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la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

Figura 107. Ensayo con Oxterix para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 

Figura 108. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto al TMX 

Figura 109. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 0% de acetato de Sr 

Figura 110. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

Figura 111. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 10% de acetato de Sr 

Figura 112. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

Figura 113. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 20% de acetato de Sr 

Figura 114. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto al TMX 



14 
 

Figura 115. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr 

Figura 116. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

Figura 117. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 

Figura 118. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

Figura 119. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 

Figura 120. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto al 

TMX 

Figura 121. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr 

Figura 122. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

Figura 123. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 

Figura 124. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

Figura 125. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 
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Figura 18. Análisis de solubilidad del lactato de quitosano calentado a 100°C 

Figura 19. ATR del lactato de Quitosano calentado a 100°C antes y después el 
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Figura 28. Seguimiento de la banda a 1734 cm-1 

Figura 29. Resultados del ensayo MTT para el control (C) y el lactato de quitosano 

(LQ) calentado a 200ºC.  
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El cartílago es un tejido conectivo de baja densidad celular, altamente 

especializado, que no posee vasos sanguíneos, ni nervios, ni vasos linfáticos[1] [2, 

3]. Los cartílagos recubren las articulaciones y ayudan a dar soporte, permitiendo 

el movimiento articular sin dolor[3]. El cartílago presenta baja fricción, es resistente 

al desgaste, tiene una superficie adecuada para soportar peso pero tiene un 

inconveniente ya que posee una capacidad limitada de auto-reparación [1, 2, 4].  

 

El cartílago está formado por  condrocitos y condroblastos embebidos en su matriz 

extracelular. La matriz extracelular está constituida de un gel muy rico en agua y 

de moléculas denominadas proteoglicanos (PGs) que se encuentran encerradas 

en una red de fibras de colágeno distribuidas no homogéneamente a lo largo de la 

profundidad del cartílago articular [5].Entre los PGs el agrecano es el más 

predominante [6]. El monómero de agrecano está compuesto en el núcleo de una 

proteína central la cual se une covalentemente con los glicosaminoglicanos 

(GAGs), el sulfato de condroitina (SC), queratán sulfato (QS) y oligosacaridos O- y 

N- ambos unidos[6]. Los monómeros de agrecano interactúan con ácido 

hialuronico (AH) para formar agregados grandes que se estabilizan por las 

proteínas de enlace[6]. El agrecano tiene abundantes cadenas polianiónicas 

hidrofilicas de QS, las cuales proporcionan resistencia al cartílago[6]. Estudios de 

articulaciones osteoartriticas  han mostrado perdida de agrecano y QS en 

cartílagos articulares anormales[6]. 

 

La matriz extracelular (MEC) del cartílago articular es estructuralmente anisótropa 

y mecánicamente no es homogénea[7]. Presenta variaciones en la composición, la 

arquitectura de las fibras de colágeno, y en la morfología de la matriz pericelular 

(MPC) entre las zonas superficial, media y profunda [8].  

 

El cartílago tiene un peso húmedo, en donde el fluido del tejido constituye casi el 

80% de peso y el colágeno y los PGs constituyen el 60-80% y 20-40% de peso. 

[5]. 

 

Los PGs son los que resisten la deformación del cartílago durante la carga estática 

y logran la amortiguación y la repartición de las presiones en los huesos, mientras 

http://es.wikipedia.org/wiki/Vasos_sangu%C3%ADneos
http://es.wikipedia.org/wiki/Nervio
http://es.wikipedia.org/wiki/Vasos_linf%C3%A1ticos
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que las fibras de colágeno son las que modulan la rigidez compresiva dinámica y 

tensil del tejido [5, 9].  

Por otra parte, el cartílago está formado por condrocitos[7], cuya función  es la de 

renovar la MEC y de condroblastos [7] cuya función es segregar fibras colágenas y 

sustancia intercelular (GAGs) [1]. 

Debido a la carga de la articulación, los condrocitos se exponen a un entorno 

biomecánico complejo, donde sus propiedades mecánicas son relativas a su MEC 

y a su MPC[8]. 

La remodelación patológica de los PGs, puede conducir a enfermedades graves, 

como la artrosis o la artritis reumatoidea [8].  

 
1. TIPOS DE CARTÍLAGO 
 
Hay tres tipos de cartílago que son, el Hialino o Articular, el Fibroso o fibrocartílago 

y el Elástico[10]. El cartílago hialino,  es un tejido conectivo  aneural [3] que no 

contiene nervios ni vasos sanguíneos y no está calcificado [3, 11]. Su estructura 

es relativamente simple, con un solo tipo de células presentes. El cartílago hialino 

se ubica en los extremos ventrales de las costillas[12], en la laringe, la tráquea y 

los bronquios, y en la superficie articular de los huesos [3]. Está cubierto 

externamente por una membrana fibrosa, llamada pericondrio [13], excepto en los 

extremos articulares de los huesos y también donde se encuentra directamente 

debajo de la piel, es decir, las orejas y la nariz [10, 14]. Esta membrana contiene 

vasos que le proporcionan nutrición al cartílago y células mesenquemiales que 

junto a andamios, permiten la construcción del cartílago hialino en ingeniería [13]. 

El cartílago hialino está formado por condrocitos[7], que son las células que 

producen la matriz[15]. Estas células son pequeñas con forma redondeada o sin 

puntas[3, 10, 15], en grupos de dos o más en una matriz biológica granular o casi 

homogénea[10, 16].  

La MEC es una red 3D muy compleja[17]. Las células se observan en las 

cavidades de la matriz [9] y tienen forma de lagunas[3, 9]; en torno a estas, la 

matriz está dispuesta en líneas concéntricas, como si se hubiera formado en 

http://es.wikipedia.org/wiki/Condroblasto
http://es.wikipedia.org/wiki/Fibrocart%C3%ADlago
http://es.wikipedia.org/wiki/Fibrocart%C3%ADlago
http://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_conjuntivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Nervio
http://es.wikipedia.org/wiki/Vaso_sangu%C3%ADneo
http://es.wikipedia.org/wiki/Costilla
http://es.wikipedia.org/wiki/Laringe
http://es.wikipedia.org/wiki/Tr%C3%A1quea
http://es.wikipedia.org/wiki/Bronquios
http://es.wikipedia.org/wiki/Hueso
http://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_el%C3%A1stica
http://es.wikipedia.org/wiki/Pericondrio
http://es.wikipedia.org/wiki/Piel
http://es.wikipedia.org/wiki/Oreja
http://es.wikipedia.org/wiki/Nariz
http://es.wikipedia.org/wiki/Matriz_extracelular
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porciones sucesivas alrededor de las células del cartílago[3, 9]. Esto constituye la 

llamada cápsula del espacio[9]. 

Cada laguna se observa histológicamente ocupada por una sola célula[9], aunque 

las células durante su división pueden contener dos, cuatro u ocho células [9] y es 

lo que se conoce como un grupo isogénico. 

La mayor parte de la matriz hialina del cartílago, se compone de  SC [5, 18, 19]. El 

SC es un polisacárido ácido, compuesto por unidades repetidas de disacáridos de 

N-acetilgalactosamina y ácido glucurónico [6]. Es el mayor componente de los 

GAGs y forma aproximadamente el 2% del peso seco de la MEC[19].  

El cartílago hialino puede dividirse en no articular y en articular[15]. El Cartílago 

hialino no articular se localiza en las fosas nasales[14], en los cartílagos 

aritenoideo, cricoideo y tiroideo, en los anillos de la tráquea, en los cartílagos de 

los bronquios, y en la inserción esternal de las extremidades de las costillas[10, 

12] y se diferencia del cartílago hialino articular, ya que este no sufre desgaste 

debido al soporte de peso y en que los defectos inducidos son condrales y no 

osteocondrales[15].  

 

Los condrocitos aislados de cartílago no articular contienen mayores cantidades 

de inclusiones de lípidos y glucógeno debido al metabolismo lento de este 

tejido[15]. Investigaciones han mostrado diferencias en la estructura de la MEC 

aisladas desde cartílagos obtenidos de sitios anatómicos que soportan cargas de 

compresión y aquellos que no lo hacen[15]. La presencia de adenosín trifosfato 

(ATP) indica la recuperación de la MEC del cartílago articular y al mismo tiempo, la 

degradación de cartílago de otros sitios[15]. 

 

El Cartílago hialino articular, es que recubre las superficies de las articulaciones 

móviles[3]. 

 

El Cartílago hialino, tiene propiedades como la permeabilidad hidrodinámica, 

suavidad de la superficie articular y la rigidez, la cual es la que le permite tener 

una buena capacidad en la compresión[20]. La rigidez es proporcionada por las 

uniones entre el colágeno, el AH y los PGs. La estructura molecular de los PGs 

http://es.wikipedia.org/wiki/Tr%C3%A1quea
http://es.wikipedia.org/wiki/Col%C3%A1geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Proteoglicanos
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está formada por una proteína en la parte central unida a GAGs[6]. Para formar la 

matriz, un extremo de la proteína se une a un polímero de AH. Esta molécula a su 

vez es capaz de unirse hasta con 200 PGs. El colágeno se une a las cadenas 

laterales de los GAGs[6].  

 

El cartílago hialino tiene múltiples funciones, como  brindar soporte elástico a 

diferentes estructuras[21], incluyendo los bronquios, la membrana nictitante (tercer 

párpado), los puntos de inserción de los extremos ventrales de las costillas en el 

esternón y las superficies de las articulaciones[10]. La elasticidad permite absorber 

los impactos y es muy importante especialmente en las articulaciones[21]. Otra 

función es la  reducción de la fricción, en la cual  las articulaciones constituyen 

superficies lisas para que las articulaciones se deslicen al moverse en lugar de 

crear rozamiento[21]. Esto se observa en el caso de las superficies de los cóndilos 

femorales, que se pueden acomodar a las cavidades glenoideas de la tibia, para 

amortiguar los golpes al caminar y los saltos, lográndose prevenir el desgaste por 

rozamiento y los movimientos de la articulación evitándose el dolor [3].  

El cartílago hialino cumple una función muy importante en el embrión, ya que 

constituye su esqueleto temporal[10]. El crecimiento intersticial del cartílago hialino 

está regulado por la actividad de los condrocitos en las placas de crecimiento 

epifisario[22], lo cual posibilita la elongación de los huesos largos incluyendo la 

proliferación, diferenciación y apoptosis [22]. Muchas hormonas y factores de 

crecimiento intervienen en la regulación de este proceso[22]. 

La interacción entre los componentes del cartílago hialino constituye una 

característica biomecánica compleja difícil de producir o de sustituir [18]. El 

cartílago hialino tiene limitada capacidad de autorepararse [20] [1, 23] 

Otro tipo de cartílago, es el fibrocartílago, que es un tejido más duro[10]. Este es 

una forma de transición entre el tejido conectivo denso y el cartílago hialino [10], 

Presenta un alto contenido de fibras de colágeno tipo I [24] y actúa como un 

amortiguador, proporcionando robustez sin impedir el movimiento[10].Este se 

encuentra en la sínfisis púbica, trompa de Eustaquio, anillos de los discos 

http://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_conectivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Cart%C3%ADlago_hialino
http://es.wikipedia.org/wiki/Col%C3%A1geno
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADnfisis
http://es.wikipedia.org/wiki/Pubis
http://es.wikipedia.org/wiki/Trompa_de_Eustaquio
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intervertebrales y en algunos ligamentos [10]. Este se deriva de zonas de tejido 

conectivo denso y cuenta con una matriz intercelular compuesta por sustancia 

fundamental amorfa rica en GAGs sulfatados (sobre todo CS) y también por fibras. 

El fibrocartílago está compuesto de matriz intercelular y células cartilaginosas 

o condrocitos que son los encargados de mantener la matriz intercelular. En este 

tipo de cartílago, los condroblastos son los responsables de la producción de la 

matriz intercelular.  

Finalmente el otro tipo de cartílago es el elástico o cartílago amarillo [10] que está 

formado por colágeno tipo II y muchas fibras elásticas [10], las cuales se 

ramifican y le dan gran flexibilidad soportando de esta manera la flexión repetida. 

Se encuentra en la epiglotis (parte de la laringe), el pabellón auricular (oído 

externo) y en las trompas de Eustaquio[10]. Su proteína principal es la elastina. 

El cartílago elástico se origina a partir de tejido mesenquimático. El pericondrio, 

un tejido conjuntivo muy condensado, se localiza en la periferia del tejido, es muy 

delgado y no es fácil ver grupos isogénicos (grupos de 2 a 4 condrocitos) [24].   

La elasticidad, es la propiedad que le permite cumplir la función al cartílago 

elástico, ya que le posibilita soportar la deformación en zonas corporales 

sometidas a una fuerte tensión mecánica permitiendo mantener la forma de la 

estructura en donde se encuentra[10]. 

 

La matriz del cartílago elástico se observa como un entretejido denso de finas 

fibras elásticas [10]que son basófilas. Posee muchos grupos isógenos axiales  y 

poríferos. [24]   

 
2. DEFECTOS QUE SE PUEDEN PRODUCIR EN EL CARTÍLAGO 
 
En el cartílago se pueden producir diferentes tipos de defectos debido a traumas 

por exceso de carga mecánica [25], ablación de un tumor, abrasión debido a la 

edad [26], obesidad y genética[25], los cuales conducen a un dolor constante y a 

limitaciones funcionales de las articulaciones causando serios problemas a nivel 

médico y social [26]. Parece que pequeñas lesiones pueden afectar fuertemente la 

http://es.wikipedia.org/wiki/Ligamentos
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/Condrocito
http://es.wikipedia.org/wiki/Condroblasto
http://es.wikipedia.org/wiki/Pabell%C3%B3n_auricular
http://es.wikipedia.org/wiki/Elastina
http://es.wikipedia.org/wiki/Mes%C3%A9nquima
http://es.wikipedia.org/wiki/Pericondrio
http://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_conjuntivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Bas%C3%B3filo
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estructura y función del cartílago articular promoviendo el desarrollo de artrosis 

[26].  

 

La artrosis es una enfermedad degenerativa y compleja de la articulación 

sinovial[25, 27], donde el daño del cartílago inicia en sus primeras etapas[28, 29]. 

Se inicia por un fallo de la red de colágeno en la zona superficial[28] donde hay 

una degradación de la matriz[30]. El daño mecánico en la osteoporosis, está 

acompañado por esclerosis del hueso subcondral[30], la degeneración de las 

estructuras periarticulares, formación de osteofitos [29] y está caracterizado por 

fisuras que penetran más profundamente el cartílago hasta llegar al hueso 

subcondral [28, 30], en donde se cizalla el cartílago calcificado hasta la zona que 

se ve este[28]. Por esto los estudios actuales se han basado en cambios[31], 

como el engrosamiento de la placa del hueso subcondral y en las distribuciones de 

su mineralización para saber sobre el progreso y desarrollo de la artrosis[30, 31].  

En la artrosis, en tejidos como la membrana sinovial, ocurren reacciones 

inflamatorias e inmunológicas que contribuyen al desarrollo de la patología 

articular[32]. 

 

Los resultados de investigaciones mostraron que en etapas avanzadas de la 

artrosis, es donde se produce el engrosamiento de la placa del hueso subcondral y 

se dan los cambios en las distribuciones de su mineralización [28].  

 

Cuando se presenta una reducción de la densidad mineral ósea en el hueso 

Subcondral se puede producir osteoporosis y está relacionada a la artrosis[29]. La 

aceleración de la osteoporosis debido a la artrosis, es el resultado de la 

insuficiencia de estrógenos o de hueso subcondral anormal[29]. 

Estos defectos degenerativos, son debidos a la ausencia de nervios y vasos 

sanguíneos en los tejidos del cartílago articular[1, 26]. Por lo tanto, los procesos 

en la reparación de tejidos, como la inflamación y la formación de coágulos de 

fibrina no suceden cuando se producen defectos en el cartílago[26]. Sólo los 

condrocitos y sinoviocitos que residen en el entorno local, pueden rellenar los 

defectos por proliferación lenta y por la deposición de la matriz [26].  
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La mayoría de las lesiones degenerativas en el cartílago, se producen dentro de 

las zonas de apoyo del compartimento medial de la rodilla y pueden causar en los 

pacientes incapacidad funcional [31, 33] acompañada de dolor y deformidad[31]. 

Estas se relacionan no solo a la edad, sino también al deporte[34]. Se hicieron 

estudios y se encontraron que las deficiencias del cartílago fueron mayores en 

personas que no hacen deporte que las que lo hacen, en este caso en jóvenes 

entre 17 a 34 años[34]. El deporte de alto giro mostro una mayor relación con la 

degeneración del cartílago que los deportes de bajo pivote[34]. 

 

Otros defectos del cartílago que se producen, son a nivel del ánulo fibroso en 

enfermedades de discos intervertebrales, debido a la edad y degeneración de 

estructuras[35].  

 

3. PROBLEMÁTICA EN LA REGENERACIÓN DE FIBROCARTILAGO  
 
 

La reparación del cartílago ha tenido varios inconvenientes, debido a que 

únicamente un 3-10% de su volumen está ocupado por condrocitos y el volumen 

de MEC que debe ser mantenido metabólicamente por un condrocito es muy alto. 

Otro problema es que los condrocitos carecen de capacidad para migrar,  lo que 

dificulta su capacidad para autorepararse[9, 36]. 

 

La matriz del cartílago tiene un inconveniente, ya que presenta grandes 

diferencias debido a las localizaciones anatómicas y a las diferentes zonas de una 

misma superficie articular. 

 

El daño del cartílago, casi siempre requiere de intervención quirúrgica[1]. Entre las 

técnicas que se manejan se encuentran, la perforación subcondral, artroplastia de 

abrasión, implantación de tejido o de condrocitos autólogos [26]y reemplazo de la 

articulación protésica, las cuales se han utilizado para acelerar la curación del 

cartílago[1]. Sin embargo, estos tratamientos han tenido limitaciones debido al 

tiempo de vida útil de la prótesis, ya que tiene una duración limitada, la ausencia 

de implantes adecuados o la limitación de la movilidad de la zona donante[1]. 
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En los defectos profundos del cartílago, en el hueso subcondral, tanto las células 

de la médula ósea, como las células contenidas en la sangre, pueden migrar a la 

superficie articular por sangrado llenando los huecos con una rápida proliferación y 

logrando la síntesis de la matriz[26]. Sin embargo, la matriz recién sintetizada es 

generalmente fibrosa[26]. Y el cartílago fibroso es inferior al cartílago hialino en 

cuanto a sus propiedades mecánicas[26, 37]. Esto es un problema, ya que en 

zonas donde se requiere una mayor resistencia a la compresión, como en los 

miembros inferiores, se necesita un buen soporte de carga.  

  

Otro problema en la regeneración del cartílago, es a nivel de ingeniería de tejidos, 

ya que el crecimiento y maduración del biomaterial implantado en un entorno 

como la rodilla, debe ser muy rápido, pues este necesita soportar picos de fuerza 

que pueden ser siete veces los del peso corporal en donde la articulación puede 

sufrir un promedio de 5000 ciclos de carga durante las actividades diarias 

normales[37]. 

 

4. APROXIMACIONES CLÍNICAS ACTUALES 
 
Actualmente,  médicos y científicos han estado investigando y desarrollando 

nuevas técnicas para reemplazar las partes dañadas o sustituirlas regenerando el 

cartílago[26]. Entre las opciones quirúrgicas disponibles para tratar lesiones 

condrales profundas, están las técnicas de estimulación de la médula ósea en el 

tratamiento de microfracturas, terapias con condrocitos donde se implantan 

condrocitos autólogos y las terapias de reemplazo de tejidos como el trasplante 

autólogo osteocondral [33]. 

 

Según estudios, el tratamiento de microfractura y de trasplante autólogo 

osteocondral son adecuados para tratar lesiones condrales que se extienden 

hasta el hueso subcondral en tamaños menores a 2 y 4 cm2[33]. La implantación 

de condrocitos autólogos es un método adecuado para el tratamiento de lesiones 

condrales sintomáticas de más de 2 cm2 en adultos, incluyendo los de 50 años de 

edad[33]. Los resultados no han mostrado diferencias significativas en cuanto a la 

eficacia del tratamiento de microfractura[33]. Las investigaciones revelaron que la 
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implantación de condrocitos autólogos y el trasplante autólogo osteocondral para 

defectos pequeños, muestran buenos resultados clínicos y funcionales a corto y 

mediano plazo[33].  

 

Nuevas técnicas de segunda y tercera generación de implantes de condrocitos 

autólogos, parece ser actualmente la opción más sostenible de reparación de los 

tejidos y de mejores resultados clínicos a largo plazo para lesiones mayores de 4 

cm2, en comparación con el tratamiento de microfractura[33].  

 

En el caso de la artrosis, se han venido estudiando y utilizando células adiposas 

derivadas de células madres obtenidas de conejos, para ver si se logra atenuar la 

progresión de la activación sinovial y la destrucción articular para mejorar el daño 

del cartílago [32].  

 

Para acelerar la maduración del cartílago articular y poder ver sus características 

morfológicas y moleculares, se están haciendo ensayos en vivo combinando el 

factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FCF-2) y el factor de crecimiento β1-

transformante (FCT- β1)[37]. 

 

Para el tratamiento de los daños en los discos intervertebrales, se ha manejado 

las propiedades anabólicas de factores bioactivos sobre la formación de la matriz 

cartilaginosa por células del ánulo fibroso[35]. 

Las células humanas del ánulo fibroso, fueron obtenidas del tejido ánulo fibroso 

lumbar degenerado y expandido en cultivo monocapa [35]. La diferenciación 

celular ánulo fibroso y formación de la matriz fue iniciada mediante la formación de 

cultivos de pellets y estimulación con AH, suero humano, FCF-2, 

el factor de crecimiento β3-transformante (FCT- β3) y FCT- β3/ FCF-2 hasta más 

de 4 semanas[35].  

Los resultados mostraron que las células ánulo fibroso estimuladas con suero 

humano, FCF-2 y más pronunciada con FCT -β3 o FCT- β3/ FCF-2 formaron una 

matriz cartilaginosa con una expresión significativamente mayor de las moléculas 

de la matriz y de la metaloproteinasa-13 (MTP-13)[35]. La estimulación de las 

células del ánulo fibroso con FCT-β3 fue acompañada por la inducción de 
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colágeno tipo X, sabiendo que las células del cartílago hipertrófico tienen un 

potencial de mineralización[35]. El AH no mostró ninguna característica condro-

inductiva[35]. Estos hallazgos sugieren que el suero humano, el FCF -2 y el FCT -

β3 como posibles candidatos para apoyar las estrategias de tratamiento biológico 

de los defectos del ánulo fibroso[35].   

 

A pesar de que los factores de crecimiento promueven una rápida maduración del 

cartílago mejorando ante todo en el caso de la rodilla el soporte de fuerzas durante 

las actividades de la vida diaria, tienen un problema, ya que pueden producir 

cáncer. Estudios han mostrado que el uso de factores de crecimiento de 

fibroblastos no solo pueden desarrollarlo, sino que pueden producir enfermedades 

en el esqueleto [38]. 

 

Otros estudios mostraron que el uso de factores de crecimiento transformante, en 

la regeneración de hueso en pacientes con cáncer de próstata, puede amplificar la 

capacidad de invasión celular en vivo y en vitro, estimulando la producción de 

células tumorales de moduladores bioquímicos conocidos[39]. 

 

Debido a lo anterior, actualmente se han estado haciendo investigaciones sobre 

materiales que den soluciones a estos problemas, para evitar el uso de estos 

factores de crecimiento, que logren no solo la regeneración del cartílago, sino el 

restablecimiento de sus funciones. 

 
5. APROXIMACIONES EXPERIMENTALES DE INGENIERÍA DE TEJIDOS 
 
La ingeniería de tejidos, ha sido una de las mejores alternativas para mejorar la 

reparación, regeneración, funcionalidad e integridad del tejido del cartílago 

dañado[1, 9, 40]. La ingeniería del hueso Subcondral busca la regeneración de los 

tejidos óseos en los casos donde la lesión es muy grande y los tejidos no pueden 

regenerarse por sí mismos[40] debido a tumores óseos, traumatismos que 

resultan en fracturas óseas, artrosis, osteoporosis, entre otros[40]. 

 

La ingeniería de tejidos del cartílago, permite evaluar poblaciones celulares 

apropiadas, señales celulares necesarias y materiales adecuados como andamios 
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biodegradables 3D [9] que actúan como una plataforma biomimética para los 

condrocitos[37], estimulando adhesión celular, proliferación y reconstrucción del 

tejido[1, 40]. 

 

La elección de los andamios es fundamental para lograr los objetivos de la 

ingeniería de cartílago[9, 40], ya que un buen biomaterial debe proporcionar 

adecuadas propiedades biomecánicas, de biocompatibilidad y un ambiente 

favorable para la unión de las células[9]. 

 

A pesar de lo anterior, actualmente todavía no se ha podido llegar a obtener el 

andamio deseado que repare el tejido del cartílago y que cumpla totalmente con 

sus funciones de matriz extracelular[1].  

  
6. MATERIALES QUE SE ESTÁN UTILIZANDO 
 
Muchos biomateriales biodegradables naturales y sintéticos han sido estudiados y 

utilizados para la construcción de andamios porosos en ingeniería del tejido del 

cartílago[1]. 

 

Entre los materiales utilizados como andamios, se ha utilizado sustitutos 

cerámicos debido a su bioactividad, a su unión directa al hueso y a su 

osteoinductividad, ya que promueven la generación de células óseas funcionales a 

partir de células madres indeferenciadas [40]. 

 

Actualmente se está utilizado la nano-hidroxiapatita, la cual tiene una excelente 

bioactividad, alta biocompatibilidad, fuerte plasticidad y excelentes propiedades 

mecánicas. Esta ha sido introducida en materiales biodegradables como un 

andamio ideal en ingeniería de tejido de hueso y cartílago[1] 

 

Cuando se combina la nano-hidroxiapatita con otros materiales, la naturaleza 

hidrófilica del colágeno puede mejorar la humectabilidad y la permeabilidad de los 

materiales, logrando ser un medio de cultivo favorable para adhesión celular[1]. 
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Los resultados de investigaciones, han demostrado que la nano-hidroxiapatita 

combinada con otros materiales es capaz de mejorar las  propiedades mecánicas 

de andamios[1]. 

