejor manera. En la figura 20a, se muestran las poblaciones de todas las 
condiciones estudiadas a las 6 h de incubación. En esta gráfica se puede observar con mayor 
claridad la diferencia de las poblaciones de células vivas entre las muestras tratadas con 
curcumina liberada a través de microesferas y la viabilidad de las tratadas con curcumina libre. 
Por su parte, en la figura 20b se muestran las poblaciones después de 24 h. En esta gráfica se 
observa que las muestras tratadas con microesferas de PHB cargadas con curcumina al 5% y 
10% aún exhibieron valores de viabilidad superiores al 60% después de las 24h. Esto podría 
indicar que, a bajas concentraciones de atrapamiento, el efecto apoptótico podría retrasarse aún 
más. En otras palabras, el tiempo de liberación podría controlarse por medio de la concentración 
de atrapamiento del fármaco en las microesferas. En contraste, las muestras tratadas con 
microesferas cargadas al 15%, mostraron un valor de viabilidad inferior al 20%. Este valor fue 
muy similar a la viabilidad exhibida por las muestras tratadas con solución de curcumina libre. 
Lo que indica que, a esa concentración de atrapamiento, la liberación total del fármaco 
contenido podría esperarse a las 24 h. En la Figura 19 solo se marcan las diferencias significativas, entre 
las poblaciones que aportan a la discusión: células vivas, las condiciones de curcumina libre, microesferas de PHB 
y curcumina cargada en microesferas. Las diferencias existentes entre el resto de las poblaciones (apoptosis 
temprana y tardía, células muertas, etc.) no se marcan en la gráfica para facilitar su análisis.  

 

Figura 20 - Comparación de poblaciones celulares de citometría de flujo después de a) 6 h y b) 24 h de 
incubación. Los asteriscos indican una diferencia significativa, * p < 0.05, de acuerdo con análisis ANOVA de una vía (se 

utilizó la prueba de Tukey) 
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El comportamiento exhibido tanto en las mediciones por citometría de flujo como en los 
ensayos medidos por MTT, mostraron un efecto retardado en la apoptosis, debido a la 
administración de curcumina a través de las microesferas de PHB. Este efecto retardado, 
producto de la liberación de curcumina gradual, también correspondió con el comportamiento 
de liberación observado en SBF, al menos en los dos lapsos utilizados para las mediciones en 
cultivo celular (6 y 24 h). Además, ambos comportamientos también fueron similares a los 
valores obtenidos por modelo matemático, en los mismos lapsos de tiempo. De modo que el 
modelo matemático también mostró potencial para su uso en la estimación de la liberación del 
fármaco en un cierto periodo de tiempo para el cultivo celular. Sin embargo, se necesitan más 
estudios en cultivo celular para establecer una mejor correlación con el modelo matemático. 
De modo que se podría proponer como trabajo futuro, la realización de la cinética de liberación 
en cultivo celular y su comparación con el modelo matemático desarrollado en este trabajo.  

Otro comportamiento interesante observado, fue la rápida disminución de la viabilidad celular 
en las muestras con mayor cantidad de masa de microesferas de PHB; la cual se presentó en el 
ensayo por MTT. Lo que en un principio se planteó como un efecto de citotoxicidad debido a 
las altas concentraciones de PHB presentes en las muestras, y que además tenía concordancia 
con trabajos previamente reportados en literatura [98]. Sin embargo, al no observarse evidencia 
de este comportamiento en los ensayos por citometría de flujo, no fue posible concluir un efecto 
de citotoxicidad debido a altas cantidades de microesferas de PHB. Lo que implica que el DDS 
a base de PHB presentado en este trabajo, puede considerarse con una buena biocompatibilidad, 
esto último es correspondiente con trabajos previamente reportados por Shishatskaya [103]. 
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Conclusiones 
 

Los resultados presentados en este trabajo de tesis muestran la viabilidad del PHB para la 
fabricación de microesferas y para ser usadas como un DDS. Las microesferas fabricadas con 
PHB pueden usarse para incorporar extractos como la curcumina y riboflavina con buena 
eficiencia de atrapamiento (superiores al 97%). Se puede usar este tipo de DDS para liberar 
dichos extractos en SBF y en ambientes ácidos. Las cinéticas de liberación por medio de 
microesferas de PHA y de los extractos utilizados en este trabajo mostraron similitud con la 
liberación de trabajos previamente reportados que utilizan distintas matrices poliméricas en sus 
dispositivos. Esta liberación en términos del comportamiento bifásico exhibido.  

La liberación por difusión en SBF se describe de forma más precisa, si se agrega el elemento 
de balance de masa al modelo matemático, en comparación con los modelos empíricos usados 
actualmente. La solución del modelo matemático desarrollado además de mostrar buena 
correspondencia al ser comparado con los valores experimentales puede simular cinéticas de 
liberación con distintas condiciones iniciales. La degradación en ambiente ácido mostró 
similitud con la erosión superficial exhibida en la matriz polimérica del DDS durante la 
degradación enzimática. Esto podría permitir estimar los efectos de erosión del dispositivo con 
mayor rapidez, en la degradación en ácido (horas) a diferencia de la biodegradación (semanas). 

La biocompatibilidad del DDS diseñado, exhibida en células A549, fue superior al 60% en 
todas las condiciones estudiadas, lo que brinda potencial al DDS diseñado para aplicarse en 
entornos biológicos. Ambientes tales como en cultivo celular, in vivo y posiblemente, después 
de estudios adicionales, en el cuerpo humano. Se consiguió la liberación gradual de curcumina 
en un ambiente biológico (cultivo celular) por medio de microesferas de PHB como DDS. La 
comparación de la administración por medio de microesferas, en dos lapsos distintos de tiempo 
y medida por dos técnicas distintas, mostro una diferencia significativa con respecto a la 
administración por un método convencional (administración directa). Lo anterior representa un 
avance en comparación con trabajos previos donde solo se reporta el estudio de 
biocompatibilidad del dispositivo en conjunto con el fármaco cargado.  
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El retraso en el efecto del fármaco debido a la liberación gradual del fármaco modelo, es un 
avance importante hacia la liberación controlada por medio de DDSs a base de PHA. Los 
resultados observados en la viabilidad por citometría deflujo, mostraron indicios de que 
posiblemente se puede retardar aún más la liberación, mediante la variación de la concentración 
del fármaco cargado dentro de las microesferas. Sin embargo, este último punto podría ser 
fundamentado con estudios adicionales.  