 

Otros tipos de andamios utilizados en ingeniería del cartílago, son matrices 

acelulares de cartílagos, colágeno I, biopolimeros como el ácido poliláctico, el 

ácido poliglicólico[9], alginato, AH, hidrogeles peptidicos, entre otros [41].   

 

Las hojas acelulares de cartílago y la estructura de los componentes naturales de 

tejido conservados, se han aplicado con éxito en la ingeniería del cartílago, junto 

con condrocitos maduros o médula ósea procedentes de células madre 

mesenquimales[32], utilizando un enfoque modelo sándwich[9]. Sin embargo, los 

procesos para la preparación de hojas acelulares de cartílago son complicados, ya 

que se dificulta obtener hojas acelulares de cartílago grandes[9].   

 

Otro material que se está estudiando actualmente para compuestos es el estroncio 

(Sr), el cual puede influir en el cartílago del hueso subcondral debido a sus 

propiedades mecánicas y biológicas logrando un gran avance en el tratamiento 

médico de la artrosis[27]. Para el manejo de la artrosis y la osteoporosis, se está 

utilizando el relanato de estroncio que es un fármaco que actúa en la 

remodelación de hueso Subcondral[42]. Este se basa en proporcionar efectos 

opuestos en formación y regeneración ósea[27]. En estudios de la osteoporosis 

posmenopáusica, el estroncio mostro una reducción de fracturas vertebrales, no 

vertebrales y de cadera en pacientes entre 50 y 65 años, entre 70 y 80 años, 

mayores de 80 años y en pacientes sin fractura prevalente[27].  

 

El relanato de estroncio, puede aumentar la replicación de preosteoblastos, la 

diferenciación de osteoblastos, la síntesis de colágeno tipo I [43]y la mineralización 

de la matriz ósea[42].  

En modelos celulares y moleculares de la artrosis, el estroncio impidió la resorción 

del hueso subcondral y estimuló la síntesis de la matriz del cartílago[27]. Se 

hicieron experimentaciones en vivo en perros [43] donde se logró reducir el 
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progreso de la artrosis mediante la inhibición de la expresión de los mediadores de 

la degradación del cartílago y la esclerosis ósea[27].  

 

Las mujeres tratadas con estroncio en osteoporosis posmenopáusica, los 

marcadores biológicos de la degradación del cartílago fueron reducidos 

significativamente y la progresión radiológica de la artrosis vertebral fue 

disminuida[27].  

 

En estos momentos, se está haciendo pruebas con estroncio en etapas 

avanzadas (fase III) de la artrosis por su capacidad para reducir la progresión de la 

artrosis de rodilla y mejorar los síntomas de esta[27]. 

 

Aunque la administración del relanato de estroncio vía oral ha mostrado buenos 

resultados, tiene varios inconvenientes, ya que puede producir un nivel de dosis 

de estroncio en el plasma, absorción gastrointestinal, duración del tratamiento y 

limitación en la sustitución del calcio (Ca) por Sr en la apatita en el sitio 

esquelético debido a las dosis farmacológicas[44]. Otros estudios han mostrado 

que el relanato de estroncio no presenta una indicación clara en la prevalencia  de 

formas orgánicas de estroncio sobre las inorgánicas[45]. La administración de una 

dosis prolongada de estroncio puede acumular Sr en el borde y dentro del 

hueso[45]. 

7. DESARROLLO DE ANDAMIOS Y MATERIALES PARA REGENERACIÓN DE 

CARTÍLAGO SUBCONDRAL 

  
Entre los injertos, ha sido una muy buena opción la hidroxiapatita (Ca10 

(PO4)6(OH)2), esta biocerámica bioactiva es el compuesto más parecido al 

componente mineral de los huesos[40, 46-48]. Tiene la capacidad de proporcionar 

Ca y fosfato (PO4) para la mineralización de la matriz [46].  

 

Resultados de investigaciones, han mostrado que los mecanismos de formación 

de hidroxiapatita en la primera etapa, implican la adsorción de iones de Ca2+ sobre 

el sustrato cargado negativamente seguido por la unión de iones fósforo (P) al 
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Ca2+ absorbido formando una capa de hidroxiapatita[46]. Las uniones del Ca2+ al P 

se atribuyeron a los grupos hidroxilos(OH-)[46].  

 

La hidroxiapatita es osteoconductiva ya que permite ser invadida por tejido 

conectivo[40], manteniendo en su interior las características de su origen, 

presentando muy buena biocompatibilidad con las demás estructuras[49, 50], no 

toxicidad y estabilidad termodinámica[51].  

 

La hidroxiapatita se puede utilizar en polímeros, ya que presenta buena 

adherencia a los recubrimientos de estos, debido a que adsorbe muy bien 

moléculas orgánicas[51]. En el caso del quitosano, estudios demostraron que la 

incorporación de hidroxiapatita mejora la osteoconductividad y ayuda a aumentar 

la proliferación y la mineralización de osteoblastos cultivados[52]. 

 

Aunque la hidroxiapatita tiene excelentes propiedades, su uso se ha limitado, ya 

que ha presentado deficiencias mecánicas[49], pues la estructura de esta es 

quebradiza y puede sufrir rupturas en zonas donde se requiere un mayor soporte 

de carga. Debido a esto para el uso de la hidroxiapatita en la regeneración de 

cartílago y de hueso subcondral, se han estado estudiando y utilizando diferentes 

reactivos que puedan introducir iones [44, 48] para sustituir parte del Ca ayudando 

a reforzar la hidroxiapatita y mejorando sus propiedades. Entre los iones utilizados 

que reemplazan el Ca en la estructura de la hidroxiapatita se encuentran el Sr2+, 

magnesio (Mg2+)[44] y silicio (Si4+)[46]. 

 

Debido a lo anterior, decidimos trabajar con acetato de estroncio (C4H6O4Sr • ½ 

H2O) para introducir el Sr en la hidroxiapatita. 

 

El Sr es un polvo cristalino de color blanco, que está presente en la fase mineral 

del hueso, especialmente en las regiones de alto recambio metabólico[53]. Este 

proporciona excelentes efectos para el crecimiento del hueso y tiene la capacidad 

de reducir la resorción ósea[44, 48, 54]. El Sr estimula la producción de colágeno 

[53] proporcionando resistencia a las fuerzas de comprensión [47, 50] y tiene otras 

propiedades como la solubilidad, no toxicidad y biocompatibilidad[55]. 
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Resultados de estudios muestran que el Sr en la hidroxiapatita proporciona una 

alta solubilidad, una mayor resistencia a las fuerzas de compresión (similar a la del 

hueso sano humano), mejor osteointegración de implantes [47], mayor 

osteocompatibilidad que la hidroxiapatita sola [49], buena adhesión y proliferación 

celular sin presentar ningún efecto que perjudique la mineralización y formación de 

la matriz extracelular[47]. También se encontró que el Sr en la hidroxiapatita, 

mejora el crecimiento, la cristalinidad [47] y composición del cristal de 

hidroxiapatita[46]. Otros resultados muestran que la sustitución del Ca  por Sr en 

la hidroxiapatita presenta un mayor módulo de Young que la hidroxiapatita 

pura[49].  

 

Actualmente, se están haciendo investigaciones sobre materiales que se 

comporten como la MEC en ingeniería te tejido del cartílago, entre estos el 

quitosano ha sido una buena opción, ya que presenta propiedades como 

biocompatibilidad, biodegradabilidad y no citotoxicidad[52]. También presenta una 

alta afinidad a las células óseas y su estructura es similar a los GAGs[52]. Tiene 

una ventaja ya que tiene un bajo costo [41]. Estudios han mostrado que el 

quitosano y sus productos degradados intervienen en la síntesis de componentes 

articulares, incluyendo SC, AH, QS, y colágeno tipo II [41]. El quitosano presenta 

una naturaleza catiónica que se produce a partir de los grupos amino primario y 

proporciona una alta densidad de carga en una solución ácida[41]. Esta naturaleza 

catiónica le permite al quitosano entregar polianiones biológicamente activos como 

el DNA y GAGs[41].      

  

Como la MEC necesita ser altamente hidrofílica y elástica  se han venido 

buscando materiales que ayuden a mejorar estas propiedades. Es por esta razón 

que se quiso sintetizar y caracterizar el lactato de quitosano para construir un 

andamio 3D y ver los resultados.  

 

Con respecto a lo anterior, con un andamio donde el Sr sustituya parte del Ca en 

la estructura de la apatita más el lactato de quitosano, se lograría obtener un 

cartílago elástico y duro, ya que el estroncio dentro de la apatita permitiría reforzar 
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el lactato de quitosano en una arquitectura 3D en la regeneración de cartílago y 

hueso Subcondral en ingeniería.  
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HIPÓTESIS 

 

¿Si un andamio donde el estroncio sustituya parte del calcio en la estructura de la 

apatita más lactato de quitosano en una arquitectura 3D  lograra la regeneración 

de Hueso Subcondral? 

 

OBJETIVO DEL PROYECTO 

 

La regeneración del cartílago hialino dañado no se produce de forma natural por 

falta de material biológico.   

El objetivo de este proyecto es desarrollar un material que sea eficaz en la 

regeneración de cartílago subcondral y su interfaz con el cartílago hialino para 

evitar la necesidad de profundizar el daño al cartílago. Se preparará un dispositivo 

tridimensional con dos secciones diferenciadas. La parte más profunda estará 

basada en hidroxiapatita enriquecida con estroncio y la parte en contacto con el 

tejido hialino estará basada en lactato de quitosano. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. OBJETIVOS EN LA PREPARACION DE APATITA Y APATITA CON DOSIS 

BAJAS DE ESTRONCIO 

 

- SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE APATITA Y APATITA ENRIQUECIDA EN 

Sr. 

 

- DIFERENTES  RELACIONES Ca/Sr. 

 

- ENSAYOS CELULARES PARA VER LA VIABILIDAD CELULAR CON CÉLULAS 

OSTEOBLASTICAS DERIVADAS DE LA LÍNEA CELULAR HUMANA DE MG-63.  

- ENSAYOS CELULARES CON OSTEOBLASTOS FETALES HUMANOS Y 

CÉLULAS MADRE HUMANAS AISLADAS DE MÉDULA ÓSEA EN MEDIO NO 

OSTEOGÉNICO Y OSTEOGÉNICO PARA IDENTIFICAR MINERALIZACIÓN.  
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2. OBJETIVOS EN LA PREPARACIÓN DEL LACTATO DE QUITOSANO 

 

- SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DEL LACTATO DE QUITOSANO. 

- ENSAYOS CELULARES PARA VER LA VIABILIDAD CELULAR.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

A través de los años, debido a deficiencias del esqueleto humano por traumas, 

tumores o  mal desarrollo, se ha venido tratando de buscar soluciones para 

reemplazar las partes dañadas o sustituirlas regenerando el hueso. Las que se 

han venido manejando obteniéndose muy buenos resultados son los injertos o 

sustitutos de huesos, que según Muschler y Lane, son cualquier material 

implantado que de forma aislada o en combinación con otros materiales, 

promueve la respuesta de consolidación ósea aportando actividad osteogénica, 

osteoconductora y osteoinductora en una zona localizada [1]. 

Entre los injertos artificiales, ha sido una muy buena opción la hidroxiapatita (Ca10 

(PO4)6(OH)2) [2-5], una de las sales de fosfato de calcio insoluble y bioactiva [6-9], 

que es el mineral constituyente de tejidos humanos duros como lo son huesos y 

dientes (aproximadamente el 50% en peso de los tejidos duros se compone de 

iones de calcio y fosfato) [10-18]. Esta se comporta como una estructura 

osteoconductiva [6] que permite ser invadida por tejido conectivo proveniente del 

hueso circundante para más adelante osificarse, manteniendo en su interior las 

características de su origen, presentando muy buena biocompatibilidad con las 

demás estructuras, no toxicidad y estabilidad química [10, 12, 19, 20].  

Debido a su estructura quebradiza y frágil[4], esta biocerámica necesita mejorar 

sus propiedades mecánicas en zonas donde se requiere un mayor  soporte de 

carga [21, 22]. Es por esta razón que introducir iones de silicio (Si2+), magnesio 

(Mg2+), estroncio (Sr2+), carbonato (CO3
2−),  zinc (Zn2+), cerio (Ce3+), lantano  

(La3+), itrio (Y3+), entre otros, en la estructura de la hidroxiapatita (HA)[23-25], ha 

sido de gran ayuda para mejorar lo anterior, aportando además otras propiedades 

como la capacidad de intercambio de iones, capacidad de adsorción de proteínas 

[26, 27] o mejorando las propiedades de la hidroxiapatita a nivel mecánico como la 

resistencia [28] y biológico como la no citotoxicidad [25], biocompatibilidad, 

bioactividad, osteoconductividad [29], adhesión celular, proliferación de 

osteoblastos [18], promover la expresión de genes relacionados con osteoblastos, 

fosfatasa alcalina y células madres mesenquimales  [26, 30, 31] y mejora la 
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solubilidad [29, 32] y la estabilidad térmica de la HA [33, 34]. Por esta razón se 

buscó introducir en este proyecto el estroncio en la estructura de la apatita sin que 

esta tuviera alteración. El estroncio es un polvo cristalino blanco que además de 

reforzar la HA, interviene en la biomineralización del hueso [23] y permite el 

crecimiento de los osteoblastos en su superficie  logrando  un mejor desarrollo de 

la matriz extracelular [35] en el tratamiento de la osteoporosis [23, 24]. El 98% del 

contenido total de Sr2+  en el cuerpo se pueden encontrar en el esqueleto [36]. El 

estroncio tiene muy buenas propiedades tales como la solubilidad, no toxicidad, 

biocompatibilidad, resistencia a la flexión y resistencia al impacto [35, 37, 38]. 

Actualmente se han estado sintetizando andamios de estroncio apatita de 

diferentes proporciones, dando resultados que varían según las dosis de Sr2+. Si 

son bajas las dosis, mejora la replicación de las células pre-osteoblásticas y 

estimula la formación de hueso [33]. Si la dosis es alta, induce defecto de 

mineralización ósea [33]. Por lo tanto, la dosis de Sr2+ es un factor importante para 

la formación de hueso [33]. 

Investigadores han utilizado concentraciones de Sr2+ entre  el 3% y 7%, donde los 

resultados mostraron una alta actividad y diferenciación celular para el 7% de 

concentración de Sr2+ [35]. Otros han trabajado con concentraciones de Sr2+ del 2, 

5, 10 and 15 % mol donde llegaron a la conclusión de que entre mayor la dosis de 

Sr en la apatita, se disminuye el tamaño del cristal[39]. Otros investigadores 

trabajaron con el 5 y 10% de sustitución de Sr2+  en la apatita deficiente en Ca y 

tuvieron como resultados que el Sr en la apatita aumenta su estabilidad térmica e 

incrementa el volumen celular [40]. Otras sustituciones que se han manejado son 

las de 2.5, 5, 7.5 and 10 % de Sr en la hidroxiapatita, los cuales dieron como 

resultado un  aumento en los parámetros de red [41].  

En este proyecto se hicieron ensayos con diferentes proporciones de Sr2+ 

probando desde dosis altas del 100, 80, 50 y de 20% de Sr2+ hasta dosis más 

bajas del 0,  5, 10 y 15% de Sr2+. Se espera que estas sustituciones de Sr2+ en la 

apatita, ayude a la regeneración de cartílago y hueso Subcondral en ingeniería. 
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2. OBJETIVOS DE ESTE CAPÍTULO 
 
El objetivo fundamental de este trabajo es sintetizar andamios donde el Sr 

sustituya parte del Ca en la estructura de la apatita para la regeneración del 

cartílago Subcondral. 

 

Para lograr lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos parciales,  

 

2.1. Objetivo 1: SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE APATITA 

2.2. Objetivo 2: SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE APATITA ENRIQUECIDA 

EN Sr (DIFERENTES  RELACIONES Ca/Sr) 

 

3. SÍNTESIS DE APATITAS DE CALCIO/ESTRONCIO 
 

 
Para la obtención de las apatitas de calcio/estroncio se utilizó la siguiente reacción 

de síntesis: 

 

                                                                       

                                                                      

                                                                           

 

                     

 
 

3.1. OBTENCIÓN DE LA HIDROXIAPATITA: Ca10(PO4)6(OH)2 

 
 

Después de la síntesis de la hidroxiapatita se realizó su caracterización. Lo 

primero que se hizo para caracterizarla fue una reflexión total atenuada (ATR), la 

cual permitió observar sus grupos funcionales de la siguiente manera: 
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Figura 1. ATR de la apatita 
 
 

Como se observa en la figura 1, el pico alrededor de 3568 cm-1 se debe a la 

amplitud de un grupo O-H[42, 43]. La banda ancha a 3182cm-1 corresponde a 

agua[41]. Las bandas a 3007 y 2762 cm-1 se deben a grupos C-H[44, 45]. Las 

bandas a 2194 y 1711 cm-1 se deben a CO2 [43, 46]. La banda 1929 cm-1 es el 

armónico del fosfato de 1018 cm-1[42].La banda a 1664 cm-1 puede ser agua[42, 

47, 48]. Las bandas a 1513, 1442,1401 y 889 cm-1 corresponden a carbonato[42, 

43, 49]. La banda a 1204 cm-1 es un fosfato ácido[50]. Las bandas a 1018 y 937 

cm-1 son los fosfatos[42] y la banda a 656 corresponde a un OH-[42, 51].   

Después de la ATR se hizo una Difracción de Rayos x (DRX) para seguir con la 

caracterización: 
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 Figura 2. DRX de la apatita 

 

Como se observa en la figura 2, se ve en una sola fase la apatita deficiente en 

Calcio. Todos los máximos en la escala 2θ (26º, 31º y 32º)  son compatibles con 

apatita, no se ven máximos extraños, no hay compuestos cristalinos ajenos a la 

hidroxiapatita. 

 

Tamaño del Cristal 

 

Para ver el tamaño del cristal en la apatita se utilizó el programa de difracción de 

rayos x, donde se pudo observar el pico a 002 correspondiente al Eje Z del cristal 

hexagonal (ver figura 3): 
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Figura 3. Pico a 002 (Eje Z del cristal hexagonal) 

 

Dónde: 

2θ = 25.962 

Valor de referencia posición 002 (B std. (*2th))= 0.133 

Anchura (B obs (*2Th))= 0.231 

Tamaño del cristal= 832 Ǻ  

 

Microanálisis  

Con el fin de ver si había presencia de carbonato en la hidroxiapatita se decidió 

hacer un análisis elemental en el cual se confirmó su presencia ya que se 

encontró un % de carbono del 0.73. 

Para ver la descomposición térmica de la apatita se hizo un Análisis 

termogravimétrico (TGA): 
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Figura 4. Curvas DTA/ TGA de la apatita 

 

Como se observa en la figura 4, la curva de TGA presenta una transición térmica 

en el rango de temperatura de 25.09ºC - 104.58ºC, que corresponde a una pérdida 

de aproximadamente 0.9021% en peso que se debe a agua adsorbida[52]. Entre 

108.36ºC y 255.94ºC con una pérdida de peso de 2.393% corresponde a agua 

estructural[52]. La caída entre 256°C y 647ºC con una pérdida de peso de 2.664% 

se debe a fosfatos ácidos que se condensan y forman pirofosfato más agua [52, 

53] y entre 647 y 828.57ºC correspondiente a una pérdida de peso de 0.8550% se 

debe a la formación de β-TCP[52].   

Microscopio electrónico de Barrido de alta resolución con filamento de 

Emisión de Campo (FE-SEM)   

Con el fin de analizar la morfología de la superficie de la apatita a diferentes 

magnificaciones, se utilizó el FE-SEM, obteniéndose las siguientes imágenes: 
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Figura 5. Imágenes de FE-SEM de la apatita a diferentes magnificaciones. 

Las imágenes que se observan en la figura 5, muestran estructuras de diferentes 

formas y tamaños que tienden a aglomerasen formando agujeros. Se pueden ver 

los cristales con forma acicular entrecruzados entre sí. 

Plasma Acoplado Inductivamente (ICP) 

Para obtener el % de CA y de P que hay en la apatita, se utilizó el ICP 

obteniéndose los siguientes resultados: 

nº Lab.  mg/Kg mg/Kg % % 

SGA-ICA Ref. Ca P Ca P 
143286 Apatita 304099.1 179622.1 30.41 17.96 

 

Tabla 1. % de CA y de P de la apatita 
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Ca10-x (HPO4)X (PO4)6-X (OH)2-X   

Ca9(HPO4)(PO4)5(OH)                 

   

Coulter  

 

Para hacer la medición del tamaño de partícula de la apatita, se utilizó el coulter, 

donde se obtuvo la siguiente gráfica:  

 

  
 

Figura 6. Tamaño de partícula de la apatita 
 

Como se observa en la figura 6, se puede ver que el sistema es multimodal, ya 

que presenta varios picos. 
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Se obtuvieron las distribuciones (d): 

d10: 1.659 

d50: 4.086 

d90:17.49 
 

d10= el 10% de las partículas mide 1.659µm  

d50= el 50% de las partículas mide 4.086µm 

d90: el 90% de las partículas mide 17.49µm 

  

Área de Superficie Específica (SSA) 

 

Para medir el área de superficie específica de la apatita, los datos arrojados en el 

Micromeritics ASAP 2020 se analizaron con el modelo de BET, obteniéndose los 

siguientes resultados: 

 

Área Se (m2/g) = 95,1745 

Tamaño poro (BJH des) en Å  = 245,709 

Cantidad de muestra en g = 0,3145 

Isoterma: 

 

Figura 7. Isoterma obtenida en la medición del SSA de la apatita.  

 

El resultado muestra un área específica de la apatita alta de 95,1745 m2/g 
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3.1.A. TRATAMIENTO TÉRMICO A 600°C DE LA APATITA  

 
 

Con el fin de eliminar acetatos y carbonatos que quedan de la síntesis de la 

apatita y para que se observe ésta en una sola fase, se decidió hacer un 

calentamiento a 600°C y se hizo su caracterización de la siguiente manera: 

 

Reflexión total atenuada (ATR):  

 

Después del calentamiento a 600° se hizo una ATR de la apatita, obteniéndose el 

siguiente espectro:  

Figura 8. ATR para el gel seco tomado de la hidroxiapatita, tratado térmicamente a 

600ºC durante 5 horas. 

Como se observa en la figura 8, aparece un pico a 3571cm-1 que es un OH- [42] . 

Se observa una banda a 2035 cm-1 que corresponde al armónico del fosfato de 

1024 cm-1 [42]. Se ve una banda a 1641 cm-1 que se debe a agua [42, 47]. Las 

bandas 1090, 1024 y 962 cm-1 corresponden a los grupos fosfatos (PO4
3-)[54-56]. 

La banda de 733 cm-1 puede ser agua fuera del plano[57]. Se comprueba con 

DRX. 
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Microanálisis 

Se hizo un microanálisis a la apatita calentada a 600°C para ver si hubo presencia 

de carbono, donde se obtuvo un 0%, lo que comprueba la no existencia de 

carbonato. 

Difracción de Rayos x (DRX):  
 
Para confirmar si se había obtenido la apatita en una sola fase, se hizo una DRX, 

obteniéndose el siguiente diagrama: 

 

 
Figura 9. DRX de la apatita calentada a 600ºC. 
 
Como se observa en la figura 9, se ve la apatita en una sola fase. Todos los 

máximos en la escala 2θ (26, 31 y 32)  son compatibles con apatita[58]. Se puede 

ver que los cristales no han crecido y por eso se ven máximos anchos.  

 

 

 

 



61 
 

 

Tamaño del Cristal 

 

Para ver el tamaño del cristal de la apatita calentada a 600°C (ver figura 10), se 

utilizó el programa de DRX y se obtuvo lo siguiente: 

El pico a 002 (Eje Z del cristal hexagonal) 

2θ = 25.994 

Valor de referencia posición 002 (B std. (*2th))= 0.133 

Anchura (B obs (*2Th))= 0.234 

Tamaño del cristal= 807 Ǻ  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Tamaño del cristal de la apatita calentada a 600°C 

 

Microscopio electrónico de Barrido de alta resolución con filamento de 

Emisión de Campo (FE-SEM)   

Con el fin de analizar la morfología de la superficie de la apatita calentada a 600°C 

a diferentes magnificaciones, se utilizó el FE-SEM, obteniéndose las siguientes 

imágenes: 

 



62 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.  Imágenes de FE-SEM de la apatita calentada 600ºC a diferentes 

magnificaciones. 

 

Las imágenes que se observan en la figura 11, muestran cristales con diferentes 

formas y tamaños entrecruzados entre sí, que tienden a aglomerasen formando 

agujeros de diferentes tamaños. 
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Espectrómetro de energía dispersiva (EDAX del FE-SEM) 

Para ver la composición de la apatita calentada a 600°C, se hizo un análisis 

elemental  utilizando el EDAX en 3 puntos diferentes de la muestra, donde se 

obtuvo el siguiente gráfico:   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 12. Análisis elemental de la apatita calentada a 600°C por EDAX 

 

Se promediaron los resultados de EDAX correspondientes al Ca que se observa 

en la figura 12, donde se obtuvo un % en peso del 36.85. 

Coulter  

Al medir el tamaño de la partícula de la apatita calentada a 600ºC se obtuvo la 

siguiente gráfica:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Tamaño de la partícula de la apatita calentada a 600ºC 
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Como se observa en la figura 13, se puede ver que el sistema es bimodal, ya que 

presenta 2 picos. 

Se obtuvieron las distribuciones: 

d10:0.621 

d50:3.225 

d90:9.055 

d10: el 10% de las partículas mide 0.621µm  

d50: el 50% de las partículas mide 3.225µm 

d90: el 90% de las partículas mide 9.055µm 

 
 

3.2. APATITA ENRIQUECIDA CON Sr 

 

3.2.A. Síntesis y Caracterización de apatitas con dosis altas de Sr 

 

Se sintetizaron apatitas con las siguientes proporciones: 

 

 Proporciones Acetato 
de Ca Hidratado  (%) 

Proporciones Acetato  
de Sr (%)  

 0  100  
 20  80  

  50  50  
 80  20  

Tabla 2. Proporciones con dosis altas de acetato de Sr  

Después de la síntesis, se realizó la caracterización de las muestras de la 

siguiente manera: 

 

Reflexión total atenuada (ATR): 

Se hizo una ATR para observar los grupos funcionales de las muestras, 

obteniéndose los siguientes espectros: 
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Figura 14. ATR para las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% de acetato 

de Sr. 

 

Como se observa en la figura 14, aparece un pico de 2901 cm-1 que corresponde 

a un OH-[42]. Se observan unas bandas a 1385 y 1300 cm-1 que pueden ser 

carbonatos[49, 59]. Las bandas a 1265, 1132, 1073, 989 y 872 cm-1 corresponden 

a  fosfatos ácidos [50, 53, 60]. 

Microanálisis 

Para ver si había presencia de carbonatos en las muestras, se hizo un análisis 

elemental, en el cual se obtuvo lo siguiente: 

Muestra C(%) H(%) N(%) 

100% Sr 0.16 0 0 
80% Sr 0.7 0.5 00 
50% Sr 4.5 2.6 2.1 
20% Sr 0.28 1.3 2.7 

Tabla 3. Microanálisis de las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% de 

acetato de Sr 

Como se observa en la tabla 3, en las muestras hay presencia de carbono, 

algunas contienen algo de hidrogeno y de nitrógeno. 
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Difracción de Rayos x (DRX):  

Para ver que fases se obtuvieron en las muestras, se hizo una DRX, obteniéndose 

los siguientes diagramas: 

Figura 15. DRX de las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% de acetato 

de Sr 

Como se observa en la figura 15, se ve más de una fase en las muestras. Se 

observa el SrHPO4 en los picos 25.57º, 29.43º, 29.87º. Se ve carbonato de Sr en 
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los picos 29.64 y 38.5. Se observa la apatita en los picos 29º, 31º y 32º y se ve el 

CaHPO4 en el pico 26.27º.  

 

Análisis termogravimétrico (TGA) 

Para ver la descomposición térmica de cada muestra, se hizo un TGA, 

obteniéndose las siguientes gráficas: 

Figura 16. Curvas TGA para las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% de 

acetato de Sr 

Como se observa en la figura 16, en la curva de TGA del 20% de Sr, se presenta 

una transición térmica en el rango de temperatura de 158.82 y 272.33 que se debe 

a agua estructural[52]. La caída que se observa entre 176.47ºC – 383.33ºC, 

corresponde a los fosfatos ácidos[52]. Entre 383.33ºC y 534.69ºC  se presenta la 

condensación de los fosfatos ácidos que dan formación a pirofosfato + agua [52, 

53].  
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Microscopio electrónico de Barrido de alta resolución con filamento de 

Emisión de Campo (FE-SEM)   

 

Con el fin de analizar la morfología de la superficie de las muestras a diferentes 

magnificaciones, se utilizó el FE-SEM, obteniéndose las siguientes imágenes: 

 

Muestra sintetizada con el 100% de Acetato de Sr:  

Figura 17. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 100% de 

Acetato de Sr a diferentes magnificaciones 

 

La figura 17 muestra imágenes de SEM, donde se ven los cristales de diferentes 

formas y tamaños que tienden a aglomerasen. Se ven estructuras pequeñas 

pegadas sobre los cristales. 
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Muestra sintetizada con el 20% de Acetato de Sr: 

 

 

Figura 18. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 20% de acetato 

de Sr a diferentes magnificaciones. 

La figura 18 muestra imágenes de SEM, donde se ven cristales de diferentes 

formas y tamaños que tienden a aglomerasen. Se ven estructuras pequeñas 

ancladas sobre los cristales. 
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Plasma Acoplado Inductivamente (ICP)  

 

Para obtener la cantidad de Ca, Sr y de P en mg/Kg que hay en las muestras, se 

utilizó el ICP obteniéndose los siguientes resultados: 

 

Muestra Ca(mg/Kg) Sr(mg/Kg) P(mg/Kg) 

100% Sr; 0%Ca 0.0 182500.0 171220 
80% Sr; 20%Ca 26607.0 159450.0 148100 
50% Sr; 50%Ca 85506.0 92000.0 127890 
20% Sr; 80%Ca 163945.8 54125.0 187083.3 

 

Tabla 4. ICP para las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% de acetato 

de Sr 

 

3.2.B.TRATAMIENTO TÉRMICO A 600°C DE LAS MUESTRAS SINTETIZADAS 

CON EL 100, 80, 50 Y 20% DE ACETATO DE Sr  

 

Con el fin de eliminar acetatos, carbonatos y otras impurezas que quedan de la 

síntesis, se decidió hacer un calentamiento a 600°C a cada muestra y se hizo su 

caracterización de la siguiente manera: 

Reflexión total atenuada (ATR): 

Para observar los grupos funcionales de las muestras calentadas a 600°C, se hizo 

una ATR a cada muestra obteniéndose los siguientes espectros: 
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Figura 19. ATR para las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% de acetato 

de Sr tratado térmicamente a 600oC durante 5 horas 

Como se observa en la figura 19, después del calentamiento a 600ºC aparecen 

unas bandas a 1134, 1062, 1025,1000 y 1085 cm-1 que corresponden a 

pirofosfatos[61], la banda de 929 cm-1 es un fosfato [62] y la banda a 723 cm-1 es 

un OH-[51]. 

Microanálisis 

Se hizo un microanálisis a las muestras calentadas a 600°C para ver si hubo 

presencia de carbono, donde se obtuvo lo siguiente: 

Muestra C(%) H(%) N(%) 

100% Sr 0 0 0 
80% Sr 0 0 0 
50% Sr 0 0 0 
20% Sr 0 0 0 

Tabla 5. Microanálisis de las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% de 

acetato de Sr después del calentamiento a 600ºC. 
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Como se observa en la tabla 5, después del calentamiento de 600ºC ya no hay 

presencia ni de carbono, ni de hidrogeno, ni de nitrógeno, con lo cual se puede 

decir, que se ha eliminado lo que podía haber quedado de los reactivos 

precursores. 

Difracción de Rayos x (DRX):  

Para ver las fases que se obtuvieron en las muestras calentadas a 600°C, se hizo 

una DRX, obteniéndose los siguientes diagramas: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. DRX de las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% de acetato 

de Sr después del calentamiento a 600ºC 

 

Como se observa en la figura 20, sigue apareciendo más de una fase en las 

muestras. En el 100% de acetato de Sr calentado a 600ºC se observan unos picos 

máximos que corresponden al Sr2P2O7 en los picos 25.85º y 26.08º. Se observa 

un Sr3(PO4)2 en el pico que está a 29º. En el 80% de acetato de Sr calentado a 

600ºC se ve el Ca2P2O7 en los picos 27.04º, 29.7º y 30º y se observa el B-TCP en 
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un pico máximo de 34.48º.  En el 50% de acetato de Sr calentado a 600ºC se 

observa la hidroxiapatita como componente principal, se ve en los picos 31.58º y 

32º y se ve un pico máximo correspondiente al fosfato acido a 29º. En el 20% de 

acetato de Sr calentado a 600ºC se observan unos picos máximos 

correspondientes al  Ca2P2O7 en los picos 26.58º, 27.40º, 28.66º y 29.14º y se ve 

la apatita en los picos 31.58º y 32º. 

Microscopio electrónico de Barrido de alta resolución con filamento de 

Emisión de Campo (FE-SEM)   

Para analizar la morfología de la superficie de las muestras a diferentes 

magnificaciones, se utilizó el FE-SEM, obteniéndose las siguientes imágenes: 

Muestra sintetizada con el 100% de acetato de Sr calentado a 600ºC: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 100% de acetato 

de Sr calentado a 600ºC a diferentes magnificaciones. 
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La figura 21 muestra imágenes de SEM, donde se ven cristales de diferentes 

formas y tamaños que tienden a aglomerasen formando agujeros. Se ven varias 

estructuras pequeñas ancladas sobre los cristales. 

Muestra sintetizada con el 80% de acetato de Sr calentado a 600ºC: 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

Figura 22. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 80% de acetato 

de Sr calentado a 600ºC a diferentes magnificaciones.  

La figura 22 muestra imágenes de SEM, donde se ven estructuras aglomeradas 

en forma de piezas de rompecabezas las cuales se unen formando agujeros. 
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Muestra sintetizada con el 50% de acetato de Sr calentado a 600ºC: 

 Figura 23. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 50% de acetato 

de Sr calentado a 600ºC a diferentes magnificaciones 

 

La figura 23 muestra imágenes de SEM, donde se ven estructuras aglomeradas 

de diferentes formas y tamaños que se unen formando agujeros.   
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Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr calentado a 600ºC: 

  

 

Figura 24. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 20% de acetato 

de Sr calentado a 600ºC a diferentes magnificaciones. 
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La figura 24 muestra imágenes de SEM, donde se ven dos tipos de estructuras, 

unas planas con algunos poros y otras aglomeradas de diferentes formas y 

tamaños que se unen formando agujeros.   

Porcentaje de calcio hallado en las muestras con dosis altas de Sr: 

Espectrómetro de energía dispersiva (EDAX del FE-SEM) 

Se midió el EDAX en las muestras calentadas a 600ºC en tres zonas diferentes 

para ver si el peso en % era similar en las tres zonas. Se promediaron los pesos y 

se obtuvieron los siguientes resultados: 

 

Muestras 
calentadas a 

600ºC 

Peso (%) 
Ca 

Desviaciones Peso (%) 
Sr 

Desviaciones 

100%Sr;0%Ca 0 0 59.81 0.53 
80%Sr; 20%Ca 3.95 0.05 46.19 0.20 
50%Sr; 50%Ca 13.75 0.05 33 0.14 

20%Sr; 80%Ca 22.79 0.05 12.91 0.46 

Tabla 6. EDAX para las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% de acetato 

de Sr después del calentamiento a 600ºC 

 

Figura 25. % de Ca y de Sr de las muestras sintetizadas con el 100, 80, 50 y 20% 

de acetato de Sr después del calentamiento a 600ºC 
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Tabla 7. % de Ca hallado para las muestras sintetizadas con el 80, 50 y 20% de 

acetato de Sr después del calentamiento a 600ºC 

 

Tabla 8.  % de Ca obtenido por ICP de las muestras sintetizadas con el 80, 50 y 

20% de acetato de Sr después del calentamiento a 600ºC 

Como se puede observar en la tabla 8, éstos resultados muestran que le entra a 

las muestras más Sr que Ca.  

Coulter  

 

Muestra sintetizada con el 100% de Acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra, se obtuvo la siguiente gráfica:  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 26. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 100% de 

Acetato de Sr calentada a 600ºC 
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Como se observa en la figura 26, se puede ver que el sistema es multimodal, ya 

que presenta 3 picos. 

Se obtuvieron las distribuciones: 

d10: 0.407 

d50: 1.484 

d90: 12.59 

d10: el 10% de las partículas mide 0.407µm  

d50: el 50% de las partículas mide 1.484µm 

d90: el 90% de las partículas mide 12.59µm 
 

Muestra sintetizada con el 80% de acetato de Sr calentada a 600°C: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra, se obtuvo la siguiente gráfica:   

 
 

 

Figura 27. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 80% de Acetato 

de Sr calentada a 600ºC. 

 

Como se observa en la figura 27, se puede ver que el sistema es bimodal, ya que 

presenta 2 picos. 
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Se obtuvieron las distribuciones: 

 

d10: 0.886 

d50: 4.031 

d90: 10.20 

d10: el 10% de las partículas mide 0.886µm  

d50: el 50% de las partículas mide 4.031µm 

d90: el 90% de las partículas mide 10.20µm 

 

Muestra sintetizada con el 50% de acetato de Sr calentada a 600°C: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra, se obtuvo la siguiente gráfica:  

 
 

 

Figura 28. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 50% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 

 

Como se observa en la figura 28, se puede ver que el sistema es monomodal, ya 

que presenta 1 pico. 

 

Se obtuvieron las distribuciones: 
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d10: 1.255 

d50: 4.786 

d90: 13.24 

d10: el 10% de las partículas mide 1.255µm  

d50: el 50% de las partículas mide 4.786µm 

d90: el 90% de las partículas mide 13.24µm 

 

Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr calentada a 600°C: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra, se obtuvo la siguiente gráfica:  

 

 

Figura 29. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 20% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 

 
Como se observa en la figura 29, se puede ver que el sistema es bimodal, ya que 

presenta 2 picos. 
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3.2.C. SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE APATITAS CON DOSIS BAJAS DE 

Sr 

Después de obtener resultados de las muestras con dosis altas de Sr, donde se 

observaron varias fases en su caracterización, se decidió hacer síntesis con dosis 

más bajas de acetato de Sr: 

 

 

 

 

 
 
 
Tabla 9. Proporciones con dosis bajas de acetato de Sr 

De las pruebas iniciales, se volvió a sintetizar la apatita (0% acetato de Sr; 100% 

acetato de Ca) y el 20% de acetato de Sr, donde se le hicieron varios lavados y se 

caracterizó.   

Reflexión total atenuada (ATR): 

Después de la síntesis, se hizo una ATR para observar los grupos funcionales de 

las apatitas, donde se obtuvieron los siguientes espectros: 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. ATR para las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20% de acetato 

de Sr 

Proporciones Acetato de 
Ca Hidratado  (%)  

Proporciones Acetato 
de Sr (%)  

 100    0 

                         95  5 

                         90  10 

                         85  15 

                         80  20 
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Como se muestra en la figura 30, la banda de 3000 cm-1 es agua[57]. La banda a 

1701cm-1 es debido a vibraciones antisimétricas del CO2 [43, 46]. Las bandas de 

1563 ,1446 y 871 cm-1 son CaCO3[49, 63-65]. La banda a 1279cm-1 es un HPO4 

[50] y las bandas 1096,1022 y 962 cm-1 son los fosfatos[50, 66, 67].  

Difracción de Rayos x (DRX):  

Para ver que fases se obtuvieron en las muestras con dosis más bajas de Sr, se 

hizo una DRX, obteniéndose los siguientes diagramas: 

 

 

Figura 31. DRX de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20%  de acetato 

de Sr  

Como se observa en la figura 31, se ve la apatita en una sola fase. Todos los 

máximos en la escala 2θ a 26º, 31º y 32º  son compatibles con apatita[58]. 
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Análisis termogravimétrico (TGA) 

Para ver la descomposición térmica de las apatitas con dosis bajas de Sr, se hizo 

un Análisis termogravimétrico (TGA) a cada muestra obteniéndose los siguientes 

diagramas: 

 

 

Figura 32. Curvas de TGA para las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20% 

de acetato de Sr 

Como se observa en la figura 32, las curvas de TGA presentan una transición 

térmica en el rango de temperatura de 24.48ºC - 108.36ºC, que se debe a agua 

adsorbida[52]. Entre 123.50ºC y 256ºC corresponde a agua estructural[52]. La 

caída entre 256°C y 603ºC puede ser debida a los restos de acetato que han 

quedado de la síntesis y a los grupos carbonatos [52, 53] y entre 603°C y 800ºC 

se debe a la formación de β-TCP [52].   
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Coulter  

 

Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra, se obtuvo la siguiente gráfica:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 0% de Acetato 

de Sr 

 
Como se observa en la figura 33, se puede ver que el sistema es multimodal, ya 

que presenta 3 picos. 

 

Se obtuvieron las distribuciones: 

 

d10: 1.589 

d50: 3.986 

d90: 11.26 

d10: el 10% de las partículas mide 1.589µm  

d50: el 50% de las partículas mide 3.986µm 

d90: el 90% de las partículas mide 11.26µm 
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Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra, se obtuvo la siguiente gráfica:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 34. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 5% de Acetato 

de Sr 

 
Como se observa en la figura 34, se puede ver que el sistema es bimodal. 

 

Se obtuvieron las distribuciones: 

 

d10: 2.064 

d50: 5.618 

d90: 15.37 

d10: el 10% de las partículas mide 2.064µm  

d50: el 50% de las partículas mide 5.618µm 

d90: el 90% de las partículas mide 15.37µm 
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Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra, se obtuvo la siguiente gráfica:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 10% de Acetato 

de Sr 

 
Como se observa en la figura 35, se puede ver que el sistema es bimodal. 

 

Se obtuvieron las distribuciones: 

 

d10: 2.117 

d50: 5.916 

d90: 19.72 

d10: el 10% de las partículas mide 2.117µm  

d50: el 50% de las partículas mide 5.916µm 

d90: el 90% de las partículas mide 19.72µm 
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Muestra sintetizada con el 15% de Acetato de Sr: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra, se obtuvo la siguiente gráfica:  

 

 

Figura 36. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 15% de Acetato 

de Sr 

 
Como se observa en la figura 36, se puede ver que el sistema es bimodal. 

 

Se obtuvieron las distribuciones: 

 

d10: 1.748 

d50: 6.292 

d90: 20.86 

d10: el 10% de las partículas mide 1.748µm  

d50: el 50% de las partículas mide 6.292µm 

d90: el 90% de las partículas mide 20.86µm 
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Muestra sintetizada con el 20%  de acetato de Sr: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra, se obtuvo la siguiente gráfica:  

 

 

Figura 37. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 20% de Acetato 

de Sr 

 

Como se observa en la figura 37, se puede ver que el sistema es bimodal. 

Se obtuvieron las distribuciones: 

d10: 2.541 

d50: 8.852 

d90: 87.05 

d10: el 10% de las partículas mide 2.541µm  

d50: el 50% de las partículas mide 8.852µm 

d90: el 90% de las partículas mide 87.05µm 
 
 

Área de Superficie Específica (SSA) 

 

Para medir el área de superficie específica de las apatitas con dosis bajas de Sr, 

los datos arrojados en el Micromeritics ASAP 2020 se analizaron con el modelo de 

BET, obteniéndose los siguientes resultados: 
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%Sr 
AREA 

Ss (m²/g) 
Tamaño poro 
(BJH des) Å 

Cantidad de 
muestra (g) 

0 95,1745 245,709 0,3145 

5 89,3842 279,720 0,3464 

10 95,4093 255,310 0,4226 

15 77,4423 304,263 0,3272 

20 20,3545 278,424 0,2635 

Tabla 10. Área de superficie especifica de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 

10,15 y 20% de acetato de Sr 

 

Isotermas: 

 

Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Isoterma obtenida en la medición del SSA de la muestra sintetizada con 

el 0% de Sr.  

Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Isoterma obtenida en la medición del SSA de la muestra sintetizada con 
el 5% de Sr. 

Relative Pressure (P/Po)

0.050.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95

Q
u

a
n

tit
y 

A
d

so
rb

e
d

 (
cm

³/
g

 S
T

P
)

00

100

200

300

400

500

Isotherm Linear Plot

R22 MARIA CANILLAS 12 MARZO2014 - Adsorption

R22 MARIA CANILLAS 12 MARZO2014 - Desorption

Relative Pressure (P/Po)

0.050.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95

Q
u

a
n

tit
y 

A
d

so
rb

e
d

 (
cm

³/
g

 S
T

P
)

00

100

200

300

400

Isotherm Linear Plot

R17 MARIA CANILLAS 7 MARZO2014 - Adsorption

R17 MARIA CANILLAS 7 MARZO2014 - Desorption



91 
 

Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Isoterma obtenida en la medición del SSA de la muestra sintetizada con 

el 10 % de Sr. 

 

Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Isoterma obtenida en la medición del SSA de la muestra sintetizada con 

el 15% de Sr. 

 

Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Isoterma obtenida en la medición del SSA de la muestra sintetizada con 

el 20% de Sr. 
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Como se observa en la tabla 10, las aéreas específicas de las muestras con dosis 

bajas de Sr son altas. Solo en la muestra del 20%Sr; 80%Ca fue más baja 

(20,3545). 

 

3.2.D.TRATAMIENTO TÉRMICO A 600°C DE LAS MUESTRAS SINTETIZADAS 

CON EL 0, 5, 10, 15 Y 20%  DE ACETATO DE Sr  

 

Con el fin de eliminar acetatos y carbonatos que puedan quedar de la síntesis de 

las apatitas con dosis bajas de Sr y que se pueda observar la apatita en una sola 

fase en cada muestra, se decidió hacer un calentamiento a 600°C y se hizo su 

caracterización de la siguiente manera: 

Reflexión total atenuada (ATR) muestras calentadas a 600ºC: 

Para observar los grupos funcionales de las apatitas con dosis bajas de estroncio 

calentadas a 600°C se hizo una ATR, obteniéndose los siguientes espectros: 

Figura 43. ATR para las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20% de acetato 

de Sr calentado a 600ºC 
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Como se muestra en la figura 43, Las bandas de 2989 y 2901 cm-1 se deben a  

grupos OH-[50, 55]. Aparecen las bandas correspondientes a los fosfatos en 

1090,1026 y 962 cm-1 [50, 66, 67] y la banda que se observa a 736 cm-1 puede ser 

debido a la permanencia del grupo P2O7
4- [39].   

Difracción de Rayos x (DRX) muestras calentadas a 600ºC:  

 

Para ver si se obtuvieron las apatitas en una sola fase, se hizo una DRX a cada 

muestra, obteniéndose los siguientes diagramas: 

Figura 44. DRX de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20%  de acetato 

de Sr calentado a 600ºC 

Como se observa en la figura 44, se ve la apatita en una sola fase. Todos los 

máximos en la escala 2θ a 26º, 31º y 32º  son compatibles con apatita[58]. 
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Parámetros de celda 

Se hicieron mediciones para hallar los parámetros de celdas a y c de las apatitas 

con dosis bajas de Sr calentadas a 600°C mediante DRX obteniéndose los 

siguientes resultados: 

 

 

 

 

 

 

Tabla 11. Parámetros de Celda a de apatitas con dosis bajas de Sr calentadas a 

600°C 

 

 

Figura 45. Parámetros de Celdilla a para apatitas con dosis bajas de Sr calentadas 

a 600°C 

 

 

 

%Sr a(Å) S 

0 9.439 0.003 

5 9.447 0.005 

10 9.462 0.006 

15 9.60 0.02 

20 9.65 0.02 
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%Sr c(Å) S 

0 6.885 0.002 

5 6.89 0.03 

10 6.906 0.004 

15 6.92 0.02 

20 6.97 0.02 

 

Tabla 12. Parámetros de Celda c de apatitas con dosis bajas de Sr calentadas a 

600°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Parámetros de Celdilla c para apatitas con dosis bajas de Sr calentadas 

a 600°C 

 

El Sr es mayor en radio iónico que el Ca. 

Radio iónico del Sr: 1,13Å 

Radio iónico del Ca: 0,99Å 

 

Como se puede observar en las figuras 45 y 46, aumenta los parámetros de celda, 

lo que confirma que el Sr se ha introducido en la estructura de la apatita. 
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Tamaño del Cristal de las muestras calentadas a 600ºC 

 

Para ver el tamaño del cristal en las apatitas con dosis bajas de Sr calentadas a 

600°C, se utilizó el programa de DRX, donde se pudo observar el pico a 002 

correspondiente al Eje Z del cristal hexagonal de la siguiente forma: 

 

Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr calentada a 600ºC (apatita): 

 
Pico a 002 (Eje Z del cristal hexagonal) 

2θ = 26 

Valor de referencia posición 002 (B std. (*2th))= 0.133 

Anchura (B obs (*2Th))= 0.234 

Tamaño del cristal= 807 Ǻ  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 47. Pico a 002% para la muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr 

calentada a 600ºC 

Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 
Pico a 002 (Eje Z del cristal hexagonal) 

2θ = 26.006 

Valor de referencia posición 002 (B std. (*2th))= 0.133 

Anchura (B obs (*2Th))= 0.217 

Tamaño del cristal= 971 Ǻ   
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Figura 48. Pico a 002% para la muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

calentada a 600ºC 

Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

Pico a 002(Eje Z del cristal hexagonal): 

2θ = 25.897 

Valor de referencia posición 002 (B std. (*2th))= 0.133 

Anchura (B obs (*2Th))= 0.211 

Tamaño del cristal= 1045 Ǻ 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 49. Pico a 002% para la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 

calentada a 600ºC 
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Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

Pico a 002(Eje Z del cristal hexagonal) 

 

2θ = 25.825 

Valor de referencia posición 002 (B std. (*2th))= 0.133 

Anchura (B obs (*2Th))= 0.228 

Tamaño del cristal= 858 Ǻ  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Pico a 002% para la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

calentada a 600ºC 

 

Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

Pico a 002(Eje Z del cristal hexagonal): 

 

2θ = 25.835 

Valor de referencia posición 002 (B std. (*2th))= 0.133 

Anchura (B obs (*2Th))= 0.268 

Tamaño del cristal= 604 Ǻ    
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Figura 51. Pico a 002% para la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 

calentada a 600ºC 

Con respecto a la apatita, se puede observar que el acetato de estroncio aumento 

el tamaño del cristal en las muestras del 5, 10 y 15% de Sr. 

 

Microscopio electrónico de Barrido con filamento de emisión de campo  

 

Con el fin de analizar la porosidad de las apatitas con dosis bajas de Sr calentadas 

a 600°C a diferentes magnificaciones, se utilizó el FE-SEM y se observó la parte 

fracturada de cada pastilla de la siguiente manera: 
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FE-SEM para la muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr calentada a 

600ºC: 

 

                                                              

Figura 52. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 0% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC a diferentes magnificaciones. 

 

La figura 52 muestra imágenes de SEM, donde se ve poca porosidad y 

corresponde a 71.13% de la densidad obtenida.  
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FE-SEM para la muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr calentada a 

600ºC: 

 

 

Figura 53. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 5% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC a diferentes magnificaciones. 

 

La figura 53 muestra imágenes de SEM, donde se ve poca porosidad y 

corresponde al 83.03% de la densidad obtenida.  

 

 

 

 



102 
 

FE-SEM para la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr calentada a 

600ºC: 

 

Figura 54. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 10% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC a diferentes magnificaciones. 

 

La figura 54 muestra imágenes de SEM, donde se ve poca porosidad y 

corresponde al 86.28% de la densidad obtenida.  
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FE-SEM para la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr calentada a 

600ºC 

 

Figura 55. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 15% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC a diferentes magnificaciones 

 

La figura 55 muestra imágenes de SEM, donde se ve poca porosidad y 

corresponde al 87.18% de la densidad obtenida.  
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FE-SEM para la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr calentada a 

600ºC: 

 

Figura 56. Imágenes de FE-SEM de la muestra sintetizada con el 20% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC a diferentes magnificaciones. 