Por último, el efecto de liberación gradual de la curcumina a través del DDS, podría ser 
utilizado en el diseño de tratamientos de administración de fármacos especializados. Aquellos 
donde se requiera de un intervalo de tiempo previo al inicio de la liberación del fármaco. Esta 
ventana de tiempo podría aprovecharse, por ejemplo, para permitir la ubicación del DDS 
mediante técnicas adicionales, en tejidos u órganos específicos para una vez ahí, liberar 
fármacos alquilantes como el Trabectedin o Cisplatino, entre muchos otros. Dichos agentes son 
actualmente utilizados en terapias de cáncer, cuyos efectos adversos en células sanas son 
amplios [104, 105]. Estos y otros fármacos podrían administrarse de forma más eficiente y con 
la reducción de sus efectos secundarios en zonas no deseadas. Algunas de estas perspectivas 
para la localización del DDS se plantean en la sección de trabajo futuro. 
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Trabajos publicados  
 

Durante la realización del doctorado, se publicaron dos trabajos relacionados con el tema de 
tesis, en revistas indexadas de cuartil 1, una como co-autoría y otra como primer autoría (Figura 
21).  

 
 

 
Figura 21 - Publicaciones en revistas indexadas (Q1) durante la realización del doctorado. 
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Trabajo futuro 
 

El trabajo experimental presentado en esta tesis mostró resultados que podrían ampliarse o 
complementarse mediante la propuesta de estudios adicionales como se menciona a 
continuación. 

La liberación de curcumina por medio del DDS cargado al 5 y 10% en células A549, medido a 
través de citometría de flujo, mostró valores de apoptosis menores que las muestras cargadas 
al 15% después de las 24 h de incubación. Por lo que posiblemente el efecto de retraso en la 
liberación podría ser aún mayor en dichas concentraciones de carga, logrando así un mayor 
control sobre la liberación del fármaco. Para comprobar esto, se podrían realizar ensayos de 
liberación usando concentraciones de atrapamiento menores a 15%, en lapsos de tiempo 
posteriores a 24 h, para observar si la liberación del fármaco se puede retrasar aún más.  

Como se mencionó en las conclusiones, el efecto de retraso en la liberación del fármaco podría 
ser empleado en conjunto con técnicas de dirección de DDS para ser aplicado en terapias de 
liberación localizada. En este sentido se han planteado algunos experimentos preliminares para 
la localización de un DDS a base de PHAs, mediante la incorporación de nano componentes 
dentro de la matriz polimérica. Estos nano componentes, al estar basados en elementos 
inorgánicos, pueden ser inducidos por campos magnéticos y con ello, poder dirigir el DDS 
hacia zonas específicas para la liberación localizada del fármaco. Adicionalmente, se podrían 
explorar otras sustancias como fármacos modelo, mismas que puedan ser rastreables en de 
manera directa en ambientes biológicos, como en cultivo celular, y así poder trazar cinéticas 
de liberación de fármacos de manera directa. Algunos de los resultados preliminares de estos 
dos últimos enfoques aplicados, se muestran a continuación en el Apéndice I. 
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Apéndice I 
 

 
Dispositivos liberadores de fármacos compuestos (Composite 
DDSs) 
 
 
 
Introducción 

Como trabajo adicional, se propusieron algunos experimentos en microesferas compuestas 
basadas en PHA. En primer lugar, se desarrolló la incorporación de nanopartículas de 
componentes de PHA, esto para conferir nuevas propiedades como la susceptibilidad 
magnética al DDS. Paralelamente, se propuso el atrapamiento del biomarcador DAPI como 
fármaco modelo, con el fin de rastrear de manera directa la liberación del fármaco modelo 
desde las microesferas de PHA hacia el cultivo celular. 

El biomarcador DAPI es un agente fluorescente comúnmente utilizado para la observación de 
la viabilidad y proliferación celular, este biomarcador se encuentra definido como un fármaco 
por la Biblioteca Nacional de Medicina de EE. UU. [106]. Además, existen otros 
biomarcadores comúnmente utilizados para análisis de viabilidad celular. Por ejemplo, el de 
tinción selectiva de ADN por permeabilidad de la membrana celular (Vybrant) y la tinción 
fluorescente impermeable a la membrana (Calceína), este último utilizado con frecuencia para 
el análisis de células vivas [107, 108]. Otra técnica para la medición de viabilidad celular, al 
igual que el MTT, es la reducción de las sales de tetrazolio mediante el NAD(P)H a formazan 
(WST-8). Este es un método colorimétrico comúnmente utilizado para la medición cuantitativa 
de la actividad deshidrogenasa y con ello la viabilidad celular. 

Por otra parte, las nanopartículas súper paramagnéticas, también llamadas SPIONs por sus 
siglas en inglés, son partículas inorgánicas basadas en óxido de hierro, las cuales han despertado 
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gran interés en los últimos años. Esto debido a sus propiedades magnéticas y la posibilidad de 
permitir la entrega dirigida de fármacos. Estas nanopartículas ya se aplican en diferentes 
trabajos de investigación enfocados en el diseño de terapias localizadas [109-111]. Finalmente, 
debido al tamaño de las microesferas producidas por técnicas de emulsión, también se podrían 
agregar otros nano componentes como los bioceánicos, en especial nano BioGlass. Este es un 
material que ha demostrado exhibir propiedades interesantes como la formación de capas de 
hidroxiapatita en su superficie, material que es fundamental en la constitución del tejido óseo. 
Por ello, actualmente es utilizado en diversas aplicaciones relacionadas a la ingeniería de 
tejidos, principalmente en la regeneración de tejido óseo [37, 112-118].  