 

La figura 56 muestra imágenes de SEM, donde se ve poca porosidad y 

corresponde al 87.20% de la densidad obtenida.  

Como se puede observar, hay poca porosidad en las muestras, las densidades 

altas están bien y concuerdan con los resultados obtenidos en el área de 

superficie especifica. 
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EDAX del FE-SEM para apatitas con dosis bajas de Sr calentadas a 600ºC  

 

Se midió el EDAX en cada muestra en tres zonas diferentes, para ver si el peso en 

% era similar en las tres zonas. Se promediaron los pesos y se obtuvieron los 

siguientes resultados: 

 

Muestras 
calentadas a 

600ºC 

Peso (%) 
Ca 

Desviaciones Peso (%) 
Sr 

Desviaciones 

 0%Sr;100%Ca 37 4.85 0 0 
5%Sr; 95%Ca 32.20 1.31 4.34 0.12 

10%Sr; 90%Ca 26.50 2.40 8.37 1.67 

15%Sr; 85%Ca 27.10 0.70 11.93 0.58 
20%Sr; 80%Ca 25.21 0.31 15.37 0.69 

 

Tabla 13. EDAX para apatitas con dosis bajas de Sr calentadas a 600°C 

 
 

 

Figura 57. %Ca y Sr obtenido por EDAX para apatitas con dosis bajas de Sr 

calentadas a 600°C 
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Porcentaje hallado de calcio en las muestras 

   

   
 

5%Sr; 95%Ca: 10%Sr; 90%Ca: 15%Sr; 85%Ca: 20%Sr; 80%Ca: 

  

 
    

  

  
   

 

  

  
     

 

  

  
   

 

Tabla 14. Porcentaje de Ca hallado en las apatitas con dosis bajas de Sr 

calentadas a 600°C 

 

Porcentaje obtenido por EDAX de calcio en las muestras 

   

   
 

5%Sr; 95%Ca: 10%Sr; 90%Ca: 15%Sr; 85%Ca: 20%Sr; 80%Ca: 

     

    
      

 

     

    
      

 

     

     
      

 

     

     
      

 

 

Tabla 15. Porcentaje obtenido de Ca por EDAX en las apatitas con dosis bajas de 

Sr calentadas a 600°C 

 

Como se observa en la tabla 15, estos resultados muestran que le entra más 

estroncio a las muestras, que Calcio. 

 

Plasma Acoplado Inductivamente (ICP) de las muestras calentadas a 600ºC 

(obtención de ecuaciones)  

 

Para obtener los mg/Kg de Ca, Sr y de P que hay en las apatitas con dosis bajas 

de Sr, se utilizó el ICP obteniéndose los siguientes resultados: 

 

Muestra Ca(mg/Kg) Sr(mg/Kg) P(mg/Kg) 

0% Sr; 100%Ca 308489.0 0 194670.3 

5% Sr; 95%Ca 272880.1 41878.6 195277.6 

10% Sr; 90%Ca 258151.7 76176.9 194115.3 

15% Sr; 85%Ca 228188.6 103003.8 190192.9 

20% Sr; 80%Ca 208568.3 132461.2 182796.9 

 

Tabla 16. mg/kg de Ca, Sr y P obtenidos por ICP 
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Plasma Acoplado Inductivamente (ICP) de las muestras calentadas a 600ºC 

para comprobar la liberación de Ca y Sr en el MTT 

Debido a que las muestras del 20% de acetato de Sr; 80% de acetato de Ca y del 

5% de acetato de estroncio; 95% de acetato de calcio calentadas a 600ºC 

mostraron una disminución en la viabilidad celular durante las 24 horas y 48 horas 

(ver MTT con Osteosarcomas), se les hizo  un ensayo para ver si liberaban calcio 

o estroncio mediante ICP. 

 

Se introdujo una pastilla de 0.2g del 20% de acetato de Sr; 80% acetato de Ca 

calentada a 600ºC en 1ml de PBS y se le midió el pH inicialmente, a las 24, 48 

horas y a los 7 días. Luego se introdujo una pastilla de 0.2g del 5% de acetato de 

Sr; 95% acetato de Ca calentada a 600ºC en 1ml de PBS y se le midió el pH 

inicialmente, a las 24, 48 horas y a los 7 días: 

Medición de pH Inicialmente: 

pH del PBS=7.44 

pH del 20% de acetato de Sr; 80% acetato de Ca calentada a 600ºC = 7.41 

pH del 5% de acetato de Sr; 95% acetato de Ca calentada a 600ºC = 7.43 

Medición de pH a las 24 horas: 

pH del 20% de acetato de Sr; 80% acetato de Ca calentada a 600ºC = 6.4 

pH del 5% de acetato de Sr; 95% acetato de Ca calentada a 600ºC = 6.037 

Medición de pH a las 48 horas: 

pH del 20% de acetato de Sr; 80% acetato de Ca calentada a 600ºC = 7.12 

pH del 5% de acetato de Sr; 95% acetato de Ca calentada a 600ºC = 6.74 

 

Medición de pH a los 7 días:  

pH del 20% de acetato de Sr; 80% acetato de Ca calentada a 600ºC = 7.24 

pH del 5% de acetato de Sr; 95% acetato de Ca calentada a 600ºC  = 7.00 

Comparando los pH con los resultados de MTT, vemos que coordina con la 

disminución en las 24 y 48 horas y en el aumento a los 7 días.  
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Se hizo un ICP y se obtuvieron los siguientes resultados: 

 

Muestra Ca(mg/L) Sr(mg/L) P(mg/L) 

20% de acetato de Sr; 80% acetato de Ca 
calentado a 600ºC 

357.2 0.1 301.2 

5% de acetato de Sr; 95% acetato de Ca 
calentado a 600ºC 

264.9 98.7 322.5 

 

Tabla 17. mg/kg de Ca, Sr y P obtenidos por ICP para las muestras sintetizadas 

con el 20 y 5% de acetato de Sr 

 

Picnómetro de Helio (Densidad Real) muestras calentadas a 600ºC 

 

Se hicieron 10 mediciones de la densidad en el picnómetro de helio de las 

muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20% de acetato de Sr calentadas a 

600ºC con sus desviaciones y se promediaron obteniéndose los siguientes 

resultados:  

 

 

 
 
 
 
 
 
Tabla 28. Densidad real de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10,15 y 20% de 

acetato de Sr calentados a 600°C 

 

Método de Arquímedes (Densidad aparente) muestras calentadas a 600ºC 
 
 

Se hicieron 4 mediciones de la densidad a 4 pastillas en la balanza de las 

muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20% de acetato de Sr calentadas a 

600ºC con sus desviaciones y se promediaron obteniéndose los siguientes 

resultados:  

 

%Sr Densidad 
Real (g/cm3) 

S 
(Desviación) 

0 2.84 0.03 
5 2.77 0.02 
10 2.77 0.03 
15 2.73 0.03 
20 2.89 0.03 
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Tabla 19. Densidad aparente de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10,15 y 20% 

de acetato de Sr calentados a 600°C 

 

% Densidad 
 
Teniendo la densidad aparente y la densidad real de cada muestra, se pudo 

calcular la densidad en % la siguiente manera: 

 

            
                 

             
       

 

%Sr Densidad (%) S (Desviación) 

0 71.13 0.01 
5 83.03 0.01 
10 86.28 0.01 
15 87.18 0.01 
20 87.2 0.01 

Tabla 20. Densidad en % de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10,15 y 20% de 

acetato de Sr calentados a 600°C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 58. Densidad en % de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10,15 y 20% 

de acetato de Sr calentados a 600°C 

%Sr Densidad 
Aparente (g/cm3) 

S 
(Desviación) 

0 2.02 0.01 
5 2.52 0.01 
10 2.30 0.01 
15 2.38 0.01 
20 2.39 0.02 
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Medición de la Porosidad muestras calentadas a 600ºC 

 

Teniendo las densidades en % se pudo calcular la porosidad para cada muestra 

de la siguiente forma: 

 

Porosidad  = 100  - (% Densidad) 

 
 

%Sr Porosidad (%) 

0 29 
5 17 

10 14 
15 13 
20 13 

Tabla 21. Porosidad con su desviación en % de las muestras sintetizadas con el 0, 

5, 10,15 y 20% de acetato de Sr calentados a 600°C 

 

Prueba de dureza Vickers (HV) muestras calentadas a 600ºC 

 

Se promediaron  las 4 medidas de HV por cada una de las 4 pastillas de cada 

muestra y lo mismo las desviaciones obteniéndose los siguientes resultados: 

 
 

  

  

 

 

Tabla 22. Resultados de dureza Vickers con su desviación de las muestras 

sintetizadas con el 0, 5, 10,15 y 20% de acetato de Sr calentados a 600°C 

 

 

%Sr Promedio de HV 
(MPa) 

Promedio de la 
desviación (S) 

0 345.31 13.31 
5 336.54 10.47 

10 284.75 8.64 
15 334.73 13.21 
20 348.09 10.95 
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Figura 59. Promedio de HV y S de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10,15 y 

20% de acetato de Sr calentados a 600°C 

 

Análisis Químico 

 

Reacción de descomposición térmica si se asume que no se tiene CO3 

Ca10-x(HPO4)X(PO4)6-X +(OH)2-X .nH2O, 

                

       800ºC 

 

                (1-x) Ca10(PO4)6OH)2  + 3x-Ca3(PO4)2 + xH2O     [68]               

 

Tratamiento térmico a 1000°C de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10,15 

y 20% de acetato de sr 

 

Se decidió hacer un calentamiento a las muestras con dosis bajas de estroncio en 

un pirolizador a 1000°C y se hizo su caracterización de la siguiente forma:  

 

Difracción de Rayos x (DRX)  

 

Se hizo una DRX para ver las fases que aparecen a las muestras, obteniéndose 

los siguientes diagramas: 
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Figura 60. DRX de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20%  de acetato 

de Sr calentado a 1000ºC. 

 

Como se observa en la figura 60, se ve el β-TCP como fase primaria acompañado 

de la apatita.  

 

%B-TCP  y %HA  

 

Se midió el %B-TCP de las muestras con dosis bajas de Sr calentadas a 1000°C y 

el %HA de las muestras calentadas a 600°C analizando el perfil completo del 

patrón de difracción de rayos X por el método Rietveld para obtener la ecuación 

que resulta en cada muestra de la siguiente forma: 

 

%Sr %B-TCP S 

0 96.80 0.06 

5 97.90 0.07 

10 96.70 0.09 

15 98.67 0.03 

20 97.60 0.03 

 

Tabla 23. %B-TCP hallado por el método Rietveld de las muestras sintetizadas 

con el 0, 5, 10,15 y 20% de acetato de Sr calentado a 1000°C 
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%Sr %HA S 

0 3.20 0.04 

5 2.10 0.04 

10 3.30 0.06 

15 1.30 0.04 

20 2.40 0.06 

Tabla 24. %HA hallado por el método Rietveld  de las muestras sintetizadas con el 

0, 5, 10,15 y 20% de acetato de Sr calentado a 600°C 

Los % de B-TCP y de HA que pueden observarse en las tablas  23 y 24 se 

remplazan y se obtiene la ecuación para cada muestra de la siguiente forma: 

 

Apatita (muestra sintetizada con el 0%Sr): 

Ca/P = ((1.5 * %B-TCP) + (1.667 * %HA))/100 

x=  10 – (6 *Ca/P) 

Ca10-x(HPO4)x(PO4)6-x(OH)2-x 

Apatita sustituida por Sr: 

Ca+Sr/P = ((1.5  * %B-TCP) + (1.667 * %SrHA))/100 

x=  10 – (6 * (Ca+Sr/P) 

(Ca10-ySry)10-x(HPO4)x(PO4)6-X(OH)2-x 

 

 
% Sr 

 
Ca+Sr/P 

 
Ecuaciones Obtenidas 

0 1.5053 Ca
9
(HPO

4
)(PO

4
)
5
OH 

5 1.5035 Ca
8.41

Sr
0.59

(HPO
4
)(PO

4
)
5
OH 

10 1.5055 Ca
7.93

Sr
1.07

(HPO
4
)(PO

4
)
5
OH 

15 1.5017 Ca
7.46

Sr
1.54

(HPO
4
)(PO

4
)
5
OH 

20 1.5040 Ca
7
Sr

2
(HPO

4
)(PO

4
)
5
OH 

Tabla 25. Ecuaciones obtenidas de las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10,15 y 

20% de acetato de Sr  
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Técnica Coulter para las muestras calentadas a 600ºC: 

 

Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 0% de acetato 

de Sr calentada 600ºC se obtuvo la siguiente gráfica:  

 
 

 

Figura 61. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 0% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 

 
Como se observa en la figura 61, se puede ver que el sistema es monomodal, ya 

que presenta 1 pico. 

 

Se obtuvieron las distribuciones: 

d10: 0.672 

d50: 2.512 

d90: 5.908 

d10: el 10% de las partículas mide 0.672µm  

d50: el 50% de las partículas mide 2.512µm 

d90: el 90% de las partículas mide 5.908µm 
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Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 5% de Acetato 

de Sr calentada 600ºC se obtuvo la siguiente gráfica:  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 62. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 5% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 

 
Como se observa en la figura 62, se puede ver que el sistema es bimodal, ya que 

presenta 2 picos. 

Se obtuvieron las distribuciones: 

d10: 1.842 

d50: 5.909 

d90: 17.83 

d10: el 10% de las partículas mide 1.842µm  

d50: el 50% de las partículas mide 5.909µm 

d90: el 90% de las partículas mide 17.83µm 

 

Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 10% de 

Acetatode Sr calentada 600ºC se obtuvo la siguiente gráfica:  
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Figura 63. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 10% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 

 
Como se observa en la figura 63, se puede ver que el sistema es bimodal, ya que 

presenta 2 picos. 

 

Se obtuvieron las distribuciones: 

d10: 2.119 

d50: 6.813 

d90: 21.72 

d10: el 10% de las partículas mide 2.119µm  

d50: el 50% de las partículas mide 6.813µm 

d90: el 90% de las partículas mide 21.72µm 

 

Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 15% de Acetato 

de Sr calentada 600ºC se obtuvo la siguiente gráfica:  
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Figura 64. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 15% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 

 

Como se observa en la figura 64, se puede ver que el sistema es bimodal, ya que 

presenta 2 picos. 

Se obtuvieron las distribuciones: 

d10: 2.224 

d50: 7.202 

d90: 24.62 

d10: el 10% de las partículas mide 2.224µm  

d50: el 50% de las partículas mide 7.202µm 

d90: el 90% de las partículas mide 24.62µm 

 

Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

Al medir el tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 20% de Acetato 

de Sr calentada 600ºC se obtuvo la siguiente gráfica:  
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Figura 65. Tamaño de la partícula de la muestra sintetizada con el 20% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 

 

Como se observa en la figura 65, se puede ver que el sistema es monomodal, ya 

que presenta 1 pico. 

Se obtuvieron las distribuciones: 

d10: 1.156 

d50: 3.574 

d90: 9.378 

d10: el 10% de las partículas mide 1.156µm  

d50: el 50% de las partículas mide 3.574µm 

d90: el 90% de las partículas mide 9.378µm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 66. Tamaño de partícula d50 de las muestras con dosis bajas de Sr 

0

1

2

3

4

5

0 50 100 150

V
o

lu
m

e
n

 (
%

) 

Diámetro de la partícula (µm) 

20%Sr calentado a 600°C 



119 
 

 

Como se observa en la figura 66, hay un aumento en el diámetro de partícula 

(d50) para las muestras sintetizadas con el 5, 10 y 15% de acetato de Sr. 

 

Área de Superficie Específica (SSA) muestras calentadas a 600ºC  

 

Para medir el área de superficie específica de las muestras con dosis baja de Sr, 

los datos arrojados en el Micromeritics ASAP 2020 se analizaron con el modelo de 

BET, obteniéndose los siguientes resultados: 

 

 

 

 

 

Tabla 26. Área de superficie especifica de las muestras con dosis bajas de Sr 

calentadas a 600°C 

 

Como se observa en la tabla 26, el aérea de superficie específica de la muestra 

del 10% de Sr aumento a 62,06 m²/g con respecto a la muestra que no contiene Sr 

(0%Sr) que fue de 58,18 m²/g. En la muestra del 5% no se produjo un aumento, el 

área de superficie específica fue de 56,88 m²/g y ya en dosis del 15 y 20% de Sr 

se disminuye a 48,46 m²/g para el 15% y a 53.83 m²/g para el 20% Sr.   

 

Análisis de Integridad muestras calentadas a 600ºC 

 

Para el análisis de integridad se seleccionaron las muestras sintetizadas con el 5, 

10 y 15% de acetato de Sr calentadas a 600ºC. Las cuales mostraron los 

siguientes resultados: 

 

 

 

%Sr SSA(m²/g) 

0 58,18 
5 56,88 

10 62,06 
15 48,46 
20 53,83 
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Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 67. Análisis de integridad de la muestra sintetizada con el  5% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 

 

Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

Figura 68. Análisis de integridad de la muestra sintetizada con el  10% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 
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Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr calentada a 600ºC: 

 
 

 

Figura 69. Análisis de integridad de la muestra sintetizada con el  15% de acetato 

de Sr calentada a 600ºC 

 

Como se puede observar en las figuras 67, 68 y 69, las muestras tienen el mismo 

comportamiento  y no se degradaron en el día 20, con lo cual se pudieron hacer 

todos los ensayos de MTT. 

 

4. ESTUDIOS CELULARES 
 
 

4.1. PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD 

 

Para ver si los materiales son citotóxicos o no, se realizó los siguientes ensayos 

celulares:  
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4.1.A. ENSAYO MTT CON OSTEOSARCOMAS: 

 

Figura 70. Resultados del ensayo MTT para el control (C) y las muestras 

sintetizadas con el 0, 5,10,15 y 20% de acetato de Sr.  

 

Se representa la media ± desviación estándar (n= 12)  y el nivel de significación 

obtenido en los ANOVAs - Tukey frente al control donde *: p<0,05 

 

Este ensayo de MTT que se muestra en la figura 70, se realizó para ver si las 

muestras de apatita y apatita enriquecida con Sr a diferentes proporciones, 

presentan citotoxicidad para proceder con el cultivo de osteoblastos.  

Como se puede observar en la figura 70, no se ha detectado niveles de 

citotoxicidad elevados en ninguna de las formulaciones estudiadas, alcanzando la 

viabilidad celular valores superiores al 72 % con respecto al control a 1, 2, 7, 14 y 

21 días de estudio según cada caso. Esto indica que las muestras no son 

citotóxicas.  

Las diferencias significativas, en donde los tratamientos fueron más bajos que el 

control puede ser atribuido al tiempo de cultivo, es decir a la prolongada 

permanencia de las células en el cultivo o al tipo de células con las que se hizo el 

análisis.  
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4.1.B. ENSAYO MTT CON OSTEOBLASTOS: 

 

Figura 71. Resultados del ensayo MTT para el control (C) y las muestras 

sintetizadas con el 0, 5,10,15 y 20% de acetato de Sr 

 

Se representa la media ± desviación estándar (n= 14)  y el nivel de significación 

obtenido en los ANOVAs - Tukey frente al control donde *: p<0,05  

 

Como se puede observar en la figura 71, no se ha detectado niveles de 

citotoxicidad en ninguna de las formulaciones estudiadas, alcanzando la viabilidad 

celular valores superiores al 82 % con respecto al control a 1, 2, 7, 14 y 21 días de 

estudio según cada caso. Comparando los resultados de este ensayo de MTT, con 

los resultados obtenidos con osteosarcomas, se puede ver que hay un aumento 

en la viabilidad celular (ver el MTT de osteosarcomas día 1 y 2), lo que puede 

llevar a pensar que el Sr en la apatita logra que se obtenga una mayor viabilidad 

en el caso de los osteoblastos. 

La viabilidad fue significativamente casi igual que el control (98%) en las muestras 

sintetizadas con el 5, 10 y 15% de Sr en el primer día, en la muestra sintetizada 

con el 10% de acetato de Sr al segundo y a los 21 días y en la muestra sintetizada 

con el 15% de acetato de Sr a los 14 días. Esto se puede atribuir a los factores del 

tipo del material ya que puede haber liberación de Ca y/o Sr. Las diferencias 
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significativas más bajas con respecto al control pueden deberse al tiempo de 

cultivo en el que se hizo el análisis.  

 

4.2. ENSAYO 1: ROJO DE ALIZARINA 
 
Los resultados obtenidos se presentan en la serie de micrográficas incluidas a 

continuación: 

Ensayo con rojo de alizarina para Osteoblastos (tratamiento 1) con respecto 

al control negativo (TMX) y las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20% 

de acetato de Sr: 

TMX: 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 72. Ensayo con rojo de alizarina para Osteoblastos con respecto al TMX 

 

Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 73. Ensayo con rojo de alizarina para Osteoblastos con respecto a la 

muestra sintetizada con el  0% de acetato de Sr 



125 
 

Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 74. Ensayo con rojo de alizarina para Osteoblastos con respecto a la 

muestra sintetizada con el  5% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr: 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Figura 75. Ensayo con rojo de alizarina para Osteoblastos con respecto a la 

muestra sintetizada con el  10% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr: 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 76. Ensayo con rojo de alizarina para Osteoblastos con respecto a la 

muestra sintetizada con el  15% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr: 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 77. Ensayo con rojo de alizarina para Osteoblastos con respecto a la 

muestra sintetizada con el  20% de acetato de Sr 

 

Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio no osteoinductor 

(tratamiento 2) con respecto al control negativo (TMX) y las muestras 

sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20% de acetato de Sr: 

 

TMX: 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 78. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto al TMX 
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Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 79. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el  0% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 80. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el  5% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr: 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 81. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr: 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 82. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr  

 

Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr: 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 83. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 
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Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio osteoinductor (tratamiento 

3) con respecto al control negativo (TMX) y  las muestras sintetizadas con el 

0, 5, 10, 15 y 20% de acetato de Sr: 

 

TMX: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 84. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio osteoinductor con 

respecto al TMX 

 
Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 85. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 86. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

 
 

Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 87. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr: 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 88. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

 
Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 89. Ensayo con rojo de alizarina para MSC en medio osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 
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Como puede verse en las figuras, se han detectado fenómenos de mineralización 

en la totalidad de las muestras de cultivos de osteoblastos (tratamiento 1), como 

era esperable para esta estirpe celular, y en la totalidad de las muestras de MSC 

mantenidas con medio de cultivo osteoinductor (tratamiento 3), lo que también era 

esperado debido a la diferenciación de esta estirpe celular por acción del medio de 

cultivo. En el caso de las muestras del tratamiento 2, células MSC en medio no 

osteoinductor, se han detectado también fenómenos de mineralización en todos 

los cultivos sembrados sobre los sistemas experimentales, pero no en los 

sembrados sobre el control negativo, por lo que puede asociarse este fenómeno a 

las características de dichos sistemas. Los fenómenos de mineralización se 

presentan independientemente de la cantidad de estroncio, si bien en la muestra 

sintetizada con el 20% de acetato de Sr son menos intensos.  

 

4.3. ENSAYO 2: OXTERIX 

Los resultados obtenidos se presentan en la serie de micrográficas incluidas a 

continuación, que son el resultado de la fusión mediante software de una imagen 

convencional de contraste de fases, y la imagen  de fluorescencia del mismo 

campo:  

Ensayo con Oxterix para osteoblastos (tratamiento 1) con respecto al control 

negativo (TMX) y las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20% de 

acetato de Sr: 

TMX: 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 90. Ensayo con Oxterix para osteoblastos con respecto al TMX 
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Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 91. Ensayo con Oxterix para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 0% de acetato de Sr 

 
 

Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 92. Ensayo con Oxterix para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 5% de acetato de Sr 



134 
 

Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr: 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

Figura 93. Ensayo con Oxterix para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 10% de acetato de Sr 

 
Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 94. Ensayo con Oxterix para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

 
Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 95. Ensayo con Oxterix para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 20% de acetato de Sr 
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Ensayo con Oxterix para MSC en medio no osteoinductor (tratamiento 2) con 

respecto al control negativo (TMX) y las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 

15 y 20% de acetato de Sr: 

 

TMX: 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 96. Ensayo con Oxterix para MSC en medio no osteoinductor con respecto 

al TMX 

 
Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 97. Ensayo con Oxterix para MSC en medio no osteoinductor con respecto 

a la muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 98. Ensayo con Oxterix para MSC en medio no osteoinductor con respecto 

a la muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr:: 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 99. Ensayo con Oxterix para MSC en medio no osteoinductor con respecto 

a la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr: 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 100. Ensayo con Oxterix para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr: 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 101. Ensayo con Oxterix para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 

 

Ensayo con Oxterix para MSC en medio osteoinductor (tratamiento 3) con 

respecto al control negativo (TMX) y  las muestras sintetizadas con el 0, 5, 

10, 15 y 20% de acetato de Sr: 

 

TMX: 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 102. Ensayo con Oxterix para MSC en medio osteoinductor con respecto al 

TMX 
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Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 103. Ensayo con Oxterix para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 104. Ensayo con Oxterix para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr: 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 105. Ensayo con Oxterix para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr: 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 106. Ensayo con Oxterix para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 107. Ensayo con Oxterix para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 

 

Al igual que en la técnica anterior, y como puede verse en las figuras, se han 

detectado fenómenos de mineralización en la totalidad de las muestras de cultivos 

de HOb (tratamiento 1), como era esperable para esta estirpe celular, y en la 

totalidad de las muestras de MSC mantenidas con medio de cultivo osteoinductor 

(tratamiento 3), lo que también era esperado debido a la diferenciación de esta 

estirpe celular por acción del medio de cultivo. En el caso de las muestras del 

tratamiento 2, células MSC en medio no osteoinductor, se han detectado también 

fenómenos de mineralización en todos los cultivos sembrados sobre los sistemas 

experimentales, pero no en los sembrados sobre el control negativo, por lo que 

puede asociarse este fenómeno a las características de dichos sistemas. Los 

fenómenos de mineralización se presentan independientemente de la cantidad de 

estroncio, si bien en las muestras sintetizadas con el 5 y 10% de acetato de Sr se 

presenta una mayor intensidad.  
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4.4. ENSAYO 3: RUNX2 
 
Los resultados obtenidos se presentan en la serie de micrográficas incluidas a 

continuación, que son el resultado de la fusión mediante software de una imagen 

convencional de contraste de fases, y la imagen  de fluorescencia del mismo 

campo: 

Ensayo con RUNX2 para osteoblastos (tratamiento 1) con respecto al control 

negativo (TMX) y las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 15 y 20% de 

acetato de Sr: 

 

TMX: 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 108. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto al TMX 

 
Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 109. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 0% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 110. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

 
Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 111. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 10% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr: 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 112. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

 
Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr: 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 113. Ensayo con RUNX2 para osteoblastos con respecto a la muestra 

sintetizada con el 20% de acetato de Sr 



144 
 

Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor (tratamiento 2) con 

respecto al control negativo (TMX) y las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 

15 y 20% de acetato de Sr: 

 

TMX: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 114. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto al TMX 

 

Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 115. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 116. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

 
Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr: 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 117. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr: 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 118. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 119. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio no osteoinductor con 

respecto a la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 
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Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor (tratamiento 3) con 

respecto al control negativo (TMX) y las muestras sintetizadas con el 0, 5, 10, 

15 y 20% de acetato de Sr: 

 

TMX: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 120. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto al 

TMX 

 
Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr: 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 121. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr: 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 122. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr 

 
Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 123. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr 
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Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr: 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 124. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr 

 

Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr: 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 125. Ensayo con RUNX2 para MSC en medio osteoinductor con respecto a 

la muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr 
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Al igual que en la técnica anterior, y como puede verse en las figuras, se han 

detectado fenómenos de mineralización tras 21 días de cultivo en la totalidad de 

las muestras de cultivos de HOb (tratamiento 1), como era esperable para esta 

estirpe celular, y en la totalidad de las muestras de MSC mantenidas con medio de 

cultivo osteoinductor (tratamiento 3), lo que también era esperado debido a la 

diferenciación de esta estirpe celular por acción del medio de cultivo. En el caso 

de las muestras del tratamiento 2, células MSC en medio no osteoinductor, se han 

detectado también fenómenos de mineralización en todos los cultivos sembrados 

sobre los sistemas experimentales, pero no en los sembrados sobre el control 

negativo, por lo que puede asociarse este fenómeno a las características de 

dichos sistemas. Los fenómenos de mineralización se presentan 

independientemente de la cantidad de estroncio, si bien en las muestras 

sintetizadas con el 5, 10 y 15% de acetato de Sr se presenta una mayor 

intensidad. 

 
5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Aunque el cartílago presenta baja fricción, es resistente al desgaste y tiene una 

superficie adecuada para soportar peso, tiene un inconveniente ya que posee una 

capacidad limitada de auto-reparación [69-71]. Cuando se presentan grandes 

defectos en el cartílago causados por traumas graves debido a la osteoartritis, por 

lo general no se curan espontáneamente, debido a que el cartílago no 

posee vasos sanguíneos, ni nervios, ni vasos linfáticos, lo cual hace que tenga una 

baja capacidad de regeneración. Con el fin de lograr la regeneración del cartílago, 

injertos óseos (autoinjerto o aloinjerto) se han venido utilizando para el tratamiento 

de grandes defectos en la cirugía ortopédica [72]. Sin embargo, estos han 

presentado problemas como el suministro limitado, el tiempo quirúrgico adicional, 

morbilidad del área donante, largo período de recuperación, y la transferencia de 

patógenos [72]. Debido a esto se han venido buscando otras soluciones, donde el 

uso de biocerámicas, entre estas, la hidroxiapatita, ha sido muy buena alternativa.  

Las cerámicas de fosfatos cálcicos se consideran materiales bioactivos según la 

definición propuesta por Williams  en 1987, donde dice que es un “Material que 

http://es.wikipedia.org/wiki/Vasos_sangu%C3%ADneos
http://es.wikipedia.org/wiki/Nervio
http://es.wikipedia.org/wiki/Vasos_linf%C3%A1ticos
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induce una actividad biológica específica” [73]. Las cerámicas de fosfato cálcico 

actúan interaccionando con el hueso - cartílago reabsorbiéndose más o menos 

lentamente dependiendo del tipo y de la porosidad del material[1]. Esto ha hecho 

que la hidroxiapatita pueda ser considerada como un material biocompatible [1, 

12, 21, 74]. Debido a su estructura la han estado utilizando solo para relleno 

cavitario o como material de recubrimiento [21, 22]. Pero gracias al estroncio se ha 

podido reforzar y puede ser utilizada para regenerar cartílago y hueso Subcondral 

en ingeniería, en donde se necesita un buen soporte mecánico [74]. 

Siempre para que un material funcione en la regeneración de cartilago, la 

tecnología de fijación no solo debe abordar la biocompatibilidad, sino también la 

curación del cartílago y la integridad mecánica [75].  

Estudios histológicos de la hidroxiapatita, han demostrado que aunque no son 

materiales que puedan actuar como osteoinductores, pueden actuar como soporte 

del crecimiento óseo convirtiéndose en grandes osteoconductores [73, 74]. 

Este problema de inductividad, ha hecho que haya  un interés significativo en el 

desarrollo de métodos de factores de acoplamiento osteogénico, actualmente 

están utilizando péptidos bioactivos, a la superficie de la HA para lograrlo [76], sin 

embargo investigadores han demostrado que es delicado ya que se variaría la 

estructura interna de la HA[76]. 

Para muchos investigadores la HA es la cerámica que tiene más poder 

osteogénico según estudios realizados con microrradiografias, pero por el 

contrario, tiene una gran estabilidad en el tiempo, cosa que se traduce por una 

muy lenta reabsorción. Esto ha dado lugar a que algunos autores propongan la 

utilización de materiales bifásicos, con la idea de que el implante se comporte con 

dos maneras de reabsorción: una rápida y una lenta [73]. Sin embargo en el 

estudio que hicieron en el Hospital Militar Central el Dr. Carlos J. Finlay y un grupo 

de especialistas en Ortopedia y Traumatología en el periodo comprendido entre 

1988 y 2003, en el tratamiento de defectos óseos de las extremidades de origen 

tumoral o traumático donde usaron hidroxiapatita coralina® HAP-200 en 307 

pacientes, en su experiencia clínica, pudieron observar que la baja velocidad de 
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reabsorción de la hidroxiapatita coralina® HAP-200 fue buena ya que confirió gran 

resistencia contra la actividad osteoclástica tumoral [77]. 

Debido a que se necesita ayudar al cartílago a regenerarse fue que surgió este 

proyecto. Como se obtuvo en una sola fase la apatita solo en la muestra 

sintetizada con 0% de acetato de Sr y varias fases en las muestras sintetizadas 

con el 100,80, 50 y 20% de acetato de Sr, se decidió probar con dosis más bajas 

de Sr ya que varias investigaciones han tenido como resultados que las dosis altas 

de Sr induce defecto de mineralización ósea y no mejora la replicación de las 

células pre-osteoblásticas ni estimula la formación de hueso. Es por esta razón 

que se decidió probar con dosis del 0, 5, 10, 15  y 20% de Sr. Como se le hicieron 

varios lavados a la muestra del 20% de acetato de Sr, se caracterizó y se obtuvo 

la apatita en una sola fase y se pudo utilizar.  

Durante la síntesis de los materiales muchas veces quedan impurezas, es por esto 

que se decidió hacer los calentamientos a 600ºC, donde se logró eliminar lo que 

quedaba de los reactivos obteniéndose en la caracterización espectros más 

limpios. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Actualmente se han venido haciendo síntesis de hidrogeles de quitosano 

añadiendo diferentes tipos de ácidos, como el acético, el orgánico monobásico[1],  

el clorhídrico, el fórmico, el glutámico, el cítrico, el láctico, entre otros[2], buscando 

la obtención de nuevas propiedades o buscando mejorar las propiedades ya 

existentes para tener éxito en aplicaciones biomédicas donde se puede utilizar el 

lactato de quitosano, como en el caso de los dispositivos de filtración, lentes de 

contacto suaves, sistemas de liberación de fármacos [2-5] y de genes, tratamiento 

y diagnóstico de enfermedades como el cáncer[6], apósitos para heridas, 

máscaras cosméticas para piel[7], andamios para ingeniería de tejidos[5, 8] de 

huesos, vasos sanguíneos y nervios [9] y medicina regenerativa [1]. En cuanto a la 

ingeniería de tejidos y la medicina regenerativa se han venido haciendo estudios 

para lograr que los andamios cumplan con la función de la matriz extracelular, 

donde las células puedan crecer y proliferar.   

El quitosano es un polisacárido que presenta una naturaleza catiónica [10-12] que 

se produce a partir de los grupos amino primario y proporciona una alta densidad 

de carga en una solución ácida. Esta naturaleza catiónica le permite al quitosano 

entregar polianiones biológicamente activos[13]. Actualmente es un buen sistema 

para liberación de fármacos [12, 14-16]. Presenta propiedades como la 

biocompatibilidad [11, 12, 17-20], ya que es un buen soporte donde células como 

osteoblastos y condrocitos se pueden adherir[14] y proliferar de forma adecuada 

[21-31], osteoinductividad [32], hidrofilicidad,  inmunogenicidad ya que puede 

actuar como un agente antimicrobial, ante todo como bactericida [11, 33-36], 

actividades antitumorales [37, 38], no toxicidad [11, 12, 33, 34, 39, 40], 

biodegradabilidad [11, 12, 17-20, 33, 39, 41, 42], de mucoadhesion [15, 37], la cual 

permite al quitosano cumplir la función de barrera intestinal, hemostáticas [32, 43], 

analgésicas, anticolesterolémico (controla el colesterol) [32], controla la 

hipertensión [32, 44] antioxidante[14]  de bioadsorción[11, 12, 45-47] en el caso de 

medicamentos[48], biorreabsorcion [49, 50] en el caso del calcio [32] y de 
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biorenovabilidad [1]. Estas propiedades dependen mucho del grado de 

desacetilación del quitosano [14], entre más alto mejor (>80%)[51].  

 
El quitosano posee una gran versatilidad debido a sus características químicas,  

físicas[11, 52], biológicas y a sus propiedades mecánicas [14] que le permite ser 

transformado en membranas, fibras, filmes, sistemas de andamiaje porosos, micro 

o nanopartículas e hidrogeles[53]. 

La solubilización del quitosano al agregar una disolución ácida, facilita su 

manipulación en condiciones suaves, permitiendo así la interacción electrostática y 

unión a la estructura de proteínas y diferentes polianiones, como polímeros 

sintéticos, componentes de la matriz extracelular y ADN en la regeneración de 

hueso Subcondral en ingeniería [54]. 

 

Las unidades estructurales del quitosano sacarídicas, son la glucosamina y la N-

acetil-glucosamina y están presentes en diferentes glicosaminoglicanos 

(GAGs)[54]. Estos GAGs que se encuentran en la matriz extracelular tienen una 

función muy importante en su organización y funcionamiento. Esto muestra que el 

quitosano puede ayudar a los GAGs en la regeneración del cartílago[5]. A 

diferencia de los GAGs, el quitosano presenta carácter básico y carga positiva a 

pH ácido, con lo cual puede interaccionar con la superficie celular y las proteínas 

plasmáticas, combinando interacciones específicas tipo GAGs con otras 

inespecíficas asociadas a su carga[51, 55].  

 

El ácido láctico, es un ácido orgánico encontrado en varios productos de origen 

natural [56]. Al ser añadido a polímeros mejora la estabilidad hidrolítica y térmica, 

la degradación de la radiación y la biodegradación proporcionando propiedades 

termofísicas y otras propiedades como la solubilidad[41], miscibilidad y 

mecánicas[56], las cuales han sido útiles en la liberación de fármacos[41], 

andamios porosos biodegradables para la reconstrucción de matrices por daños 

de tejidos y órganos, entre otros[56].  
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Al lactato de quitosano se le ha podido demostrar la biocompatibilidad[41], 

hidrofilicidad[4, 15], biodegradabilidad, como un agente antibacterial [41] y también 

como un buen sistema de liberación de genes y medicamentos[2, 41]. 

El lactato de quitosano ha sido utilizado en andamios con cementos de fosfatos de 

calcio, donde se ha demostrado una alta resistencia mecánica [41]. Otros estudios 

mostraron que los fosfatos cálcicos proporcionan refuerzo a la matriz y 

osteoconductividad y que el quitosano modula la degradación y las propiedades 

mecánicas como la resistencia y tenacidad [57]. El quitosano en la hidroxiapatita, 

incrementa la resistencia a la flexión y mejora la adhesión de osteoblastos [57] 

donde se ha logrado obtener como resultado, la integración rápida de estos 

compuestos en la estructura ósea, en la cual han sido transformados en hueso[58-

65].  

En este proyecto, se quiso sintetizar lactato de quitosano para que cumpliera con 

la función de la matriz extracelular en la regeneración de cartílago Subcondral en 

Ingeniería, para esto se añadió al quitosano una solución al 2% de ácido láctico, 

se introdujo en un criostato y se liofilizo. La idea es que estos criogeles 

biocompatibles, sean estables a corto plazo pero biodegradables a largo plazo en 

un medio fisiológico. Por este motivo se empleó el quitosano como matriz 

polimérica de los criogeles. Existen otras matrices poliméricas, que presentan 

características similares a las del quitosano que son el colágeno y la agarosa. La 

diferencia entre estas y el quitosano es que el quitosano es un buen sustrato 

alimenticio y es consumido rápidamente durante el desarrollo de las células 

cultivadas[53].  

 

Los andamios sintetizados fueron estabilizados por tratamiento térmico, donde se 

hizo un calentamiento a vacio a 100ºC y otro a 200ºC,  en el cual se produjo una 

conversión del enlace iónico entre aminas protonadas sobre el quitosano y 

carboxilos desprotonados sobre ácido láctico a un enlace amida covalente[1]. 
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Se hicieron análisis de solubilidad donde se pudo observar que el lactato de 

quitosano es hidrofílico e higroscópico, ya que aumento su peso al paso del 

tiempo.  

 

2. OBJETIVOS DE ESTE CAPÍTULO 

 

El objetivo fundamental de este trabajo es sintetizar andamios de lactato de 

quitosano para que cumpla la función de matriz extracelular en la regeneración del 

cartílago Subcondral en ingeniería. 

 

Para lograr lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos parciales,  

 

2.1.Objetivo1: SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE LACTATO DE QUITOSANO 

2.2.Objetivo 2: ENTRECRUZAMIENTO DEL LACTATO DE QUITOSANO  

   

3. PROPIEDADES DE LOS MATERIALES 

 

3.1. Propiedades del quitosano: 

Biodegradable 

No citotóxico  

Alta afinidad a las células óseas 

 

3.2. Propiedades del Ácido láctico: 

Solubilidad 

Miscibilidad  

Mecánicas 

 

4. SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DEL LACTATO DE QUITOSANO 
 
El grado de desacetilación del quitosano se calculó por Resonancia magnética 

nuclear (RMN) de la siguiente forma: 
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Figura 1. RMN del Quitosano  
 
 

 Picos Integración de cada pico 

a≈ 5.20     =18.19 

b≈ 4.65   =1.26 

c≈ 4.2-3.21   =5.06 

d≈ 3   =1.00 

e≈ 1.86   =1.61 

 
Tabla 1. Integración de cada pico en la RMN del quitosano 
 
 

Teniendo la integración de cada pico en la RMN del quitosano mostrados en la 

tabla 1, se reemplaza en la ecuación y se obtiene la fracción molar de unidades N-

acetiladas (FA) de la siguiente forma: 
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Para calcular el grado de desacetilación se utiliza la siguiente formula [66]: 

 

      

                  

0.80 X 100 = 80% 

 

El lactato de quitosano se sintetizó como se describe en el Apéndice. Tras liofilizar 

y cortar se obtuvieron los siguientes especímenes: 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Andamios de lactato de quitosano 
 
 

OBTENCIÓN DEL LACTATO DE QUITOSANO : (C28H62N2O20) 
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Para la obtención del lactato de quitosano, se partió de la siguiente reacción de 

síntesis: 

 

                                        

                                                                      

                                                                           

 

            
 

 

Después de la síntesis del lactato de quitosano se realizó su caracterización, de la 

siguiente forma:  

 
Reflexión total atenuada (ATR): 
 

 
Con el fin de observar los grupos funcionales del lactato de quitosano, se hizo un 

ATR obteniéndose el siguiente espectro: 

 

Números de onda (cm-1) Asignación 

1734 -COOH 
1631 CONH2  I 
1568 CONH2  II 
1311 CONH2  III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. ATR del lactato de quitosano 
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En la figura 3 se aprecia el ATR del lactato de quitosano, donde se observa la 

banda de 1734 cm-1 correspondiente a los grupos carboxílicos de las cadenas 

laterales del ácido láctico [3], lo que indica que el gel ha formado un complejo 

iónico con el ácido láctico[3]. Se observa la amida I en la banda 1631 y la amida II 

en la banda 1568 cm-1 [3] unidas covalentemente con la sal de lactato [1] y se ve 

la banda 1312 cm-1 que se debe  a la amida lll[3].  

 

DRX del Lactato de Quitosano: 

Para ver la estructura y los picos que aparecen,  se  hizo una DRX, obteniéndose 

el siguiente diagrama: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. DRX del lactato de quitosano 

Como se observa en la figura 4, se ve una estructura amorfa y se ven picos 

anchos en 2θ= 7.33º y 2θ= 20º. El pico a 20º es el correspondiente al quitosano[2]. 

TGA del Lactato de Quitosano 

Para ver la descomposición térmica de la muestra, se hizo un Análisis 

termogravimétrico obteniéndose el siguiente diagrama: 
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Figura 5. TGA del lactato de quitosano 

Como se observa en la figura 5, la curva de TGA presenta una transición térmica 

en el rango de temperatura de 42.69ºC – 101.34ºC, con una pérdida de 4.25% en 

peso que se debe a la perdida de agua de las moléculas del polímero[67]. Aparece 

otro pico entre 101.34ºC – 230ºC con una pérdida de peso de 21.73% que podría 

ser debido a los carboxilos del ácido láctico residual [67]. Entre 236.81ºC y 

416.17ºC se presenta la mayor pérdida de peso que es de 43.30%, la cual se 

atribuye a la etapa de degradación de desacetilación y al proceso de 

despolimerización[67]. 

Espectro de 1H-RMN del Lactato de Quitosano  

 

Con el fin de identificar los átomos y grupos de átomos del lactato de quitosano y  

para determinar su posición relativa en la molécula, se hizo una 1H-RMN, 

obteniéndose el siguiente espectro: 
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Figura 6. Espectro de 1H-RMN del lactato de quitosano 

 
La figura 6 muestra el espectro de 1H-RMN del lactato de quitosano. Los picos 

característicos del lactato de quitosano asociados con quitosano y con un 

segmento del ácido láctico, muestran el desplazamiento químico característico del 

H-1 de la glucosamina entre 4.75 y 5.8 ppm (1) [3]. Se observa un desplazamiento 

entre 4.74 y 4.63 ppm que se debe a un –CH de la unidad del lactíl (T) [3]. En 4.42 

y 4.27 ppm se ve el –CH  de la unidad del lactíl hidroxilactado(T’) [3]. Entre 3.33 y 

4.15 ppm se observan H-3, H-4, H-5 y H6 (3 4 5 6) [3]. De 2.9 a 3.14 ppm se ve el 

H-2(2) [3]. A 1.96 ppm se observa la NHAc (acetamida) (A) [3]. Entre 1.3 a 1.4 

ppm se ve el –CH3 de las unidades  lactílo  hidroxilado (M’) y entre 0.7 a 1.3 ppm 

se observa el –CH3 de las unidades lactílo(M). El pico a 1.45 ppm se observa 

desplazado en la RMN del quitosano y se debe a agua.  
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Grado de sustitución del ácido láctico en el quitosano 

 

Para calcular el grado de sustitución del ácido láctico en % en el quitosano, se 

integró cada pico en la RMN de la siguiente forma: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Sustitución del ácido láctico en el quitosano 

Luego se sumaron todas las integrales de la molécula (área total):  

2.47 + 0.66 + 1.58 + 3.46 +1 + 0.78 + 4.11 + 9.60 = 23.66  

Después se sumaron las áreas correspondientes al ácido láctico (área total del 

ácido láctico): 

0.66+1.58+4.11+9.60=15.95  

Teniendo el área total de la molécula y el área total del ácido láctico, se calculó el 

grado de sustitución del ácido láctico en el quitosano en % de la siguiente forma: 

      Área total                              100% 

      Área total ácido láctico             % 
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23.66                100%  

15.95                 % 

% = 67.41 

 

Microanálisis  

Se hizo un análisis elemental para ver el contenido en % de carbono, hidrogeno y 

nitrógeno del lactato de quitosano, obteniéndose los siguientes resultados: 

%C = 40.10 

%H = 7.53 

%N = 4.66 

Análisis Elemental en el ChemDraw  

Para comparar los resultados del microanálisis y de TGA y confirmar la presencia 

de agua en el lactato de quitosano  se utilizó el chemdraw, obteniéndose los 

siguientes resultados: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Análisis Elemental en el ChemDraw del lactato de quitosano 
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%C = 45.03 

%H = 8.37 

%N = 3.75 

%O = 42.85 

Estos resultados que se observan en la figura 8, muestran que hay agua en las 

moléculas del lactato de quitosano. Se observa el TGA y se ve la presencia de 

agua en la muestra entre 42ºC y 101ºC.  

Microscopio electrónico de Barrido de alta resolución con filamento de 

Emisión de Campo (FE-SEM)   

 

Se analizó la morfología de la superficie del lactato de quitosano y se midió el 

tamaño de los poros de la siguiente forma: 

Figura 9. Imágenes de FE-SEM del lactato de quitosano a diferentes 

magnificaciones 

 

 

Las imágenes de SEM del lactato de quitosano que se observan en la figura 9, 

muestran estructuras interconectadas formando agujeros de diferentes tamaños. 

Se pueden observar agujeros más pequeños dentro de los agujeros grandes (211, 

190, 253, 353, 276, 241, 498 y 218 um). Se pudo calcular el grosor de la 

estructura que es de 6.03 um. 
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Análisis de solubilidad del Lactato de Quitosano 

 

Para ver si el lactato de quitosano es hidrofílico y si aumenta o se quedaba estable 

su peso al paso del tiempo, se hizo un análisis de solubilidad a 4 trozos de cada 

muestra, obteniéndose los siguientes resultados: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Análisis de solubilidad del Lactato de Quitosano 

 

Como se puede observar en la figura 10, el lactato de quitosano se degrada muy 

rápido, la pérdida de peso es en 4 horas.  

 

Picnómetro de Helio (Densidad Real) del lactato de quitosano 

 

Se hicieron 10 mediciones de la densidad en el picnómetro de helio del lactato de 

quitosano con sus desviaciones y se promediaron obteniéndose los siguientes 

resultados mostrados en la tabla 2:  

 

 
 
 
                
Tabla 2. Densidad real del lactato de quitosano  
 

Densidad Real 
(g/cm3) 

S (Desviación) 

1.7251 0.01 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 5 10 15 20 25

P
e

s
o

 (
%

) 

Tiempo (H) 

Análisis de solubilidad del  
Lactato de Quitosano 



176 
 

Método de Arquímedes (Densidad aparente) del lactato de quitosano 
 

 
Se hicieron  mediciones de la densidad a 3 trozos del lactato de quitosano y se 

promediaron y se calculó la desviación obteniéndose los siguientes resultados 

mostrados en la tabla 3:  

 
 
 
 
 
Tabla 3. Densidad aparente del lactato de quitosano  
 
% Densidad del lactato de quitosano 
 
Teniendo la densidad real y la densidad aparente, se pudo calcular la densidad en 

% del lactato de quitosano de la siguiente forma: 

 

            
                 

             
       

 
 

                                     
    

      
             

 
 
Medición de la Porosidad del lactato de quitosano 

 

Teniendo la densidad en % pudimos calcular la porosidad del lactato de quitosano 

de la siguiente manera: 

 

Porosidad  = 100  - (% Densidad) 

Porosidad  = 100  - (54.50) 

Porosidad  = 45% 

 

ANÁLISIS TÉRMICO DEL LACTATO DE QUITOSANO 

 

Para ver si las muestras entrecruzaban, se hicieron los siguientes calentamientos, 

obteniéndose los siguientes resultados: 

Densidad Aparente 
(g/cm3) 

S (Desviación) 

0.94 0.006 
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4.1. CALENTAMIENTO A VACIO A 100ºC DEL LACTATO DE QUITOSANO 

 

Después del calentamiento, el lactato de quitosano mostro la siguiente apariencia: 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Lactato de quitosano calentado a 100°C 
 
Como se puede observar en la figura 11, se ve un andamio poroso, en el cual se 

pueden alojar las células.   

 
Reflexión total atenuada (ATR) del lactato de quitosano calentado a vacío a 

100ºC: 

 

Para ver el comportamiento del material después de ser calentado a 100°C, se 

hizo una ATR, obteniéndose el siguiente espectro: 

 
Números de onda (cm

-1
) Asignación 

1734 -COOH 
1570 CONH2 II 
1310 CONH2 III 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. ATR del lactato de quitosano calentado a vacío a 100ºC 
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En la Figura 12 se aprecia el ATR  del lactato de quitosano, donde se observa la 

banda de 1734 cm-1 correspondiente a los grupos carboxílicos de las cadenas 

laterales del ácido láctico [3], lo que indica que el gel ha formado un complejo 

iónico con el ácido láctico[3]. Se observa la amida II en la banda 1570 cm-1 [3] 

unida covalentemente con la sal de lactato [1] y se ve la banda 1310 cm-1 que se 

debe  a la amida lll [3].  