En esta sección se muestran los resultados preliminares del trabajo realizado durante una 
estancia de investigación en el departamento de Biomateriales de la Fredrich-Alexander 
Universität. Donde se realizó el atrapamiento de SPIONs y DAPI, por separado, en 
microesferas de PHA para formar un DDS compuesto. Además de algunos resultados de la 
caracterización del DDS y algunos estudios de viabilidad celular mediante el ensayo WST-8 y 
microscopía de fluorescencia, en células de osteo-fibroblastos humanos ATCC-MG-63.  

 

Metodología experimental 

Materiales  

El PHBV se adquirió de Goodfellow (Alemania), el biomarcador DAPI se obtuvo de Sigma-
Aldrich (Alemania), los SPIONs fueron proporcionados por el Departamento de Nanomedicina 
de HNO-Klinik, Erlangen, Alemania, el PVA se compró de Baxter Healthcare (Suiza) y la 
curcumina se adquirió de Sigma-Aldrich (Alemania). 
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Fabricación de las Microesferas 

Se prepararon diferentes microesferas basadas en PHBV a través de las técnicas de emulsión 
O/W y W/O/W. En primer lugar, el biomarcador DAPI se incorporó a una concentración del 
10%, en una solución de PHBV previamente disuelto en 9 ml de cloroformo, la cual fue 
mezclada a 800 rpm. En segundo lugar, se agregaron SPION a diferentes concentraciones de 
10, 20, 30, 40 y 50% en una fase O que contenía PHBV y curcumina, en una proporción de 
10%, previamente disueltos en 9 ml de cloroformo y mezclados por agitador de cabeza a 800 
rpm.  

Simultáneamente, se prepararon soluciones acuosas de 1.25 mg/ml de PVA para conformar la 
fase W, mezcladas a 600 rpm. Cada emulsión se homogeneizó a 18,000 rpm durante 
aproximadamente 15 minutos usando un T18 IKA (Alemania), mostrado en la Figura 22. 
Posteriormente, las soluciones se centrifugaron a 5000 rpm durante 7 minutos y se lavaron con 
agua ultra pura dos veces antes de retirar completamente el sobrenadante. Por último, se secaron 
las muestras en una incubadora a 60 ° durante toda la noche, al término las muestras se 
almacenaron en tubos Falcon protegidas de la luz. 

 

Figura 22 - Homogeneizador T18 IKA utilizado en la fabricación de microesferas. 
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Morfología superficial de las microesferas  

La morfología de la superficie de las microesferas de PHBV se observaron mediante 
microscopía electrónica de barrido (SEM) utilizando un microscopio Auriga-Zeiss (Alemania), 
mostrado en la Figura 23. Las muestras de microesferas se recubrieron con oro en un Ion 
Sputter previas a su observación en SEM.  

 

Figura 23 - SEM Auriga-Zeiss utilizado para el análisis de morfología de las microesferas fabricadas, a) tablero 
de control, b) cámara de análisis. 

 

Eficiencia de atrapamiento de curcumina  

La eficiencia de atrapamiento de curcumina (CE) para las microesferas basadas en PHBV se 
determinó de acuerdo con el método analítico indirecto reportado previamente por Zidan et al. 
[75]. La concentración en del sobrenadante se midió utilizando un espectrofotómetro de 
UV/Vis Specord 250 (Analytikjena, Alemania) a 428 nm [75]. 

a) b) 
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Eficiencia de atrapamiento de SPIONs  

Para las microesferas tratadas con SPIONs, la determinación del contenido de hierro se realizó 
en el Departamento Nanomedicine de HNO-Klinik. Las microesferas fueron suspendidas en 
ácido nítrico (HNO3) y diluidas con agua desionizada. Después se midieron por espectroscopia 
de emisión atómica de plasma de microondas utilizando un MP-AES Agilent 4200 (EE.UU.), 
de acuerdo a la metodología previamente reportada por Idris et al. [99]. La eficiencia SPIONs 
atrapamiento (SE) se determinó utilizando el contenido en masa de hierro medido en la muestra 
de microesferas y la cantidad de masa de hierro teórica inicial, usando la siguiente fórmula: 

𝑆𝐸 = 	 ()'#()(&''%)
)!"#

				     (A1) 

donde Imea es la cantidad de masa de hierro medida en la muestra (µg) y Ithe es la cantidad de 
masa de hierro inicial teórica agregada a la muestra (µg). 

Análisis de tamaño de microesferas  

El análisis de tamaño de las microesferas fabricadas fue realizado utilizando un Marlvern 
Zetasizer Nano ZS (Reino Unido). Las medidas de tamaño se llevaron a cabo suspendiendo 
muestras de microesferas en agua desionizada. El promedio de los diámetros de partícula fue 
determinado a través del uso del pico promedio de cada distribución.  