 

DRX del Lactato de Quitosano del lactato de quitosano calentado a vacío a 

100ºC: 

Para ver la estructura y los picos que aparecen,  se  hizo una DRX, obteniéndose 

el siguiente diagrama: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 13. DRX del lactato de quitosano calentado a 100ºC 
 
 

Como se observa en la figura 13, se ve una estructura amorfa y se ven picos 

anchos en 2θ= 7.53º, 2θ= 20.87º, 2θ= 29. 71º y 2θ= 42º. Se ve un desplazamiento 

con respecto al lactato de quitosano que esta sin calentar. El pico a 20.87º es el 

correspondiente al quitosano[2]. 
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TGA del Lactato de Quitosano del lactato de quitosano calentado a vacío a 

100ºC 

 

Para ver la descomposición térmica de la muestra, se hizo un Análisis 

termogravimétrico obteniéndose el siguiente diagrama: 

 

 

Figura 14. Curvas DTA/TGA del lactato de quitosano calentado a vacío a 100ºC 

 
Como se observa en la figura 14, la curva de TGA presenta una transición térmica 

en el rango de temperatura de 43.83°C – 106.64°C, con una pérdida del 4.36% en 

peso que se debe a la perdida de agua de las moléculas del polímero[67]. Aparece 

otro pico entre 106.64ºC - 229.24 ºC con una pérdida de peso de 21.32% que 

podría ser debido a los carboxilos del ácido láctico residual [67]. Entre 238.32ºC y 

420.71ºC se presenta la mayor pérdida de peso que es de 43.68%, la cual se 

atribuye a la etapa de degradación de desacetilación y al proceso de 

despolimerización[67]. 
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Espectro de 1H-RMN del Lactato de Quitosano calentado a vacio 

A 100ºC 

Con el fin de identificar los átomos y grupos de átomos del lactato de quitosano 

calentado a 100°C  y  para determinar su posición relativa en la molécula, se hizo 

una 1H-RMN, obteniéndose el siguiente espectro: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Espectro de 1H-RMN del lactato de quitosano calentado a vacío a 

100ºC 

 
La figura 15 muestra el espectro de 1H-RMN del lactato de quitosano calentado a 

vacío a 100ºC. Los picos característicos del lactato de quitosano asociados con 

quitosano y con un segmento del ácido láctico, muestran el desplazamiento 

químico del H-1 de la glucosamina entre 4.76 y 5.61 ppm (1) [3]. Se observa un 

desplazamiento entre 4.72 y 4.62 ppm que se debe a un –CH de la unidad del 

lactíl (T)  [3]. Se observa un desplazamiento entre 4.43y 4.27 ppm que se debe a 



181 
 

un –CH de la unidad del lactíl hidroxilactado(T’) [3]. Entre 3.36 y 4.15 ppm se 

observan H-3, H-4, H-5 y H6 (3 4 5 6) [3]. De 2.96 a 3.16 ppm se ve el H-2 (2) [3]. 

A 1.96 ppm se observa la NHAc (acetamida) (A) [3]. Entre 1.3 a 1.4 ppm se ve el –

CH3 de las unidades  lactilo hidroxilado (M’) y entre 0.75 a 1.3 ppm se observa el 

–CH3 de las unidades lactilo(M). El pico a 1.45 ppm se observa desplazado en la 

RMN del quitosano y se debe a agua.  

 

Grado de sustitución del ácido láctico en el quitosano después del 

calentamiento a vacío a 100ºC 

Para calcular la sustitución del ácido láctico en el quitosano calentado a 100°C se 

integró cada pico en la RMN de la siguiente forma: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Sustitución del ácido láctico en el quitosano después del calentamiento 

a vacío a 100ºC. 

Luego se sumaron todas las integrales de la molécula (área total):  
 

1.77 + 0.49 + 1.58 + 3.70 +1 + 0.70 + 4.34 + 9.97 = 23.55 
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Después se sumaron las áreas correspondientes al ácido láctico (área total del 

ácido láctico): 

 

0.49+1.58+4.34+9.97=16.38  

Teniendo el área total de la molécula y el área total del ácido láctico, se calculó el 

grado de sustitución del ácido láctico en el quitosano calentado a 100°C en % de 

la siguiente forma: 

23.55          100%  

16.38                % 

% = 69.55 

 

Microanálisis del lactato de quitosano calentado a vacío a 100ºC  

 

Se hizo un análisis elemental para ver el contenido en % de carbono, hidrogeno y 

nitrógeno al lactato de quitosano calentado a 100°C, obteniéndose los siguientes 

resultados: 

%C = 40.71 

%H = 7.30 

%N = 4.78 

Estos resultados comparados con el análisis elemental del lactato de quitosano en 

el ChemDraw (ver figura 8), muestran que hay agua en las moléculas del lactato 

de quitosano calentado a 100°C. Se observa el TGA y se ve la presencia de agua 

en la muestra entre 44ºC y 106ºC. 

Microscopio electrónico de Barrido de alta resolución con filamento de 

Emisión de Campo (FE-SEM)  del lactato de quitosano calentado a vacío a 

100ºC  

Se analizó la morfología de la superficie del lactato de quitosano calentado a 

100°C y se midió el tamaño de los poros de la siguiente forma: 
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Figura 17. Imágenes de FE-SEM del lactato de quitosano calentado a vacio a 

100ºC a diferentes magnificaciones 

 

Las imágenes de SEM del lactato de quitosano calentado a vacío a 100ºC que se 

observan en la figura 17, muestran estructuras interconectadas aplanadas 

formando agujeros de diferentes tamaños. Se pueden observar agujeros más 

pequeños dentro de algunos agujeros grandes (183,237 y 249 um). Se pudo 

calcular el grosor de la estructura que es de 3.08 um. 

 

Análisis de solubilidad del lactato de quitosano calentado a vacío a 100ºC 

durante 9 días 

 

Para ver si el lactato de quitosano calentado a 100°C es hidrofílico y si aumenta o 

se queda estable su peso al paso del tiempo, se hizo un análisis de solubilidad a 4 

trozos de cada muestra, obteniéndose los siguientes resultados: 
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Figura 18. Análisis de solubilidad del lactato de quitosano calentado a 100°C 

 

Como se puede observar en la figura 18, se degrada muy rápido el lactato de 

quitosano calentado a 100ºC, su degradación empieza a las 9 horas. 

 
 

ATR del lactato de Quitosano del día 5 en el análisis de solubilidad  

 

Después de introducir el lactato de quitosano calentado a 100°C en PBS, se hizo 

una ATR para comparar con el lactato de quitosano calentado a 100°C que no se 

sumergió en PBS y se obtuvo los siguientes espectros:   



185 
 

 

Figura 19. ATR del lactato de Quitosano calentado a 100°C antes y después el 

análisis de solubilidad 

 

Como se observa en la figura 19,  después del análisis de solubilidad del lactato 

de quitosano durante 5 días, se ven desplazamientos de los CH, CH2 y CH3 y de 

las amidas y desaparece la banca de 1734cm-1 correspondiente a –COOH, lo que 

indica que la muestra se está degradando. 

 

FE-SEM del lactato de quitosano calentado a 100ºC después del análisis de 

solubilidad 

 

Con el fin de analizar la morfología de la superficie del lactato de quitosano 

calentado a 100ºC después del análisis de solubilidad a diferentes 

magnificaciones, se utilizó el FE-SEM, obteniéndose las siguientes imágenes: 
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Figura 20. Imágenes de FE-SEM del lactato de quitosano calentado a vacío a 

100ºC a diferentes magnificaciones después del análisis de solubilidad. 

 
 

Las imágenes de FE-SEM del lactato de quitosano calentado a vacío a 100ºC 

después del análisis de solubilidad (figura 20), muestran estructuras de diferentes 

formas. Se pueden observar unas estructuras adheridas sobre otras.  

 

Picnómetro de Helio (Densidad Real) del lactato de quitosano calentado a 

vacío a 100ºC  

Se hicieron 10 mediciones de la densidad en el picnómetro de helio del lactato de 

quitosano con sus desviaciones y se promediaron obteniéndose los siguientes 

resultados mostrados en la tabla 4:  
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Tabla 4. Densidad Real del lactato de quitosano calentado a 100°C 

 

Método de Arquímedes (Densidad aparente) del lactato de quitosano 

calentado a vacío a 100ºC  

 

Se hicieron  mediciones de la densidad a 3 trozos del lactato de quitosano y se 

promediaron y se calculó la desviación obteniéndose los siguientes resultados que 

se pueden ver en la tabla 5:  

 
 
 
 

Tabla 5. Densidad Aparente del lactato de quitosano calentado a 100°C 

 

% Densidad del lactato de quitosano calentado a vacío a 100ºC  

La densidad en % se determinó de la siguiente manera: 
 

            
                 

             
       

 
 

            
    

      
             

 
 

Medición de la Porosidad del lactato de quitosano calentado a vacío a 100ºC  

La medición de la porosidad del lactato de quitosano calentado a vacío a 100ºC en 

% se determinó de la siguiente manera: 

 

Porosidad  = 100  - (% Densidad) 

Porosidad  = 100  - 49.63 

Porosidad  = 50% 

Densidad Real 
(g/cm3) 

S (Desviación) 

1.6523 0.01 

Densidad Aparente 
(g/cm3) 

S (Desviación) 

0.82 0.01 
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4.2. CALENTAMIENTO A VACIO A 200ºC DEL LACTATO DE QUITOSANO: 

Después del calentamiento a 200°C del lactato de quitosano, se hizo su 

caracterización de la siguiente forma: 

Reflexión total atenuada (ATR) del lactato de quitosano calentado a vacío a 

200ºC: 

 

Con el fin de observar que sucedía con los grupos funcionales del lactato de 

quitosano después del calentamiento a 200°C, se hizo un ATR obteniéndose el 

siguiente espectro: 

 

Números de onda (cm-1) Asignación 

1734 -COOH 
1650 CONH2  I 
1532 CONH2  II 
1372 CONH2  III 

 
 

Figura 21. ATR del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC 
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En la Figura 21 se aprecia el ATR  del lactato de quitosano, donde se observa la 

banda de 1734 cm-1 correspondiente a los grupos carboxílicos de las cadenas 

laterales del ácido láctico [3], lo que indica que el gel ha formado un complejo 

iónico con el ácido láctico[3]. Se observa la amida I en la banda 1650 y la amida II 

en la banda 1532 cm-1 [3] unidas covalentemente con la sal de lactato [1] y se ve 

la banda 1372 cm-1 que se debe  a la amida lll[3].  

 

TGA del Lactato de Quitosano del lactato de quitosano calentado a vacío a 

200ºC 

Para ver la descomposición térmica de la muestra, se hizo un Análisis 

termogravimétrico obteniéndose el siguiente diagrama: 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Curvas DTA/TGA del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC  

 
Como se observa en la figura 22, la curva de TGA presenta una transición térmica 

en el rango de temperatura de 26.63ºC – 87.72ºC, con una pérdida del 3.36% en 

peso que se debe a la perdida de agua de las moléculas del polímero[67]. Entre 

190.64ºC y 493.26ºC se presenta la mayor pérdida de peso que es de 52.87%, la 

cual se atribuye a la etapa de degradación de desacetilación y al proceso de 

despolimerización[67]. 



190 
 

Microanálisis del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC  

Se hizo un análisis elemental para ver el contenido en % de carbono, hidrogeno y 

nitrógeno del lactato de quitosano, obteniéndose los siguientes resultados: 

%C = 48.34 

%H = 6.39 

%N = 6.70 

Estos resultados comparados con el análisis elemental del lactato de quitosano en 

el ChemDraw (ver figura 8), muestran que sigue habiendo agua en las moléculas 

del lactato de quitosano. Se observa el TGA y se ve la presencia de agua en la 

muestra entre 26ºC y 88ºC. 

FE-SEM  del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC  

Se analizó la morfología de la superficie del lactato de quitosano calentado a 

200°C y se midió el tamaño de los poros de la siguiente forma: 

 

 

 

 

 

Figura 23. Imágenes de FE-SEM del lactato de quitosano calentado a vacío a 

200ºC a diferentes magnificaciones 
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Las imágenes de FE-SEM del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC que 

se observan en la figura 23, muestran estructuras interconectadas aplanadas 

formando agujeros de diferentes tamaños. Se pueden observar agujeros más 

pequeños dentro de algunos agujeros grandes (214,222 y 175 um). Se pudo 

calcular el grosor de la estructura que es de 3.53 um.  

Análisis de solubilidad del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC  
 
Para ver si el lactato de quitosano calentado a 200°C es hidrofílico y si aumenta o 

se queda estable su peso al paso del tiempo, se hizo un análisis de solubilidad a 4 

trozos, obteniéndose los siguientes resultados: 

Figura 24. Análisis de solubilidad del lactato de quitosano calentado a vacío a 

200ºC  

 

Como se puede observar en la figura 24, el lactato de quitosano calentado a 

200ºC no se degrada y se mantiene estable al paso del tiempo. 

  

ATR del lactato de Quitosano calentado a 200ºC después del análisis de 

solubilidad de 28 días 

 

Después del análisis de solubilidad durante 28 días del lactato de quitosano 

calentado a 200°C, se hizo una ATR obteniéndose el siguiente espectro: 
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Figura 25. ATR del lactato de quitosano calentado a 200°C antes y después del 

análisis de solubilidad de 28 días  

 

Como se observa en la figura 25,  después del análisis de solubilidad del lactato 

de quitosano durante 28 días, se ven desplazamientos de los CH, CH2 y CH3 y de 

las amidas y desaparece la banca de 1734cm-1 correspondiente a –COOH, lo que 

indica degradación de la muestra. 

Imagen de un trozo de lactato de quitosano calentado a 200ºC después del 

análisis de solubilidad de 28 días: 

 

 

 

 

 

Figura 26. Lactato de quitosano calentado a 200°C después del análisis de 

solubilidad de 28 días  



193 
 

Como se observa en la figura 26, se ve que el lactato de quitosano calentado a 

200°C no se degrada después de 28 días de estar sumergido en PBS y se pudo 

observar que retiene agua presentando un hinchamiento.  

 

FE-SEM del lactato de quitosano calentado a 200ºC después del análisis de 

solubilidad de 28 días 

 

Se analizó la morfología de la superficie del lactato de quitosano calentado a 

200°C después del análisis de solubilidad de 28 días y se midió el tamaño de los 

poros de la siguiente forma: 

Figura 27. Imágenes de FE-SEM del lactato de quitosano calentado a vacío a 

200ºC a diferentes magnificaciones después del análisis de solubilidad de 28 días. 

 

Las imágenes de FE-SEM del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC que 

se observan en la figura 27, muestran estructuras interconectadas formando 
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agujeros de diferentes tamaños. Se pueden observar agujeros más pequeños 

dentro de algunos agujeros grandes (27.2 y 31, um). Se pueden observar unas 

estructuras adheridas sobre otras.  

 

Seguimiento en ATR de 3 trozos de Lactato de quitosano calentados a 200ºC 

en PBS 

 

Después de hacer el seguimiento por ATR de 3 trozos de lactato de quitosano 

calentados a 200ºC en PBS, se obtuvieron los siguientes espectros: 

Figura 28. Seguimiento de la banda a 1734 cm-1 
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Como se puede observar en la figura 28, la banda a 1734 cm-1 correspondiente a 

los grupos carboxílicos de las cadenas laterales del ácido láctico desparece en el 

día 9, lo que indica que hubo una degradación en la muestra.  

 

Picnómetro de Helio (Densidad Real) del lactato de quitosano calentado a 

vacío a 200ºC  

 

Se hicieron 10 mediciones de la densidad en el picnómetro de helio del lactato de 

quitosano con sus desviaciones y se promediaron obteniéndose los siguientes 

resultados mostrados en la tabla 6:  

 

 

 

 

Tabla 6. Densidad real  del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC 

Método de Arquímedes (Densidad aparente) del lactato de quitosano 

calentado a vacio a 200ºC  

Se hicieron  mediciones de la densidad a 3 trozos del lactato de quitosano y se 

promediaron y se calculó la desviación obteniéndose los siguientes resultados que 

se pueden observar en la tabla 7:  

 
 
 
 

Tabla 7. Densidad aparente del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC 

% Densidad del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC  

La densidad en % se determinó de la siguiente manera: 
 

            
                 

             
       

 
 

            
    

    
             

Densidad Real 
(g/cm3) 

S (Desviación) 

1.76 0.01 

Densidad Aparente 
(g/cm3) 

S (Desviación) 

0.99 0.01 
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Medición de la Porosidad del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC  

 

La porosidad en % se determinó de la siguiente manera: 

Porosidad  = 100  - (% Densidad) 

Porosidad  = 100  - 56.04 

Porosidad  = 44% 

 

5. ESTUDIOS CELULARES 

 

Para ver si el lactato de quitosano es citotóxico se hicieron pruebas de 

citotoxicidad. 

 

5.1. ENSAYO MTT CON OSTEOSARCOMAS: 

 

Figura 29. Resultados del ensayo MTT para el control (C) y el lactato de quitosano 

(LQ) calentado a 200ºC.  
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Se representa la media ± desviación estándar (n = 8) y el nivel de significación 

obtenido en los ANOVAs - Tukey frente al control donde *: p<0,05 

 

Este ensayo de MTT que se muestra en la figura 29, se realizó para ver si el 

lactato de quitosano calentado a 200ºC, presenta citotoxicidad.  

Como se puede observar en la figura 29, no se ha detectado niveles de 

citotoxicidad, alcanzando la viabilidad celular valores superiores al 84% con 

respecto al control a 1, 2, 7, 14 y 21 días de estudio. Esto indica que la muestra no 

es citotóxica.  

La diferencia significativa que se ve a los 21 días con respecto al control, puede 

deberse al tiempo de cultivo, es decir  a la prolongada permanencia de las células 

en el cultivo o al tipo de células con las que se hizo el análisis.  

 

6. DISCUSIÓN  

 

Al calcular el grado de desacetilación del quitosano, se ve un pico a 5.20 ppm, 

este tiene una área grande debido a que la desacetilación del quitosano es alta. 

Como hay unidades de la quitina y del quitosano no es un espectro puro.  

La solubilidad y la viscosidad del quitosano dependen del grado de 

desacetilación[14, 68] y la degradación del polímero[53]. Aunque el quitosano no 

es soluble, se puede lograr su solubilidad disolviéndolo en una solución ácida a un 

pH por debajo de 6, formando sales solubles en agua como lo es el lactato de 

quitosano[69, 70]. Esto se da debido a que sus grupos amino (-NH2) forman las 

sales de amonio correspondientes (–NH3+)[53]. La solubilidad del quitosano 

puede aumentar o disminuir el pH. Esto es porque a un pH bajo, los grupos amino 

del quitosano han sido protonados resultando un en un polielectrolito catiónico 

soluble en agua[69-71]. Sin embargo si el pH es más alto de 6, los grupos aminos 

han sido desprotonados y pierden su carga, resultando en un polímero insoluble 

neutro. A un pH de 7.4 tiene baja solubilidad en solución acuosa[70]. Para resolver 

este problema, algunos quitosanos solubles derivados han sido desarrollados por 

la modificación de los grupos funcionales reactivos del quitosano o por la 
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despolimerización del quitosano[70, 72]. En el caso de este proyecto se utilizó un 

quitosano de bajo peso molecular y al disolverlo en una solución al 2% de ácido 

láctico a pH 6 se pudo observar que se disolvió bien.  

Al hacerles los análisis de solubilidad a varios trozos de lactato de quitosano, 

estos presentaron hinchamiento, es decir, absorbieron agua al introducirlos en 

PBS. El calentamiento jugo un papel muy importante en este proyecto, tras los 

ensayos a 100ºC, se pudo observar que los trozos de lactato de quitosano se 

degradaron rápido, mientras que los trozos calentados a 200ºC presentaron un 

hinchamiento y se mantuvieron estables al paso del tiempo.  

Sobre el lactato de quitosano no hay mucha información y los pocos artículos que 

hay de referencia, presentan errores en la RMN[1, 3], en uno de los artículos, dice 

que utilizaron cloroformo y metanol[1]. En este proyecto se hicieron disoluciones y 

no se logró disolver de ninguna manera ni con cloroformo, ni con metanol, se logró 

disolver únicamente con agua deuterada el lactato de quitosano y el lactato de 

quitosano calentado a 100ºC. El lactato de quitosano calentado a 200ºC no se 

logró disolver con ningún disolvente deuterado y no se pudo hacer la RMN. En la 

RMN, estos investigadores no desplazan la señal del disolvente [1, 3] y en uno de 

los artículos, integran las señales sin desplazarlo [3],  al integrar tienen en cuenta 

este valor para hacer los cálculos de sustitución de ácido láctico en el 

quitosano[1]. En cuanto a el calentamiento a 100ºC dicen que se logra eliminar en 

ATR la banda correspondiente a los grupos carboxílicos del ácido láctico residual y 

dicen que así se demuestra que se ha removido el ácido láctico residual y que se 

ha producido la conversión del enlace iónico en un enlace amida, lo que indica que 

la muestra entrecruza[1]. En este proyecto a cada trozo calentado a 100ºC al 

hacerle el ATR, se observa que la banda correspondiente a los grupos 

carboxílicos del ácido láctico residual continua apareciendo. Al hacerle un 

seguimiento a los trozos calentados a 100ºC en PBS, se pudo observar cada día 

en el ATR, que esta banda desaparece el día 5 y en los calentados a 200ºC 

desaparece el día 9, lo que indica una degradación en la muestra.   

El análisis elemental fue muy importante para demostrar la posible presencia de 

agua en las moléculas del polímero, gracias a programas como el ChemDraw se 
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pudo dibujar la molécula y ver su análisis elemental y se pudieron comparar los 

resultados con los de ATG.  

El quitosano es biocompatible, pero investigaciones en perros mostraron que dosis 

altas de 200mg/Kg produce neumonía hemorrágica [70, 73]. 

Algunos investigadores dicen que el quitosano después de ser implantado al paso 

del tiempo produce inflamación, pero estudios donde se han realizado ensayos in 

vitro han demostrado una buena histocompatibilidad de este material, ya que el 

quitosano permitió el crecimiento y proliferación de células vasculares, neuronales, 

epiteliales, fibroblastos, osteoblastos y condrocitos[51].  Es por esta razón, que se 

ha considerado un biomaterial muy importante en ingeniería de tejidos [21, 22, 30]. 

Según los resultados, los materiales derivados de quitosano provocan una 

reacción de cuerpo extraño mínima y tiene como respuesta la formación de tejido 

granular con una angiogénesis acelerada[51]. En otros experimentos in vivo 

realizados, los implantes de quitosano se integran en el tejido receptor y los 

resultados obtenidos indican un alto grado de biocompatibilidad y aceptación 

tisular para los diferentes modelos de aplicación[51]. 

En unos estudios donde utilizaron quitosano con fosfatos de calcio, tuvieron muy 

buenos resultados comparados con otras investigaciones, en el cual  se logró una 

mejor integración del implante con el uso de fosfatos de calcio en el quitosano y se 

logró evitar el rechazo por la generación de productos citotóxicos, generándose de 

esta manera una mejor regeneración ósea [74, 75]. 
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Los resultados de los trabajos experimentales recogidos en este proyecto han 

dado lugar a las siguientes conclusiones, que se presentan divididas en función de 

los capítulos. 

 
1. CONCLUSIONES DE LA PREPARACIÓN DE APATITA ENRIQUECIDA CON 

ESTRONCIO 

- Se ha logrado la obtención de la apatita en una sola fase a 600ºC. 

 

- En el calentamiento a 600ºC se logra obtener las muestras libres de 

impurezas. 

 

- Se ha funcionalizado la hidroxiapatita con iones Sr. Es posible la preparación 

de sistemas monofásicos con un contenido en estroncio de hasta el 20%. 

 

- Hubo un aumento en los parámetros de celda, lo que confirma que el Sr se ha 

introducido en la estructura de la hidroxiapatita en todos los casos. 

 

- El Sr aumenta el tamaño del cristal de la apatita en dosis del 5% de Sr a 971Å 

y del 10% de Sr a 1045Å.  

 

- Hay un aumento del diámetro de partícula en dosis del 5, 10 y 15% de Sr. 

 

- La sustitución de Sr en la apatita no aumento su dureza. 

 

- No se observaron niveles de citotoxicidad en el MTT de osteoblastos en 

ninguna de las formulaciones estudiadas, alcanzando la viabilidad celular 

valores superiores al 82 % con respecto al control a 1, 2, 7, 14 y 21 días de 

estudio según cada caso. Comparando los resultados del MTT de 

osteoblastos, con los resultados obtenidos con osteosarcomas, se puede ver 

que hay un aumento en la viabilidad celular, lo que puede llevar a pensar que 

el Sr en la apatita logra que se obtenga una mejor viabilidad en el caso de los 

osteoblastos. 
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- En el ensayo  con rojo de alizarina se detectaron fenómenos de mineralización 

en la totalidad de las muestras de cultivos de osteoblastos y en la totalidad de 

las muestras de MSC mantenidas con medio de cultivo osteoinductor. En el 

caso de las muestras con células MSC en medio no osteoinductor, se han 

detectado también fenómenos de mineralización en todos los cultivos 

sembrados sobre los sistemas experimentales, pero no en los sembrados 

sobre el control negativo, por lo que puede asociarse este fenómeno a las 

características de dichos sistemas. Los fenómenos de mineralización se 

presentan independientemente de la cantidad de estroncio, si bien en la 

formulación del 20% de Sr son menos intensos.  

 

- En el ensayo con OXTERIX se detectaron fenómenos de diferenciación en la 

totalidad de las muestras de cultivos de HOb y en la totalidad de las muestras 

de MSC mantenidas con medio de cultivo osteoinductor. En el caso de las 

muestras con células MSC en medio no osteoinductor, se han detectado 

también fenómenos de mineralización en todos los cultivos sembrados sobre 

los sistemas experimentales, pero no en los sembrados sobre el control 

negativo, por lo que puede asociarse este fenómeno a las características de 

dichos sistemas. Los fenómenos de mineralización se presentan 

independientemente de la cantidad de estroncio, si bien en las formulaciones 

del 5 y 10% de Sr se presenta una mayor intensidad.  

 

- En el ensayo con RUNX2 se detectaron fenómenos de difwrenciación en la 

totalidad de las muestras  de cultivos de HOb y en la totalidad de las muestras 

de MSC mantenidas con medio de cultivo osteoinductor. En el caso de las 

muestras con células MSC en medio no osteoinductor, se han detectado 

también fenómenos de mineralización en todos los cultivos sembrados sobre 

los sistemas experimentales, pero no en los sembrados sobre el control 

negativo, por lo que puede asociarse este fenómeno a las características de 

dichos sistemas. Los fenómenos de mineralización se presentan 

independientemente de la cantidad de estroncio, si bien en las formulaciones 

del 5, 10 y 15% de Sr se presenta una mayor intensidad. 
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2. CONCLUSIONES DE LA PREPARACIÓN DE LACTATO DE QUITOSANO 

 

- Con la RMN se pudo calcular la sustitución de ácido láctico en el quitosano, 

con la cual se obtuvo una sustitución más alta del 70% para la muestra 

calentada a vacío a 100ºC con respecto al lactato de quitosano  que esta sin 

calentar. 