Susceptibilidad magnética  

Para las muestras de microesferas tratadas con SPIONs, la medición de la susceptibilidad 
magnética se realizó en el departamento de Nanomedicina de HNO-Klinik. Se colocó 1 mg de 
muestras de microesferas en el tubo de medición del instrumento de susceptibilidad magnética 
MS2G Bartington (Reino Unido). Posteriormente, se colocó en la columna con los sensores de 
medición de acuerdo con el protocolo reportado por Idris et al. [99]. 
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Ensayos en cultivo celular  

Se prepararon soluciones madre de 1 mg/ml de microesferas tratadas con DAPI y SPIONs 
respectivamente en DMEM. Se cultivaron células de osteo-fibroblastos humanos ATCC-MG-
63 en frascos de cultivo celular de acuerdo con el estándar ISO 10993-5. Las células se 
contabilizaron y se agregaron aproximadamente 50,000 células placas de 24 pozos, después se 
incubaron durante 12 horas. Posteriormente, se agregaron volúmenes de 10, 100 y 1000 µl de 
cada solución madre de microesferas por triplicado. La viabilidad celular se evaluó mediante 
el ensayo WST-8 (Sigma-Aldrich, Alemania) en lapsos de 24 h y 7 días. Se retiró el 
sobrenadante de los pozos y se lavó con PBS, luego se añadió medio de cultivo celular recién 
preparado con 1% de volumen de solución WST-8, seguido de incubación durante 2 horas. 
Posteriormente, se transfirieron 100 µl de sobrenadante de cada placa hacia una placa de 96 
pocillos para medir la absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas PHOmo Autobio 
Labtec Instruments (China), mostrado en la Figura 24. 

 

Figura 24 - Lector fotométrico de microplacas PHOmo Autobio, utilizado para el análisis del ensayo WST-8. 

 

De forma paralela, se cultivaron células MG-63 placas de 24 pozos y se trataron con las mismas 
condiciones de microesferas utilizadas para el ensayo WST-8 pero, en el caso de las células 
tratadas con SPIONs. Después, se realizó el análisis de viabilidad celular mediante ensayo de 
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tinción DAPI/Vybrant DyeCycle (Merck, Alemania), a las 24 horas y 7 días de incubación. Los 
ensayos celulares se observaron mediante microscopía de fluorescencia utilizando un 
microscopio AxioCam ERc 5s, Primovert, Carl Zeiss (Alemania). Los núcleos celulares fueron 
modificados a color verde para un mejor análisis. Para las microesferas de PHBV cargadas con 
DAPI, solo se agregó acetoximetil éster de calceína, Calcein AM (Merk, Alemania), y se 
observaron en un microscopio confocal espectral Nikon A1R (EE. UU.). El procesamiento de 
imágenes confocales se realizó por medio del software de análisis de imágenes Fiji (ImageJ, 
USA). 
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Resultados preliminares 

 

Morfología superficial  

La morfología de la superficie de las microesferas de PHBV con SPION incorporados se 
muestra en la figura 25. Las microesferas exhibieron una forma esférica con superficie lisa, no 
se observó presencia de poros. La forma de las microesferas no se vio afectada por la 
incorporación los SPIONs ni por la curcumina atrapada. 

 

Figura 25 - Micrografías SEM de microesferas de PHBV con SPIONs y curcumina incorporados. 

 

Análisis de tamaño de microesferas  

Los promedios de los diámetros de las microesferas compuestas con SPIONs y curcumina 
incorporados fue de 3.4 ± 0.6 µm. Este diámetro de estas microesferas es similar al obtenido 
en las microesferas a base de PHB y similar a los reportados en literatura [80, 82-84].  
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Eficiencia de atrapamiento de curcumina  

Los distintos CE para las condiciones estudiadas se muestran en la Figura 26. La incorporación 
de SPIONs en las microesferas de PHBV aparentemente redujeron el CE a medida que 
aumentaba la proporción de SPION. Este comportamiento puede explicarse por la diferencia 
entre la curcumina y los SPION en términos de hidrofobicidad y la compatibilidad con el 
solvente utilizado. La incorporación de SPION reduce la hidrofobicidad de la emulsión, lo que 
puede reducir la afinidad de la curcumina y la matriz polimérica. Debido a que ambos son 
hidrofóbicos, esto podría causar una reducción en la eficiencia de atrapamiento como ha sido 
discutido con anterioridad en la literatura [99, 119]. Otra posible causa puede ser la alta 
densidad de los SPION, partículas a base de hierro, la cual podría reducir la capacidad de la 
matriz polimérica para incorporar otros compuestos, sin embargo, se necesitan más estudios 
para respaldar esta suposición. Aunque se observó este comportamiento, la CE de curcumina 
fue superior al 63% para todas las concentraciones de SPION incorporadas estudiadas. 

 

Figura 26 - Eficiencia de atrapamiento de curcumina en microesferas de PHBV con distintas concentraciones de 
SPIONs incorporados. 
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Eficiencia de atrapamiento de SPIONs y susceptibilidad magnética  

La SE de las microesferas basadas en PHBV para todas las relaciones SPION estudiadas se 
muestra en la Figura 27. A medida que aumentó la relación SPION incorporada, la SE también 
aumentó, este comportamiento también es correspondiente con el comportamiento de eficiencia 
de atrapamiento de curcumina observado. Aparentemente, a medida que el contenido de 
SPIONs aumentó en la matriz de polímero PHBV, la retención de curcumina en las 
microesferas disminuyó, atribuido a las mismas razones discutidas en la sección de eficiencia 
de atrapamiento de curcumina. 

 

Figura 27 - Eficiencia de atrapamiento de SPIONs en microesferas de PHBV fabricadas con diferentes cargas de 
SPIONs incorporados. 

 

Los valores de susceptibilidad magnética “χ” de las microesferas de PHBV a diferentes 
proporciones de SPIONs incorporados se muestran en la Tabla 4. Como se puede observar, la 
incorporación de SPION confirió a las microesferas de PHBV cargadas con curcumina 
susceptibilidad magnética, en la medida en la que valores registrados en las mediciones fueron 
positivos y la teoría física detrás de la susceptibilidad magnética [120]. Brevemente, consiste 
en que los materiales diamagnéticos o no susceptibles a campos magnéticos presentan valores 
negativos o cero, por el contrario, las microesferas con SPIONs incorporados, al presentar 
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valores positivos, podrían ser influenciadas por campos magnéticos y así poder ser manipuladas 
[95]. De modo que así las microesferas podrían ser localizadas sobre los tejidos u órganos 
específicos para la liberación del fármaco cargado en ellas. 