 
- Se observa en el análisis de solubilidad  que el lactato de quitosano es 

hidrofílico e higroscópico ya que inicialmente aumenta su peso a medida que 

pasa el tiempo y que el lactato de quitosano calentado a vacío a 100°C está 

entrecruzando, ya que hubo un aumento en la menor pérdida de peso con 

respecto al lactato de quitosano que esta sin calentar.  

- En el análisis de solubilidad del lactato de quitosano calentado a vacío a 200ºC 

se observa que la muestra se mantiene en estado sólido más de 21 días, 

donde se ha mantenido su peso ya que no baja del peso inicial.   

 

- En el MTT que se hizo con osteosarcomas, hay una viabilidad celular superior 

al 84% con respecto al control a 1, 2, 7, 14 y 21 días, lo que indica que el 

lactato de quitosano calentado a 200°C no es citotóxico. 

 
 
3. CONCLUSIÓN FINAL 

Las apatitas sustituidas con el  0, 5, 10, 15 y  20% de Sr por Ca, han sido 

obtenidas sin la presencia de fases secundarias. Una sustitución del 5% de Sr por 

Ca, es la composición más eficaz para fines de mineralización. Según las 

propiedades que presenta el lactato de quitosano calentado a 200°C, se puede 

decir que puede cumplir con las funciones de matriz extracelular donde las células 

pueden crecer y proliferar.  
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APENDICE. TÉCNICAS Y MÉTODOS 

 

TECNICAS Y MÉTODOS UTILIZADOS EN LA SINTESIS Y CARACTERIZACIÓN 

DE LAS APATITAS DE CALCIO/ESTRONCIO 

 

Para la síntesis de apatitas de Calcio/Estroncio se utilizaron los reactivos 

mostrados en la tabla 1. 

 

 

Tabla 1. Reactivos utilizados en la síntesis de apatitas de Calcio y estroncio  

 

Para la síntesis de las apatitas, primero se hizo una solución de acetato de calcio 

hidratado y/o de acetato de estroncio. Luego se hizo una solución de fosfato de 

amonio dibásico y cuando se disolvió se agregó gota a gota a la solución de 

acetato de calcio y/o la de acetato de estroncio. 

Después que se agregó la solución de fosfato de amonio dibásico a la solución de 

acetato de calcio hidratado y/o de acetato de estroncio se dejó agitando a una 

velocidad de agitación de 600 RPM a una temperatura de 25°C durante 7 horas, 

luego se aumentó la temperatura a 40°C a una velocidad de 680RPM durante 17 

horas. Después se hizo otro incremento de temperatura a 75°C a una velocidad de 

780 RPM durante 7 horas, luego se filtró, se lavó con agua desionizada, se volvió 

a filtrar y se dejó en un horno a 60°C durante 16 horas, luego se aumentó la 

temperatura a 100°C durante 17 horas y finalmente se hizo la caracterización de 

las apatitas (ver figura 1)  

 

 

 

 

Nombre Formula Proveedor Pureza (%) 

Acetato de Calcio 
hidratado 

C4H6CaO4•xH2O Aldrich 99 

Fosfato de Amonio 
Dibásico 

H9N2O4P Fluka 99 

Acetato de Estroncio C4H6O4Sr Aldrich 99.995 
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Figura1. Síntesis de apatitas de calcio/Estroncio 

 

Para ver qué resultados se obtenían al sintetizar apatitas con proporciones altas 

de Acetato de Ca y de Acetato de Sr, se hizo la siguiente elección inicial:  

 

Proporciones Acetato 
de Ca   (%) 

Proporciones Acetato  
de Sr (%)  

100  0 

80  20  

50  50  
20 80  
0 100 

 
Tabla 2. Proporciones de Acetato de Ca y de Acetato de Sr 
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Molino Rotatorio: 
 
Después de que se sintetizo la hidroxiapatita y la apatita enriquecida en Sr, se 

introdujo  cada material en un molino rotatorio durante 5 horas a una velocidad de 

290 RPM. Después se colocó a secar cada muestra en un horno a 60ºC durante la 

noche.  

 

Reflexión total atenuada (ATR): 

 

El ATR es una técnica de muestreo utilizada en el IR, la cual se produce cuando 

una radiación infrarroja entra en un cristal de diamante ATR transmisor y de alto 

índice de refracción[1]. El cristal está diseñado para permitir una reflexión interna 

total que crea una onda evanescente sobre la superficie del cristal. Esta onda se 

extiende a la muestra que se mantiene en contacto íntimo con el cristal, 

registrándose el espectro de infrarrojo de la muestra. 

Las muestras Sr apatita se colocan en la parte superior del cristal y se presionan 

hacia abajo para tener un buen contacto ya que el haz de IR recoge una señal que 

pasa unas pocas micras en la muestra antes de que se refleja.   

Los espectros de infrarrojo por Transformada de Fourier han sido registrados en 

un espectrómetro Perkin Elmer Spectrum One, con una resolución de 4 cm-1. 

   

Parámetros utilizados: 

Rango de Inicio: 4000 cm-1 

Rango final: 650cm-1 

Tipo de escaneado: Background 

Número de escáneres: 16 

Resolución: 2 
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Microanálisis 

El microanálisis es una técnica para análisis elemental, que realiza desde un 

análisis cualitativo, comprobando la existencia de un solo elemento, hasta un 

análisis cuantitativo de carbono, hidrógeno, nitrógeno y azufre permitiendo 

determinar homogeneidad y pureza para la identificación de la propia muestra[2]. 

Se utiliza para las mediciones:  

- Un analizador leco-932 

- Una balanza mettler toledo ultra micro umx2 

Condiciones de las muestras:  

- Estado físico: Se analizaron muestras sólidas. 

- Cantidad de muestra: Entre 10 y 20 mg. 

- Homogeneidad: Debido a que la cantidad de muestra empleada en los análisis 

fue muy pequeña, ésta fue representativa de la sustancia a analizar, para 

garantizar la homogeneidad y estabilidad de la muestra. 

- Manipulación de la muestra: Para garantizar la calidad de la pesada; las 

muestras sólidas se pulverizaron bien hasta que quedo un polvo fino. 

Para este proyecto se utilizó el microanálisis en % para confirmar la presencia de 

carbono, hidrogeno y nitrógeno en las muestras.  

Difracción de Rayos x (DRX):  

La difracción de Rayos X es una técnica no destructiva muy útil para la 

caracterización estructural de los materiales. En ella un haz de rayos X 

monocromático incidente se desvía de su dirección original por interacción con el 

material irradiado[3].  

Esta técnica se basa en la relación establecida por Bragg entre el ángulo de 

incidencia de la radiación (θ), su longitud de onda (λ) y la distancia entre planos 

cristalinos del material[3]. 
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Las mediciones se hicieron  en un equipo Bruker D8 Advance dotado de una 

fuente de rayos X con blanco de cobre, con espejo de Göbel (haz paralelo), 

pudiendo trabajar con un detector de centelleo o Vantec. 

El tipo Vantec es un detector de posición que ofrece una alta sensibilidad para un 

tiempo de medida muy corto permitiendo el análisis in situ de reacciones o 

transiciones de fases cristalinas[3]. 

 El método utilizado es el de polvo policristalino. Los ensayos pueden realizarse en 

el intervalo de ángulos de 2θ≥1 (WAXS).  

El equipo dispone de una cámara de temperatura que permite estudiar los 

cambios en la estructura cristalina de un material tanto en condiciones isotérmicas 

como en condiciones dinámicas en un intervalo de temperatura que va desde -

80ºC hasta 250ºC. 

Con este dispositivo el intervalo de ángulos en los se puede realizar los ensayos 

es de 2θ≥3º.  

Parámetros utilizados: 

Rango de ángulos (2θ) = 5 – 60 

Velocidad: 0.2 – 0.5 seg 

Incremento: 0.024º = 40 puntos 

 
Parámetros de celda 

 

El parámetro de red hace referencia a la distancia constante entre las celdas 

unitarias en una estructura cristalina. Las estructuras o redes en tres dimensiones 

generalmente tienen tres parámetros de red, a, b y c. Sin embargo, en el caso 

especial de redes cúbicas, todos los parámetros son iguales, con lo cual nos 

referimos a ellos como a. Del mismo modo, en las estructuras cristalinas 

hexagonales, los parámetros a y b son iguales, por lo que únicamente se 

considera a y c [4]. 

Los parámetros de celda teóricos son a = 0.9418 y c = 0.6884 nm [4]. 
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Se hicieron mediciones para hallar los parámetros de celdas a y c de cada 

muestra calentada a 600°C mediante DRX. 

 

Tamaño del Cristal 

 

El tamaño del cristal, se calcula con la ecuación de Debye-Scherrer [5-7]: 

 

  
   

       
 

 

Donde  

d: Es la dimensión cristalina. 

K: Es la constante de Scherrer (K=0,9). 

w: representa el ancho total a la mitad del valor máximo (FWHMs). 

 λ :Es la longitud de onda de difracción (1,5405 Å). 

θ: Es el ángulo de difracción (002) hkl[6]. 

 

Análisis termogravimétrico (TGA) 

Para el análisis termogravimétrico (TGA) se utilizó un equipo de TA-Q500 de TA 

Instruments. A este equipo está acoplado un analizador de masas de Pfeiffer 

Vaccum ThermoStar que permitió analizar los productos de descomposición de la 

muestra.  

El TGA se define como la técnica en la cual se mide la variación de masa de una 

muestra frente al tiempo o a la temperatura, mientras se somete a un programa de 

temperatura controlado en una atmósfera específica[8]. 

El TGA permite detectar procesos en los que se produce una variación de masa 

tales como: descomposición, sublimación, reducción, desorción, adsorción, etc[8]. 

Esta técnica fue muy útil para observar la descomposición térmica de los 

materiales, ya que las descomposiciones ocurrieron a temperaturas muy 



217 
 

separadas donde se puedo calcular la pérdida en porcentaje de masa en distintas 

temperaturas de descomposición. 

Para este proyecto se utilizó un programa de temperatura isotermo, el cual 

mantuvo la temperatura constante durante un tiempo determinado. 

La atmósfera en la que se realizaron las medidas fue nitrógeno (N2). 

En el TGA se analizaron muestras sólidas en polvo. La cantidad de muestra que 

se analizó en el TGA fue entre 7 a11 miligramos aproximadamente.  

Parámetros utilizados 

Rampa: 10ºC/min 

Isoterma: 900 

Atmosfera: N2 de 50 ml min-1 

Microscopio electrónico de Barrido de alta resolución con filamento de 

Emisión de Campo (FE-SEM)   

El Microscopio electrónico de Barrido de alta resolución con filamento de Emisión 

de Campo (FE-SEM), permite el estudio y caracterización de muestras 

con  detalles muy pequeños, de unos pocos nanómetros. 

Este microscopio debe  funcionar siempre en alto vacío y las muestras deben 

estar secas para el análisis. 

El microscopio está equipado con 4 detectores, lo que permite realizar imágenes 

de electrones transmitidos (en campo claro y campo oscuro), de electrones 

secundarios y de electrones retrodispersados; así como también, combinaciones 

de éstos dos últimos. Los electrones retrodispersados y los secundarios son 

recogidos por un contador de centelleo que emite un pulso de luz a la llegada del 

electrón. La luz emitida es reconvertida a una señal eléctrica y ampliada por el 

fotoamplificador que pasa a un vídeo amplificador y posteriormente a la 

pantalla[9]. 
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Este microscopio puede lograr una alta resolución en la imagen a un voltaje ultra 

bajo de sólo 1,3 nM a 1,0 kV,  el control total de corriente de la sonda de 1 pA a 

más de 5NA; permite la observación de especímenes sensibles[9].  

Se utilizó un FE-SEM Hitachi SU8000, con el cual  se analizó la morfología de la 

superficie de los materiales.  

Como las muestras de apatita y apatita enriquecida con estroncio son 

conductoras, no se necesitó metalizar ya que no presentan restricción alguna en 

cuanto a las condiciones de medida [9]. 

El FE-SEM nos permitió ver la adhesión celular. Para este caso se metalizaron las 

muestras con oro paladio antes de verlas por el FE-SEM.  

El FE-SEM dispone de un sistema de microanálisis  por energías dispersivas de 

rayos X (EDAX) marca Bruker modelo Quantax 200, el cual detecta los rayos x 

generados permitiendo realizar un análisis espectrográfico de la composición de la 

muestra. Este tiene unos detectores SDD que pueden alcanzar desde 10.000 

hasta 100.000 recuentos por segundo[9].  

Para este proyecto se hizo EDAX en 3 puntos diferentes de cada muestra para el 

análisis elemental  de Sr, C, Ca, P y O.   

 

Plasma Acoplado Inductivamente (ICP) 

 

El Plasma Acoplado inductivamente es una técnica que permite medir elementos 

metálicos y semimetálicos. Se basa en la vaporización, disociación, ionización y 

excitación de los diferentes elementos químicos de una muestra en el interior de 

un plasma[10].   

Durante el proceso de desexcitación de los átomos neutros e iones en el interior 

de un plasma, se producen las emisiones de radiación electromagnética en la 

zona del UV-visible. Estas radiaciones, características de cada elemento, se 

separan en función de su longitud de onda y finalmente se mide su intensidad. La 
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selección de la longitud de onda nos permite determinar el metal cualitativamente, 

mientras que la intensidad de la radiación emitida nos proporcionará la información 

para poder cuantificarlo[10]. 

Procedimiento para la medición: 

La muestra vegetal fresca se limpia con un detergente suave, se lava con agua 

corriente y finalmente con agua destilada.  

Se coloca en bandeja en una estufa a 70º C durante 24 horas hasta desecación 

total. Posteriormente, se tritura la muestra para que quede pulvurulenta.  

Se pesa 1 gramo de la muestra triturada y se agrega a un matraz de ataque de 

100 cc.; se añaden 10cc. de ácido nítrico concentrado y se deja un mínimo de 5 

horas para que se ataque en frío ; se continua el ataque en baño caliente de arena 

a una temperatura de unos 100º C , una vez se ha desprendido los vapores 

nitrosos ( color marrón denso), cuando toda materia orgánica ha quedado 

destruída y el líquido queda transparente se retira del baño y se dejan enfriar los 

matraces. 

Una vez fríos se añaden 2 cc. de ácido perclórico y se colocan de nuevo los 

matracas en el baño a una temperatura aproximada de unos 200º C ; empezarán 

a desprenderse vapores blancos densos de perclórico y cuando cesan de 

desprenderse y el líquido está transparente e incoloro pero con una sedimentación 

en el fondo del matraz, se retiran del baño. 

A continuación se agrega a los matraces agua destilada muy caliente para facilitar 

la disolución del precipitado y se calienta en mechero agitando continuamente 

para su disolución total. 

Se coloca un matraz de 50cc y sobre él un embudo de papel de filtro, se pasa 

agua caliente para humedecer el papel y lavar los matraces, agua que 

inmediatamente se desecha. 
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A continuación se filtra sobre dichos matraces, procurando lavar los matraces de 

ataque con el agua caliente al menos cuatro veces. Se enrasa el matraz de 50cc y 

la muestra para análisis. 

En este extracto es donde se determinó el P, Ca y el Sr. 

Se utilizó un equipo Espectrómetro de emisión por plasma ICP, marca Perkin-

Elmer modelo 4300 DV 

Con los resultados obtenidos por ICP (mg/Kg de Ca, Sr y P),  se pudo llegar a las 

siguientes ecuaciones: 

Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr; 100% acetato de Ca: 

Peso molecular Ca = 40.078 g/mol  

Peso molecular Sr = 87.62 g/mol 

Peso molecular P = 30.9738 g/mol 
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Ca10-x (HPO4)X (PO4)6-X (OH)2-X   

Ca9 (HPO4) (PO4)5 (OH)  

 

Muestra sintetizada con el 0% de acetato de Sr; 100% acetato de Ca 

calentada a 600ºC: 

 

      

      
                      

 
        

       
                       

 
       

        
      

          

                      

Numero de átomos de Ca: 
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7697.21 9 

7697.21          x 

x=9 

 

Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr; 95% acetato de Ca calentada 

a 600ºC: 

 
        

      
                      

       

     
                     

 
        

       
                     

 

             

                                    

Numero de átomos de Ca: 

            

                       

         

Numero de átomos de Sr: 

            

                        

         

Relación Ca + Sr: 

Ca8.41Sr0.59 
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Muestra sintetizada con el 10% de acetato de Sr; 90% acetato de Ca 

calentada a 600ºC: 

 
        

      
                      

 
       

     
                     

 
        

       
                     

 

             

                                  

Numero de átomos de Ca: 

           

                        

       

Numero de átomos de Sr: 

            

                        

         

Relación Ca + Sr: 

Ca7.93Sr1.07 

  
Muestra sintetizada con el 15% de acetato de Sr; 85% acetato de Ca 

calentada a 600ºC: 
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Numero de átomos de Ca: 

           

                           

       

Numero de átomos de Sr: 

           

                       

   1.54  

Relación Ca + Sr: 

Ca7.46Sr1.54 

 

Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr; 80% acetato de Ca 

calentada a 600ºC: 
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Numero de átomos de Ca: 

           

                        

    

Numero de átomos de Sr: 

 

           

                       

  2 

Relación Ca + Sr: 

Ca7 Sr2 

 

Muestras elegidas para ver la liberación de Ca y Sr: 

 

Muestra sintetizada con el 20% de acetato de Sr; 80% acetato de Ca 

calentada a 600ºC: 

 
       

       
                     

 
 
   

      
                     

 

       +          = 8.9137 

Ca: 

8.9137 → 10 

        →  X 

X = 9.9987 
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Sr: 

8.9137 → 10 

       →  X 

X = 0.0012 

Relación Ca + Sr: 

Ca9.9987 (Sr) 0.0012  

 

Muestra sintetizada con el 5% de acetato de Sr; 95% acetato de Ca calentada 

a 600ºC: 

     

       
                     

 
    

      
                      

 

       +          = 7.736 

Ca: 

7.736→ 10 

        →  X 

X = 8.5439 

Sr: 

7.736→ 10 

        →  X 

X = 1.4560 

Relación Ca + Sr: 

Ca8.54(Sr)1.46  
 

Los resultados de ICP muestran que hay algo de liberación de Sr. Lo que puede 

confirmar la disminución en el MTT en las 24 y 48 horas (ya cuando pasan los días 

que hay más liberación de Ca y Sr aumenta la viabilidad celular). 
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Picnómetro de Helio (Densidad Real) 

 

El Picnómetro de Helio es un equipo que permite medir la densidad real (skeletal 

density) de materiales de polvo fino, pellets o sólidos monolíticos ó fragmentados 

mediante el desplazamiento de gas Helio[11]. 

 

El rango de medida del equipo está comprendido entre 0,01 cm3 y 350 cm3. 

Antes de hacer las mediciones se cogió cada muestra y se trituro bien hasta que 

quedara en un polvo fino, luego se introdujo en un cubilete y luego al picnómetro. 

Se utilizó un picnómetro de helio AccuPyc 1330.  

Parámetros Utilizados: 

Cantidad de Muestra: 0.20 g 

Purgas: 10 

Presión: 19.500 

 

Método de Arquímedes (Densidad aparente)  
 
La densidad por Arquímedes (densidad aparente) se refiere a que todo cuerpo 

sumergido en el seno de un fluido, sufre una fuerza ascendente (empuje) cuyo 

valor es igual al peso del fluido desalojado por el cuerpo[12-14]. 

Para hacer las mediciones se colocó en el plato de la balanza un vaso con agua 

desionizada, donde se sumergió cada muestra sin producir derramamiento de 

agua. Luego se taro la balanza con el vaso con agua (se colocó en cero la balanza 

en estado de carga). Finalmente se introdujo la muestra en el agua y se determinó 

su densidad. 

Medición de la densidad: 

Cuando se colocó el vaso de agua sobre la balanza de un solo platillo y se 

sumergió cada muestra en él, el agua ejerció un empuje E sobre la muestra. 

Según el principio de Arquímedes, el módulo de este empuje es[14]: 
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E= Empuje 

ρ= Densidad 

V= Volumen 

g = Gravedad 

m = Masa 

 

Según la tercera ley de Newton de acción y reacción, la muestra reaccionará 

sobre el agua y el vaso con una fuerza igual y opuesta. Es decir, cuando se 

sumergió la muestra en agua, la balanza incremento su valor en una magnitud 

igual a mE [14]: 

 

     
 

 
                    

        

          
           

  

Se despeja y se obtiene la densidad: 

            
        

  
          

 

Densidad en % 

La densidad en % se calculó en función de la densidad aparente y la densidad 

real[15], de la siguiente manera: 

 

            
                 

             
       

 

Medición de la Porosidad  

La porosidad se calculó en función de la densidad en %:                              [15] 

Porosidad  = 100  - (% Densidad)                                                                   [16] 

Por ESEM se pudo ver la porosidad. 
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Prueba de dureza Vickers 

 

El principio básico del ensayo de dureza Vickers, es observar en  la muestra su 

capacidad de resistir a la deformación plástica de una fuente estándar[17].  

El penetrador tiene forma de pirámide regular de base cuadrada. 

El penetrador incide perpendicularmente sobre la superficie de la muestra a 

ensayar bajo la acción de una carga constante y a una velocidad controlada.  

La dureza se debe a dos efectos: elásticos y plásticos[17]. 

La dureza se define como la presión media ejercida sobre el área de contacto del 

penetrador con la superficie de la muestra cuando la carga está aplicada y el 

penetrador en reposo[17]. 

La dureza se calcula mediante la siguiente ecuación[17]: 

MH = 2 sen 68º P/d2    

Sus unidades son en MPa = N/m2  x 106 

P = Fuerza 

d = Deformación 

La fuerza del indentador fue de 100 Pondios (P) 

100 P= 9.618 Newtons (N)[17] 

Se le hizo la prueba de dureza Vickers a 4 pastillas de cada muestra calentada a 

600ºC. Se midió 5 indentaciones por pastilla. 

 

%B-TCP  y %HA 

Se midió el %B-TCP de las muestras calentadas a 1000°C y el %HA de las 

muestras calentadas a 600°C analizando el perfil completo del patrón de difracción 

de rayos X por el métod Rietveld para obtener la ecuación que resulta en casa 

muestra[7]. 

 

Técnica Coulter  

La técnica Coulter de dispersión de luz, nos permite la medición del tamaño de la 

partícula en µm. Esta técnica se basa en partículas iluminadas que sirven a las 

fuentes de radiación secundaria y se relaciona con su tamaño. Cuando el tamaño 

de partículas en suspensión es muy pequeño con respecto a la longitud de onda 
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de la luz, o cuando el índice de refracción de las partículas está muy cerca al 

medio, las ecuaciones de Rayleigh y Gans pueden ser utilizadas[18, 19]. 

Cuando las partículas son esféricas e intrínsecamente isotrópicas  se debe recurrir 

a la teoría de Mie que es una técnica muy compleja. Gracias a los ordenadores 

electrónicos, la medición del tamaño de la partícula ha sido más fácil y varias 

tabulaciones de las funciones de Mie se han podido utilizar[18, 19]. 

Si el sistema de dispersión de luz no es monodisperso, es decir, no todas las 

partículas son del mismo tamaño, el tamaño de partícula obtenido representará un 

valor medio, relacionado pero no idéntico con el tamaño de partícula Peso- 

Promedio. Estos promedios están obligados a diferir con las formas de las 

partículas, la distribución del tamaño de partícula y el grado de no isotropía[18, 

19]. 

Las medidas se tomaron en un equipo Coulter LS230. 

Parámetros Utilizados: 

Cantidad de muestra: 200mg en 20 ml de agua destilada. 

Eluyente: Agua destilada/Etanol 

Densidad muestra: 1.01 

 

Área de Superficie Específica (SSA) 

 

Para medir el área de superficie específica se utilizó un Micromeritics ASAP 2020. 

Antes de las mediciones, todas las muestras se insertaron en la célula en forma de 

polvo y se activaron a vacío (presión residual b10-3 Torr) a temperatura ambiente 

durante 12 h con el fin de eliminar los contaminantes atmosféricos adsorbidos.  

Para la determinación de SSA, los datos se analizaron con el modelo de BET. 

Este se basa en la adsorción de un gas inerte a baja temperatura sobre una 

superficie sólida, y permite evaluar la superficie total de la muestra[6, 20]. El 

cálculo se realiza mediante la siguiente ecuación[20]:  
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Dónde: 

 

    Es la cantidad de gas adsorbido a la presión P. 

Vm: Es la cantidad de gas adsorbido cuando toda la superficie está cubierta por 

una capa monomolecular del gas. 

C: Es una constante. 

P0: Es la presión de saturación del gas. 

Condiciones  del Análisis:   

Temperatura desgasificación: 100ºC  durante 1200min. 

Isoterma mesoporosa de adsorción N2 y área BET para todas las muestras. 

 

Análisis de Integridad  

 

El análisis de integridad se hizo para ver si las muestras se mantenían en PBS o si 

se degradaban. Esto se realizó antes de los ensayos celulares. Se seleccionaron 3 

muestras y se puso cada muestra en 30cm de PBS y se les hicieron mediciones 

del peso durante 20 días. Se midió el peso en la mañana y en la tarde del primer 

día y luego cada día hasta el día 20. 

 

Determinación del pH de las muestras: 

 

Para medir el pH de las muestras se utilizó un pH-metro Crison GLP 2. Se calibró 

el electrodo del pH-metro utilizando primero un tampón pH 4, 0 y luego uno de pH 

7,0.  

Cuando ya estuvo calibrado el pH-metro, se colocó el electrodo de pH en cada 

disolución, se esperó un tiempo hasta que se estabilizo el pH.  

 

Pirolizador: 

 

Después de la caracterización de cada muestra, se decidió un calentamiento a 

600ºC, antes de hacerlo, se tomó unos trozos de cada muestra y se trituraron 

hasta que quedaron en polvo fino, después se introdujo cada muestra bien 

esparcida hasta llenar la mitad de cada alúmina crucible y se hizo cada 
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calentamiento en un horno pirolizador a una temperatura constante de 600ºC 

durante 5 horas a una velocidad de 10ºC/min.   