Tabla 4 - Susceptibilidad magnética de microesferas de PHBV con diferentes concentraciones de SPIONs. 

Concentración de 
SPIONs 

Susceptibilidad 
magnética 

promedio (mg-1) 

Desviación 
estándar 

10% 0.001265525 2.3036E-05 

20% 0.00164445 2.10362E-05 

30% 0.004525625 2.10362E-05 

40% 0.0091384 2.08573E-05 

50% 0.0203478 0.00367172 

 

 

Resultados de ensayos celulares  

La viabilidad celular de cada una de las concentraciones de SPIONs incorporados se realizó 
mediante el ensayo de viabilidad celular WST-8. Los valores de viabilidad después de 24 h y 
7 días se presentan, en términos de la densidad óptica, en la Figura 28. Como se puede observar 
después de 24 h, la biocompatibilidad de las microesferas compuestas con SPIONs en todas las 
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concentraciones estudiadas es similar al control. Sin embargo, el análisis de la varianza para 
determinar el rango de significancia estadística está pendiente. 

 

Figura 28 - Viabilidad celular por WST-8 de microesferas de PHBV cargadas del 10 al 50% de SPIONs después 
de a) 24 h y b) 7 días de incubación. 

 

La viabilidad celular después de 7 días de microesferas de PHBV tratadas con SPIONS se 
muestran en la Figura 28a. En ella se puede observar la diferencia entre la viabilidad de las 
muestras tratadas con microesferas de PHBV/SPIONs en las cinco concentraciones estudiadas 
y las muestras con SPION libres, la cual es menor que cualquiera de las muestras tratadas con 
microesferas. Esta diferencia es considerable en la mayoría de las diluciones estudiadas. Este 
comportamiento puede explicarse debido a la diferencia de tamaño, entre las microesferas 
basadas en PHBV y los SPION y NBG, que permiten que las nanopartículas pasen a través de 
la membrana celular, aumentando con esto la citotoxicidad de la nanopartícula. Además de que 
este comportamiento de citotoxicidad es consistente con los observados previamente por Wei 
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y Sethi et al., debido a la presencia de nanopartículas a base de materiales inorgánicos [121, 
122].  

La diferencia en la viabilidad celular después de 7 días, entre los SPIONs incorporados en las 
microesferas de PHBV y por separado, puede indicar una mitigación de los efectos secundarios 
de las nanopartículas debido a su incorporación de la matriz de polímero PHBV. Esto resulta 
en un DDS de mayor tamaño, lo que modifica la interacción entre el DDS y las células, lo cual 
reduce el daño producido en ellas, producto de esta diferencia de tamaño [121]. Además, de 
una posible combinación con los efectos benéficos atribuidos a la curcumina a bajas 
concentraciones, como ser antioxidante, promotor de curación, entre otras, y previamente 
reportadas por algunos autores como Hewlings y Pulido-Moran et al. [55, 123]. Sin embargo, 
se necesitan más estudios para respaldar el efecto benéfico de la curcumina en la viabilidad 
celular para las condiciones estudiadas.  

 

Microscopía de Fluorescencia  

Paralelamente a los ensayos de viabilidad por WST-8, el análisis de viabilidad celular por 
tinción DAPI/Vybrant se realizó en los mismos intervalos de tiempo. El biomarcador DAPI y 
Vybrant tienen un color azul y rojo respectivamente, DAPI tiñe el ADN nucleico y Vybrant 
tiñe el citoesqueleto de las células. Las diferentes capas de las imágenes, producto de cada 
tinción y el campo blanco (microesferas), fueron fusionadas a través del software de imagen 
del microscopio, además los núcleos celulares fueron modificados a color verde para un mejor 
análisis. 

La Figura 29 muestra una micrografía fluorescente de una muestra tratada con 100 µl de 
microesferas de PHBV con SPION a una concentración de 10%, después de 24 h de incubación. 
En la micrografía, se observan las microesferas (en blanco) depositadas en las células MG-63, 
los núcleos de las células (en verde) y el citoesqueleto de las células (en rojo). La presencia de 
numerosas células vivas en los alrededores de las microesferas son indicio de la buena 
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viabilidad celular de DDS. Esta observación coincide con los resultados del ensayo WST-8 
después a las 24 h. 

 

Figura 29 – Microesferas de PHBV/SPIONs/curcumina (blanco) en células MG-63 después de 24 h. (los núcleos 
celulares fueron modificados a verde para su mejor análisis). 

 

Posteriormente, micrografías de fluorescencia de una muestra tratada con 100 µl de 
microesferas de PHBV con SPION a la misma concentración (10%) y con SPION libres, 
después de 7 días de incubación, se muestran en la figura 30. En la muestra tratada con 
microesferas de PHBV (Fig. 30b) se puede observar un número considerable de células vivas 
(núcleos verdes) que rodean a una microesfera (en blanco). En contraste, en la muestra tratada 
con SPIONs libres (Fig. 30a), se observaron menos células vivas (núcleos teñidos de verde). 
Aademás, el citoesqueleto de estas células parece estar dañado, disperso y los núcleos también 
exhiben una forma irregular, alargada. Ambos resultados, los observados en la microscopía de 
fluorescencia y los de la viabilidad celular por WST-8, de las muestras tratadas con SPIONs 
libres después de 7 días, confirman un efecto citotóxico mayor producido por los SPIONs libres 
sobre las células MG-63. 

Por otra parte, la mayor viabilidad en los resultados de los ensayos de WST-8 y en la 
microscopía de fluorescencia, de las muestras tratadas con la misma cantidad de SPIONs pero 



78 
 

incorporados en las microesferas de PHBV, puede atribuirse a la mejor biocompatibilidad del 
biopolímero el cual atenúa el efecto citotóxico de la nanopartícula incorporada. Además de la 
posible combinación de las propiedades beneficias reportadas para la curcumina [55-57, 124]; 
la cual también está incorporada dentro de las microesferas, lo que en conjunto mejora la 
viabilidad celular del DDS compuesto. 

 

Figura 30 – Células MG-63 tratadas con a) SPIONs libres y b) microesferas de PHBV/SPIONs/curcumina (en 
blanco) después de 7 días. (los núcleos fueron modificados a verde para su mejor análisis). 

 

Microscopía confocal de microesferas de PHBV tratadas con DAPI 

Las microesferas de PHBV tratadas con DAPI como fármaco modelo, se incubaron en células 
MG-63 durante 24 h, con el objetivo de ver si se producía una difusión de DAPI, desde el DDS 
a las células, lo que se confirmaría a través de la tinción de los núcleos de las células. Las 
muestras tratadas con microesferas de PHBV cargadas con DAPI y sin carga, fueron 
observadas por medio de microscopía confocal. La Figura 31 muestra una microesfera sin carga 
de DAPI y otra con carga de DAPI al 10%, en células MG-63. La tinción azul en los alrededores 
de la microesfera cargada con DAPI (Fig. 31b), indica la liberación del biomarcador cargado 
en la microesfera hacia las células. A medida que las células están más próximas a la 
microesfera, la intensidad del azul producto de la tinción de DAPI aumenta. Por otro lado 
(Figura 31a), la microesfera sin carga de DAPI no mostró ninguna tinción azul, esto como se 
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esperaba, debido a que no se incorporó biomarcador DAPI en el DDS y no hay razón para que 
haya tinción de los núcleos. Como se establece por el fabricante del biomarcador 
(ThermoFisher), el biomarcador DAPI puede teñir células vivas en altas concentraciones, y es 
un reactivo común para la observación de células vivas así como el Hoechst y Draq5 [125, 
126]. Sin embargo, se puede asegurar que se están observando células vivas, debido a la tinción 
verde de las membranas celulares producto del tratamiento de las células con Calceína, 
biomarcador que exclusivamente tiñe células vivas [108], previa a su observación. 

De modo que, la única razón para observar una tinción azul en los núcleos celulares en los 
alrededores de la microesfera se debió a la difusión del DAPI desde la microesfera. La 
intensidad del azul en las células adheridas a la microesfera puede deberse también a la 
combinación de la liberación por difusión y al consumo del biopolímero por las células 
adheridas a la microesfera (biodegradación). Sin embargo, se necesitan más estudios para 
confirmar un efecto por biodegradación en las condiciones del ensayo. Con los resultados 
observados, solo se puede atribuir la tinción a la liberación por difusión, de manera similar a 
como corrió en la liberación de curcumina, en los ensayos con microesferas a base de PHB.  

 

Figura 31 - Microesferas de PHBV a) sin carga y b) con carga de DAPI al 10%. 
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Adicionalmente, mediante el uso del software de análisis de imágenes Fiji, se ensamblaron 
varias micrografías confocales (28 capas) de secciones del entorno de la microesfera. La Figura 
32 muestra dos superficies en 3D diferentes regiones de los alrededores de una microesfera 
PHBV cargada con DAPI rodeada de células MG-63, después de 24 h de incubación. A través 
de esta reconstrucción 3D, fue posible observar desde diferentes ángulos y a distinta 
profundidad. También se pudo identificar la adhesión de las células en la superficie de la 
microesfera e identificar las regiones teñidas con DAPI. Esta reconstrucción podría realizarse 
agregando más capas hasta cubrir la totalidad de la microesfera y así tener un modelo 3D 
completo. 

 

Figura 32 - Reconstrucciones 3D de dos secciones de una microesfera de PHBV/DAPI rodeadas de células MG-
63 a través de microscopía confocal. 
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Perspectivas a futuro 

Los resultados hasta el momento muestran el potencial de la incorporación de SPIONs en 
microesferas de PHBV para la fabricación de un DDS compuesto. A pesar de que observó una 
aparente relación de disminución en la eficiencia de atrapamiento de curcumina a medida que 
se incrementa la concentración de SPIONs. Los ensayos de viabilidad celular mostraron buena 
biocompatibilidad del DDS basados en PHBV, así como las propiedades del biopolímero en 
conjunto con el tamaño del DDS, aparentemente ayudaron a reducir los efectos secundarios 
debidos a los SPIONs por sí solos. Además, las microesferas de PHBV con SPIONs y 
curcumina incorporados exhibieron susceptibilidad magnética, lo que podría permitir su 
dirección mediante campos magnéticos. Esta propiedad, en combinación con la liberación 
controlada de curcumina exhibida en las microesferas a base de PHB, podría brindar una 
ventana de tiempo adecuada para localizar las microesferas en los órganos o tejidos específicos. 
Esto antes del inicio de la liberación de curcumina, logrando así una administración más 
eficiente y evitando los efectos del fármaco en zonas no deseadas. De modo que más estudios 
en esta dirección pueden resultar en el diseño de nuevos tratamientos de liberación localizada.  

Por su parte, los experimentos en células con microesferas de PHBV con DAPI cargado, 
mostraron evidencia directa de la liberación por difusión del fármaco modelo incorporado en 
el DDS hacia las células. Lo cual en conjunto con la microscopía confocal y el procesamiento 
de imágenes, puede brindar mejores herramientas para el análisis y estudio del comportamiento 
de liberación a través de este tipo de DDSs en ambientes biológicos como el cultivo celular. 
Ambas perspectivas de investigación pueden ser complementadas a través de estudios 
adicionales.  
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Apéndice II 
 

 

PHA Depolimerasa  

Las enzimas a cargo de la degradación del PHA están constituidas de un dominio de unión con 
el sustrato, un dominio catalítico y una región de unión entre estos dos dominios. El dominio 
de unión con el sustrato es el que se une con el PHA sólido. El dominio catalítico tiene una 
llamada triada catalítica (Ser-His-Asp). La serina es parte del pentapéptido cuadrado de lipasa 
(Gly-X-Ser-X-Gly), y está presente en todas las hidrolasas como lipasa, esterasa y serina 
proteinasa [127]. Las serinas hidrolasas tienen un dominio activo que forma el tercio catalítico 
con un aspartato (o glutamato) y un residuo de histidina, en el que el grupo hidroxilo de la 
serina sirve como un nucleófilo que ataca los enlaces de las cadenas poliméricas [3]. Esta 
enzima divide principalmente el segundo grupo y el tercer enlace éster de las terminales 
hidroxilo [128]. Dependiendo de la depolimerasa presente, los productos de la hidrólisis pueden 
ser monómeros o monómeros y dímeros, o una mezcla de oligómeros. A su vez, una transición 
tetraédrica de carbono a carbonilo y un átomo de oxígeno cargado negativamente que se 
estabiliza por dos grupos NH de la cadena principal (oxianión) [128]. 

Todas las despolimerasas de PHB son proteínas con una estructura compuesta, que consta de 
entre 25 y 37 aminoácidos peptídicos, que se dividen a través de su camino hacia la membrana 
plasmática, un dominio catalítico largo de N terminales, una unión de sustrato llamado C 
terminal y el dominio conjunto que conecta el dominio catalítico con la unión al dominio del 
sustrato [128]. A medida que aumenta la cristalinidad del polímero, disminuye la 
degradabilidad. La posición del grupo hidroxilo y la longitud de la tensión lateral tienen una 
gran influencia en la tasa de degradación [128]. De acuerdo con el modelo de Mukai, la reacción 
de absorción del equilibrio inicial de la PHB-despolimerasa en el sustrato sólido se refiere 
específicamente a la enzima del dominio de unión. La unión es seguida por la reacción de 
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hidrólisis que implica el dominio catalítico de la enzima y una porción de la superficie del 
sustrato que no está ocupada por el dominio de unión de la enzima (superficie libre) [25]. 

El dominio catalítico de la enzima es capaz de dividir los enlaces éster en PHA, el dominio de 
unión tiene la función de adsorber la superficie sólida en PHA. Se ha propuesto en la literatura 
que la degradación enzimática de PHA por la despolimerasa de PHB toma dos pasos, primero 
la adsorción de la enzima en la superficie sólida de poliéster, hecha por el dominio de unión, 
forma un anticuerpo conjugado con cada cristal individual y la unión dominio, posteriormente, 
la hidrólisis de las cadenas de polímero por el dominio catalítico [129]. 

El dominio de unión es capaz de reconocer el PHA insoluble por las interacciones químicas 
entre aminoácidos en el dominio de unión y la superficie del poliéster, además de interacciones 
hidrofóbicas. Además, se ha informado que la depolimerasa de PHB puede adherirse también 
a películas de PLLA, PHO, PS, PE y, según el tipo de polímero, es la cantidad de enzima 
absorbida, sin embargo, la erosión no se presenta en esas películas. Algunos autores como 
Murase sugieren que la enzima perturba la morfología en los alrededores de la cadena más 
ordenada, a pesar de la actividad hidrolítica, fragmenta el cristal individual a través del hacha 
cristalográfica. Esto crea agujeros en la superficie del poliéster. La microscopía de fuerza 
atómica se conoce como una herramienta útil para observar los cambios morfológicos en la 
superficie durante la degradación enzimática e hidrolítica [129]. Algunos autores como Brandl 
et al., han propuesto dos mecanismos responsables de la degradación del PHA, en condiciones 
estériles o asépticas, los PHA se degradan por hidrólisis. Este tipo de degradación es relevante 
para aplicaciones médicas y farmacológicas. En un entorno natural, el polímero se degrada 
enzimáticamente a través de la actividad de las depolimerasas o esterasas. Los compuestos de 
carbono de menor peso molecular se mineralizan más rápido, a medida que la estructura es más 
compleja, el tiempo de mineralización y las estructuras repetidas de cadena larga aumentan la 
hidrofobicidad del polímero. Por otro lado, la degradación disminuye en presencia de la 
configuración (S), lo que indica que las esterasas son estereoselectivas. A través del control de  
la unidad principal de la cadena es posible controlar la biodegradabilidad y la tasa de 
degradación de un polímero [130]. La Tabla 5 muestra la degradación aeróbica de varios tipos 
de películas de PHA por un cultivo bacteriano mixto. 
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Tabla 5 - Degradación aeróbica de varias películas de PHAs por una mezcla de bacterias [130]. 

 

La degradación enzimática de los cristales poliméricos por la depolimerasa extracelular de PHB 
comienza desde el borde y a través del eje más largo más que en la superficie de los pliegues 
del cristal único. Los pesos moleculares de las cadenas principales de PHB en los cristales 
permanecen sin cambios durante la degradación enzimática. La adsorción de la PHB 
depolimerasa en los cristales individuales tiene un gran efecto en el aumento de la movilidad 
de las cadenas de PHB de cada cristal. Como resultado, el ataque de la unión catalítica tiene 
lugar preferiblemente contra las zonas desordenadas de la cadena, las cadenas se orientan en 
los bordes de los cristales o se cortan en la dirección hacia los lados del cristal en lugar del eje 
de la cadena. la enzima hidroliza la cadena de polímero con un comportamiento exo [88]. 
Algunas propiedades de las depolimerasas de PHB son que tienen un peso molecular 
relativamente pequeño, inferior a 100 KDa, entre 40 y 50 kDa. No se unen a los 
intercambiadores de aniones, pero tienen una fuerte afinidad con los materiales hidrófobicos, 
su pH óptimo está entre 7,5 y 9,8 y muchas de las depolimerasas de PHA son inhibidas también 
por los inhibidores de la serina esterasa [128].  
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Debido a que el PHB es un sustrato insoluble. La biodegradación enzimática es una reacción 
heterogénea [131]. Cuando la PHB depolimerasa rompe el PHB insoluble en el monómero y el 
dímero del ácido 3-hidroxibutírico [132]. Las lipasas y las PHA depolimerasas tienen un 
mecanismo de hidrólisis de sustrato similar. La estructura química y el estado de la superficie 
del poliéster influyen en la degradación y la modificación de estos factores puede ocurrir en 
cualquier etapa de degradación, lo que puede afectar a la continuidad de esta. El PHA puede 
degradarse aeróbicamente en agua y dióxido de carbono [20, 133], y en metano en condiciones 
anaeróbicas [20].  

Una de las bacterias degradantes de PHB más interesantes es la P. lemoignei, la cual se 
especializa en la biodegradación de PHA de cadena corta. Tiene al menos cinco genes de 
depolimerasa de PHA (phaZ1 - phaZ5) para producir al menos cinco depolimerasas de PHA 
diferentes, dos depolimerasas de PHB (A y B), y cada una se puede separar en dos isoenzimas 
específicas para PHB y copoliésteres de 3- hidroxibutirato (3HB), C, D y PHV depolimerasa 
para 3HV [3]. La Tabla 6 muestra algunas propiedades relevantes de las PHA depolimerasas 
producidas por la P.lemoignei. 

Tabla 6 - Propiedades de las PHA depolimerasas producidas por la P. lemoignei purificada de la E. Coli 
recombinante [3]. 
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Apéndice III 
 

 

Niveles de degradación de polímeros  

Degradación 

La mayoría de los plásticos no biodegradables están hechos de varios monómeros pequeños que 
le confieren un alto peso molecular. En comparación, los polímeros biodegradables tienen menos 
peso molecular, lo que los hace degradables a través de la luz UV, el agua, las enzimas y algunos 
cambios de pH. En general, la degradación se define como cualquier proceso que puede romper 
moléculas grandes y complejas de un polímero en pequeñas [23].  

Degradación termo oxidativa  

Esta requiere de oxígeno y calor para romper las largas cadenas poliméricas en bloques de 
monoméricos llamados radicales que interactúan adicionalmente con los radicales peróxidos, 
formadores de oxígeno. 

Biodegradación 

Este proceso involucra organismos vivos que producen enzimas activas para degradar las 
cadenas de polímeros para su posterior uso como fuentes de carbono y de energía. Los 
monómeros son luego absorbidos por el organismo degradador y luego se mineralizan, se lleva 
a cabo en grupos o colonias que se adhieren a la superficie del grupo formador de polímeros para 
comenzar la biodegradación del material, este comportamiento es el responsable de la llamada 
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erosión aparente. Hay enzimas capaces de hidrolizar diferentes plantas oleaginosas, triglicéridos 
y ésteres metílicos en ácidos grasos [23, 134]. 

Los mecanismos de acción de los microorganismos sobre los polímeros están influenciados por 
dos procesos. [23]: 

1. Acción directa: es cuando la degradación del polímero sirve como alimento para el crecimiento 
de los microorganismos. 

2. Acción secundaria: es cuando los productos metabólicos del microorganismo (H20, CO2, CH4, 
biomasa, etc.) actúan sobre el polímero, deteriorándolo aún más. 

La temperatura de fusión Tm tiene un gran efecto sobre la degradabilidad enzimática, se ha 
reportado que la degradabilidad disminuye cuando la Tm aumenta [20, 127, 135]. Los enlaces 
de hidrógeno juegan un papel importante en la mejora de las propiedades térmicas de los 
poliésteres alifáticos Tm a través de las cadenas de distribución CAPE que influyen fuertemente 
en la hidrólisis enzimática [20]. También se ha reportado que las propiedades de orden superior 
como la cristalinidad y el módulo elástico reducen la degradabilidad del polímero [127, 135], a 
mayor cristalinidad, una menor degradabilidad [21]. 

La estructura cristalina, las esferulitas, la orientación molecular y la temperatura de transición 
vítrea Tg también se ha observado por diversos estudios que afectan la hidrólisis y la 
biodegradación del poliéster [20]. El procesamiento del material también afecta la degradación, 
un polímero fabricado por técnicas de uso de solventes se degrada más fácilmente que el 
producido por termoformado, la principal diferencia entre estos procesos es la inducción de 
polímeros de cristalinidad elevada de acuerdo con Guo et al. [21]. Chowdhury descubrió en 1963 
los primeros microorganismos degradadores de PHA, Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces. 
El PHB puede ser degradado por las depolimerasas intracelulares y extracelulares [127]. La 
Tabla 7 muestra algunas tasas de degradación a través de diferentes cepas de bacterias. 
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Tabla 7 - Tasa de degradación de diferentes biopolímeros por diferentes cepas bacterianas [127]. 

 

Finalmente, la degradación intracelular solo ocurre al interior de la bacteria cuando esta, al 
haber acumulado de forma endógena el PHA, lo usa como fuente de carbono o energía. Al 
polímero en el interior se le llaman gránulos nativos y es totalmente amorfo lo cual fue 
reportado por primera vez por Amor et al. en 1991 y tienen pequeños péptidos que rodean estos 
gránulos in vivo, se supone que estos péptidos cumplen con una función estructural según 
Jendrossek et al. [128]. La degradación extracelular, es en cambio cuando el PHA ha sido 
extraído del microorganismo, una vez que se extrae del gránulo natural, diversas impurezas se 
agregan comenzando la nucleación que causa la cristalización de poliéster en poco tiempo, una 
vez extraído se llama PHA desnaturalizado, este proceso lo vuelve altamente cristalino como 
ha sido estudiado previamente por Hocking y Marchessault en 1994 [128].  
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