Luego se cogieron otros trozos de cada muestra, se trituraron bien hasta que 

quedo cada muestra en polvo fino y se hizo un calentamiento a 1000°C de cada 

muestra. 

 

Para los ensayos celulares se tomó 25g de cada muestra y se le añadió 25ml de 

agua desionizada, luego se agregó 25ml de agua desionizada a un mortero de 

ágata y 5% de tween 80, se trituro y se introdujo en un horno a 60ºC hasta que 

estuvo bien seco. Después se trituro cada muestra y se hicieron 21 pastillas de 

0.2g, las cuales se introdujeron en grupos de 6 en una alúmina crucible al 

pirolizador donde se hizo primeramente una rampa de calentamiento a 400ºC 

durante una hora a una velocidad de 2ºC/min y otra a 600ºC durante dos horas a 

una velocidad de 10ºC/min. 

 

Microscopio invertido de contraste de fases Nikon ECLIPSE modelo TS100: 

El microscopio invertido de contraste de fases Nikon ECLIPSE modelo TS100, es 

un microscopio utilizado actualmente a nivel científico ya que permite observar 

células vivas. 

Nikon tiene un modelo binocular TS100 y un modelo triocular TS100-F el cual 

viene con un puerto de fotografía que acepta la línea de cámaras digitales Digital 

Sight, los sistemas microfotográficos series FX-III o cámaras CCTV. 

Tanto el TS100 como el TS100-F aceptan el aditamento de Epí-fluorescencia, el 

cual se ha convertido en un accesorio requerido para varias aplicaciones.  

Este microscopio tiene una unidad externa de contraste de fases de intensidad 

completa. Con este sistema, un anillo de fases es incorporado al cuerpo del 

microscopio en lugar de incorporarlo al objetivo, permitiendo el uso de objetivos 

especializados sin anillos de fase que permite la captura de imágenes de alta 

calidad. 
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Ya que no hay perdida de intensidad debido al anillo de fase, se pueden capturar 

con intensidad completa imágenes fluorescentes, confocales e imágenes TIRF 

usando el mismo objetivo así como brindando observación de contraste de fases. 

Todos los cubos estándar de Nikon (más de 35 cubos en lista) se pueden colocar 

en este aditamento, el cual soporta dos cubos. Una tercera posición con un 

bloqueador de luz automático permite la transición a campo claro o contraste de 

fases. 

 

ENSAYOS CELULARES 

 

Los ensayos celulares se hicieron en el laboratorio de Células del Instituto de 

Ciencia y Tecnología de Polímeros del CSIC y la Unidad de Investigación Clínica y 

Biopatología Experimental del Hospital Provincial de Ávila. 

 

Ensayos celulares hechos en el laboratorio de Células del Instituto de 

Ciencia y Tecnología de Polímeros del CSIC: 

 

PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD 

 

Medida de la viabilidad celular utilizando el ensayo de MTT (ensayo 

indirecto) 

 

El reactivo MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazolium)), es transformado 

a azul formazan por la deshydrogenasa mitocondrial. Esta enzima solamente está 

presente en células vivas, por tanto el color azul que aparece es proporcional al nº 

de células viables[21]. 

Este ensayo se utilizó para estudiar el efecto de los productos que la apatita y las 

muestras de apatita enriquecida con Sr pueda liberar cuando está en contacto con 

medio de cultivo fresco (productos de degradación, monómero residual, etc.[22]). 

Se hizo un MTT a las muestras con Osteosarcomas para mirar si los materiales 

presentan citotoxicidad antes de trabajar con osteoblastos. 

Antes del análisis, se colocaron dos pastillas de cada material a esterilizar en 

óxido de etileno, como el estudio es para osteosarcomas, se utilizó un medio SEMI 
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fresco y estéril con una composición de 1%  de Penisilina/ Estreptomicina, 1% de 

NEA (Aminoácido esencial), 2% de L Glutamida (200mMol).  Se pusieron 5 ml de 

este medio a cada material. Luego se tomaron dos tubos y se puso 5 ml de medio 

SEMI a cada tubo que se llamó control (C). Se dejaron las muestras y el control a 

37ºC y en agitación.  

A determinados intervalos de tiempo (1, 2, 7, 14 y 21 días) se retiró este medio 

que es lo que se conoce como “eluyente”, se congelo y se repuso con medio SEMI 

fresco. Cuando se tuvieron los eluyentes a los diferentes tiempos se comenzó el 

protocolo siguiente: 

 

1. Primer día: 

 Se sembraron 9 x 104 celulas/mL en una placa de 96 pocillos. Una de las 

columnas quedo libre para servir de blanco. 

 Se Tripsinizo 3 frascos, que fueron los necesarios para obtener la 

densidad indicada, (frasco de 75 cm3 necesita como 4 ml de tripsina-

edta). Se dejó 5 min a 37 ºC. Cuando estuvieron levantadas se neutralizo 

la tripsina con 4 ml de medio fresco. 

 Se Centrifugo a 3000 rpm durante 10 min. 

 Se eliminó el sobrenadante. 

 Se  añadió 1 ml de medio fresco completo con fibroblastos humanos 

(FBH).  

 Se contó las células levantadas utilizando cámara de Neubauer y Trypan 

Blue que tiñe de azul aquellas células que estén vivas, o el contador 

automático de Invitrogen. 

 Se colocó 100 l de suspensión de células en cada pocillo y se incubo 

durante 24 horas a 37ºC. 

2. Segundo día: 

 Se eliminó el medio de los pocillos una vez transcurridas las 24 horas. Se 

Colocó en cada pocillo 100l de los eluyentes correspondientes medio 

semi a una fila (previamente descongelados y filtrados). 

 Se incubo a 37ºC durante 24 h. 
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3. Tercer día: 

 Se preparó una disolución de MTT en PBS: 0.050 g de MTT en 10 ml de 

PBS. 

 Se diluyo este MTT al 10% en medio  semi fresco. 

 Se retiró los eluyentes de los pocillos. 

 Se añadió 100 l de la disolución anterior a cada pocillo. 

 Se incubo durante 3 horas a 37ºC. 

 Se retiró el MTT y se añadió 100 l de dimetilsulfósido (DMSO), que 

disuelve los cristales de formazan en la mitocondria de la célula. 

 Se Leyó la absorbancia a 570 nm. 

Cuando se realizó la lectura, a los valores de absorbancia recogidos se les resto 

los valores obtenidos para el blanco y se relativizaron con respecto a los medidos 

para el control negativo, TMX, a partir de la formula siguiente[21]: 

 

      
         

   
       

 

Donde,  

DOS, DOB y DOC son las medidas de densidad óptica de la muestra, el blanco 

(MEM introducido en pocillos sin células) y el control [21]. Posteriormente se 

realizó una serie de análisis de la varianza (ANOVA-TUKEY) empleando el 

paquete estadístico Statistica™, con el fin de comparar los resultados obtenidos 

para las formulaciones problema con respecto a este control. 

 

Se hizo un MTT in vitro con células osteoblasticas derivadas de la línea celular 

humana de MG-63 a las muestras. Se sacaron los eluyentes del congelador hasta 

que estuvieron bien descongelados y se siguió el mismo protocolo anterior. 
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Ensayos celulares hechos en la Unidad de Investigación Clínica y 

Biopatología Experimental del Hospital Provincial de Ávila: 

 
Controles y Formulaciones:  

 

Como control negativo se utilizó Thermanox (TMX, Nunc) que son discos de 13 

mm de diámetro suministrados por Labclinics. 

Las muestras que se utilizaron fueron las sintetizadas con el 0, 5 10, 15 y 20% de 

Sr. 

Lineas Celulares 

Para los ensayos se utilizaron Osteoblastos fetales humanos, pase 6 (HOb; Health 

Protection Agency Culture Collections -HPAC- 406-05f) que se pueden observar 

en la figura 2. 

Se ha escogido este cultivo primario debido a las aplicaciones propuestas para 

este tipo de materiales. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 2. Osteoblastos humanos en cultivo (subcultivo 6) transcurridas 48 h desde 

su siembra, bajo microscopio invertido de contraste de fases (Nikon ECLIPSE 

TS100; 200X).  
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Células madre humanas aisladas de medula ósea, pase 4 (MSC) que pueden 

observarsen en la figura 3: 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Células madre humanas aisladas de medula ósea en cultivo (subcultivo 

4) transcurridas 72 h desde su siembra, bajo microscopio invertido de contraste de 

fases (Nikon ECLIPSE TS100; 200X). 

 

El mantenimiento de ambas líneas celulares se llevó a cabo realizando los pases 

antes de alcanzar el 80-90% de la confluencia, transcurrido un periodo de entre 4 

y 5 días después de realizar la siembra, utilizando para ello una disolución de 

tripsina (0,5 g/l) y ácido etilendiaminotetracético (EDTA; 0,2 g/l) en una solución 

salina balanceada de Hank, con el fin de liberar las uniones intercelulares y las de 

las células con la superficie de cultivo. 

 
Medios de cultivo y reactivos: 

 

Como medios de cultivo y reactivos se utilizaron los siguientes: 

• Medio de cultivo para osteoblastos, DMEM/F12 HAM con HEPES (SIGMA 

D8437), suplementado con penicilina/esteptomicina (SIGMA P0781) y suero fetal 

bovino  (10%, GIBCO 10270-106). 
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• Medio de cultivo no osteogénico para MSC, DMEM (SIGMA D6171) 

suplementado con L-glutamina (SIGMA), penicilina/esteptomicina (SIGMA P0781) 

y suero fetal bovino  (20%, GIBCO 10270-106). 

• Medio de cultivo osteogénico para MSC, MODM (Mesenchymal Stem Cell 

Osteogenic Differentiation Medium, SCIENCELL), suplementado con 25 ml de 

suero fetal bovino  (SCIENCELL, Cat. No. 0025), 5 ml de suplemento de 

diferenciación osteogénica para células madre mesenquimales (SCIENCELL, Cat. 

No. 7532-5) y 5 ml de una disolución de penicilina/estreptomicina (SCIENCELL). 

• Solución salina de Dulbecco tamponada con fosfato (PBS, SIGMA D8537). 

• Disolución de tripsina (0,5 g/l) y ácido etilendiaminotetracético (EDTA; 0,2 g/l) en 

una solución salina balanceada de Hank (Tripsina-EDTA; SIGMA). 

 

Ensayo 1: Rojo de Alizarina 

 

Con el objetivo de identificar los depósitos de calcio formados en cultivos in vitro 

de células de una línea de osteoblastos (HOb; tratamiento experimental 1) y en 

una estirpe indiferenciada (MSC), en medio no osteogénico (tratamiento 

experimental 2) y osteogénico (tratamiento experimental 3) se realizó una tinción 

con Rojo de Alizarina 40 mM pH 4,2 (Sigma). El Rojo de Alizarina es un marcador 

de primeras etapas (días 10–16 de un cultivo in vitro) de mineralización de matriz, 

fundamental en la formación de matriz extracelular calcificada. 

 

El protocolo que se siguió fue el siguiente: 

 

Se hizo una siembra de células utilizando el medio de cultivo completo fresco 

específico para cada uno de los tres tratamientos experimentales definidos, a una 

concentración de 5x104 células/ml, sobre las muestras (n=2) introducidas en 

placas de 24 pocillos (1 ml de concentrado de células/pocillo). 

Se realizó una incubación durante 15 días a 37 °C en una atmósfera con un 5% de 

CO2, cambiando el medio cada 3 días. 

Se retiró el contenido de los pocillos, añadiendo en su lugar el reactivo Rojo 

Alizarina. La biomineralización se evaluó transcurridos 15 días de cultivo, 

momento en el que se retiró el sobrenadante, fijando las células con formaldehido 
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al 4%. Posteriormente, las muestras fueron lavadas y teñidas con rojo de alizarina 

durante 20 minutos. Finalmente se lavaron con agua destilada para retirar el 

exceso de colorante. 

 

La observación se realizó en un microscopio Nikon ECLIPSE TS100, y la captura y 

análisis de las imágenes utilizando un sistema, asociado a dicho microscopio, 

constituido por un captor Nikon DS-Fi1 y un monitor Digital Sight DS-L2. 

 

Ensayo 2: Oxterix 

 

Con el objetivo de identificar los depósitos de calcio formados en cultivos in vitro 

de células de una línea de osteoblastos (HOb; tratamiento experimental 1) y en 

una estirpe indiferenciada (MSC), en medio no osteogénico (tratamiento 

experimental 2) y osteogénico (tratamiento experimental 3) se llevó a cabo otro 

ensayo utilizando como anticuerpo para marcadores osteogénicos Anti-

Sp7/Osterix (Abcam ChiP Grade ab22552). 

 

El protocolo que se siguió fue el siguiente: 

 

Se hizo una siembra de células utilizando el medio de cultivo completo fresco 

específico para cada uno de los tres tratamientos experimentales definidos, a una 

concentración de 5x104 células/ml, sobre las muestras (n=2) introducidas en 

placas de 24 pocillos (1 ml de concentrado de células/pocillo). 

 

Se realizó una incubación durante 15 días a 37 °C en una atmósfera con un 5% de 

CO2, cambiando el medio cada 3 días. 

Se retiró el contenido de los pocillos y se hizo lo siguiente: 

- Fijación: 1 ml formaldehido 4% (Panreac) por pocillo. 

- Incubación durante 1h a temperatura ambiente. 

- Lavado con PBS. 

- Permeabilización con TritonX (0,05% en PBS). 

- Incubación durante 20 minutos a 37ºC en agitación. 

- Adición del anticuerpo primario Osterix (dilución 1/500). 
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- Incubación durante 24h. 

- Lavados con PBS x4, 5 min. 

- Adición del anticuerpo secundario (en condiciones bajas de luz) anti-IL-6 

(Abcam ab6672). 

- Lavados con PBS x4, 10 min. 

 

La observación se realizó en un microscopio Nikon ECLIPSE TS100, utilizando el 

anillo de fase que viene con este microscopio, el cual permitió la captura de las 

imágenes fluorescentes con intensidad completa. 

 

Ensayo 3: Runx2 

 

Con el objetivo de identificar los depósitos de calcio formados en cultivos in vitro 

de células de una línea de osteoblastos (HOb; tratamiento experimental 1) y en 

una estirpe indiferenciada (MSC), en medio no osteogénico (tratamiento 

experimental 2) y osteogénico (tratamiento experimental 3) se llevó a cabo otro 

ensayo utilizando como anticuerpo para marcadores osteogénicos Anti-RUNX2 

(Sigma SAB1412668). 

 

El protocolo que se siguió fue el siguiente: 

 

Se hizo una siembra de células utilizando el medio de cultivo completo fresco 

específico para cada uno de los tres tratamientos experimentales definidos, a una 

concentración de 5x104 células/ml, sobre las muestras (n=2) introducidas en 

placas de 24 pocillos (1 ml de concentrado de células/pocillo). 

Se realizó una incubación durante 21 días a 37 °C en una atmósfera con un 5% de 

CO2, cambiando el medio cada 3 días. 

Se retiró el contenido de los pocillos y se hizo lo siguiente: 

- Fijación: 1 ml formaldehido 4% (Panreac) por pocillo. 

- Incubación durante 1h a temperatura ambiente. 

- Lavado con PBS. 

- Permeabilización con TritonX (0,05% en PBS). 

- Incubación durante 20 minutos a 37ºC en agitación. 
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- Adición del anticuerpo primario Anti-RUNX2 (10µg/ml). 

- Incubación durante 24h. 

- Lavados con PBS x4, 5 min. 

- Adición del anticuerpo secundario (en condiciones bajas de luz) anti-IL-6 

(Abcam ab6672). 

- Lavados con PBS x4, 10 min. 

 

La observación se realizó en un microscopio Nikon ECLIPSE TS100, utilizando el 

anillo de fase que viene con este microscopio, el cual permitió la captura de las 

imágenes fluorescentes con intensidad completa. 

TECNICAS Y MÉTODOS UTILIZADOS EN LA SINTESIS Y CARACTERIZACIÓN 

DEL LACTATO DE QUITOSANO 

Para la síntesis del lactato de quitosano se utilizaron los siguientes reactivos: 

 

Ácido Láctico:  

 

Ácido DL Láctico  

Ácido Propiónico 2-hidroxi  

Fórmula: C3H6O3  

Peso molecular: 90,08 g/mol 

Concentración: 90%  

(R08M068) (Acros)  

 

Quitosano de bajo peso molecular: 

 

Poli (D-glucosamina) 

Quitina desacetilada  
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Figura 4. RMN del Quitosano  
 

La obtención de las señales ( ) que se pueden observar en la figura 4, permitió 

calcular la fracción molar de unidades N-acetiladas (FA) de la siguiente forma: 

 

                                                                                           [23] 

 
 

 Picos Integración de cada pico 

a≈ 5.20     =18.19 

b≈ 4.65   =1.26 

c≈ 4.2-3.21   =5.06 

d≈ 3   =1.00 

e≈ 1.86   =1.61 

 
Tabla 3. Integración de cada pico en la RMN del quitosano 
 

 
Teniendo la integración de cada pico en la RMN del quitosano mostrados en la 

tabla 3, se reemplaza en la ecuación y se obtiene: 



243 
 

 
                                                                 

 

Para calcular el grado de desacetilación se utiliza la siguiente formula [23]: 

 

      

                  

0.80 X 100 = 80% 

Peso  molecular: 70 kDa  

(R12M112P1) (Aldrich)   

 

Estos materiales se adquirieron con el mayor grado de pureza. 

 

Materiales sintetizados en el laboratorio 

 

Para la síntesis del Lactato de Quitosano se aplicó el siguiente procedimiento: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Síntesis del Lactato de Quitosano 
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Como se muestra en la figura 5, al quitosano se le agrego una solución al 2% de 

ácido láctico y se dejó agitando sobre la noche. Al día siguiente se introdujo en un 

criostato. Al otro día se liofilizo y se cortó en trozos antes del tratamiento térmico a 

vacío. 

Reflexión total atenuada (ATR): 

Las muestras de lactato de quitosano se colocan en la parte superior del cristal y 

se presionan hacia abajo para tener un buen contacto ya que el haz de IR recoge 

una señal que pasa unas pocas micras en la muestra antes de que se refleje.   

Condiciones Utilizadas en el equipo: 

 

Rango de Inicio: 4000 cm-1 

Rango final: 650cm-1 

Tipo de escaneado: Background 

Número de escáneres: 16 

Resolución: 2 

Se le hizo un seguimiento a 3 trozos del lactato de quitosano calentados a 200ºC. 

Se introdujeron en 30cm de PBS y cada día se sacaron y se secaron en un horno 

a 37ºC para analizarlos por ATR y poder ver cuando la banda que esta alrededor 

de 1734 cm-1 correspondiente a los grupos carboxílicos desaparecía.    

 
Difracción de Rayos x (DRX):  

Se hizo una DRX a las muestras de lactato de quitosano siguiendo el mismo 

procedimiento que el de las apatitas.  

Análisis termogravimétrico (TGA) 

Se hizo un TGA para analizar los productos de descomposición de las muestras 

de lactato de quitosano. Se utilizó el mismo procedimiento que el de las apatitas. 
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En el TGA se analizaron muestras sólidas en polvo. La cantidad de muestra que 

se analizó en el TGA fue entre 3 a10 miligramos.  

Parámetros utilizados 

Rampa: 10ºC/min 

Isoterma: 600 

Atmosfera: N2 de 50 ml min-1
 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 

La resonancia magnética nuclear es una técnica que tiene como objetivo 

determinar la composición y microestructura de las cadenas poliméricas, tanto en 

solución como en estado sólido y el estudio de los mecanismos de polimerización 

y análisis morfológico de las macromoleculas[21, 24, 25]. 

En este proyecto se utilizó la RMN para identificar átomos y grupos de átomos en 

las macromoleculas, y además para determinar su posición relativa en la 

molécula.  

El análisis de la estructura química se ha determinado espectroscópicamente 

mediante resonancia magnética nuclear de protón (1H RMN), usando un 

espectrómetro Bruker 500, el cual opera a 500 MHz por protón, a temperatura 

ambiente.  

Las muestras se disolvieron en agua deuterada (D2O).  

Con la RMN se pudo calcular el grado de sustitución del ácido láctico (%) en el 

quitosano. Primero se integró cada pico, luego se sumaron todas las integrales de 

la molécula (área total) y aparte se sumaron las áreas correspondientes al ácido 

láctico (área total del ácido láctico) y se hizo la siguiente regla de tres: 

 

Área total                              100% 

      Área total ácido láctico             % 
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Microanálisis  

Se utilizó el microanálisis para ver el contenido en % de carbono, hidrogeno y 

nitrógeno en las muestras de lactato de quitosano con el mismo procedimiento que 

el de las apatitas.  

Análisis Elemental por ChemDraw 

El ChemDraw es un programa, en el cual se puede dibujar moléculas y se puede 

obtener el análisis elemental en % de carbono, hidrogeno, nitrógeno y oxígeno. En 

este proyecto fue muy útil, ya que se pudo comparar los resultados arrojados con 

los del microanálisis y de TGA y se pudo confirmar la presencia de agua en las 

moléculas.  

Microscopio electrónico de Barrido de alta resolución con filamento de 

Emisión de Campo (FE-SEM)   

Se utilizó un FE-SEM Hitachi SU8000, con el cual  se analizó la morfología de la 

superficie de los andamios de lactato de quitosano y se midió el tamaño de los 

poros. 

 

Análisis de Solubilidad 

 

El análisis de solubilidad se realizó para ver si los andamios de lactato de 

quitosano son hidrofílicos y si aumentaban o se quedaba estable su peso al paso 

del tiempo. Se hizo el análisis de solubilidad a 4 trozos de cada muestra. Para este 

análisis se introdujo cada trozo en 30cm de PBS y se les hicieron mediciones del 

peso en diferentes intervalos de tiempo. Se midió el peso en la mañana y en la 

tarde del primer día y luego cada día hasta que la muestra se fue degradando. 

Cada día se hizo medición del pH. 

 
Determinación del pH de las muestras: 

 

Para medir el pH de los andamios de lactato de quitosano en PBS se utilizó un pH-

metro Crison GLP 2. Se calibró el electrodo del pH-metro utilizando primero un 

tampón pH 4, 0 y luego uno de pH 7,0.  
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Cuando ya estuvo calibrado el pH-metro, se colocó el electrodo de pH en cada 

disolución, se esperó un tiempo hasta que se estabilizo el pH.  

 

Picnómetro de Helio (Densidad Real) 

 

Antes de hacer las mediciones en el picnómetro de helio, se cogió cada muestra y 

se cortó en trozos muy pequeños, luego se introdujo en un cubilete y luego al 

picnómetro. 

 

Parámetros Utilizados: 

Cantidad de Muestra: 0.07 g 

Purgas: 10 

Presión: 19.500 

 
Método de Arquímedes (Densidad aparente)  
 
Se obtuvo la densidad por el método de Arquímedes (densidad aparente) de las 

muestras de lactato de quitosano de la misma forma que se obtuvo la de las 

apatitas.  

 

Densidad en % 

 

La densidad en % de las muestras del lactato de quitosano se calculó en función 

de la densidad aparente y la densidad real[15] : 

 

            
                 

             
       

 

Medición de la Porosidad  

 

La porosidad de las muestras de lactato de quitosano se calculó en función de la 

densidad en % [15]: 

 

Porosidad  = 100  - (% Densidad)                                                                   [16] 
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Por ESEM se pudo ver la porosidad. 

 

Análisis térmico del lactato de quitosano 

 

Para ver el comportamiento del material, se hizo un calentamiento primero a 

100°C y luego a 200°C. 

 

Calentamiento a vacío a 100ºC del lactato de quitosano 

Se hizo un calentamiento a vacío a 100ºC a varios trozos de lactato de quitosano 

durante tres horas y se caracterizó. 

Calentamiento a vacío a 200ºC del lactato de quitosano 

Se hizo un calentamiento a vacío a 200ºC a varios trozos de lactato de quitosano 

durante tres horas y se caracterizó. 

ENSAYOS CELULARES 

 

Los ensayos celulares se hicieron en el laboratorio de Células del Instituto de 

Ciencia y Tecnología de Polímeros del CSIC. 

 

PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD 

 

Medida de la viabilidad celular utilizando el ensayo de MTT (ensayo 

indirecto) 

 

Se hizo un MTT a las muestras con Osteosarcomas para mirar si los materiales 

presentan citotoxicidad. 

Antes del análisis, se colocaron dos pastillas del lactato de quitosano calentado a 

vacio a 200ºC a esterilizar con radiación ultravioleta(UV), como el estudio es para 

osteosarcomas, se utilizó un medio SEMI fresco y estéril con una composición de 

1%  de Penisilina/ Estreptomicina, 1% de NEA (Aminoácido esencial), 2% de L 

Glutamida (200mMol).  Se pusieron 5 ml de este medio a cada material. Luego se 

tomaron dos tubos y se puso 5 ml de medio SEMI a cada tubo que se llamó 

control (C). Se dejaron las muestras y el control a 37ºC y en agitación.  
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A determinados intervalos de tiempo (1, 2, 7, 14 y 21 días) se retiró el eluyente, se 

congelo y se repuso con medio SEMI fresco. Cuando se tuvieron los eluyentes a 

los diferentes tiempos se comenzó el protocolo siguiente: 

 

1. Primer día: 

 Se sembraron 9 x 104 celulas/mL en una placa de 96 pocillos. Una de las 

columnas quedo libre para servir de blanco. 

 Se Tripsinizo 3 frascos, que fueron los necesarios para obtener la 

densidad indicada, (frasco de 75 cm3 necesita como 4 ml de tripsina-

edta). Se dejó 5 min a 37 ºC. Cuando estuvieron levantadas se neutralizo 

la tripsina con 4 ml de medio fresco. 

 Se Centrifugo a 3000 rpm durante 10 min. 

 Se eliminó el sobrenadante. 

 Se  añadió 1 ml de medio fresco completo con fibroblastos humanos 

(FBH).  

 Se contó las células levantadas utilizando cámara de Neubauer y Trypan 

Blue que tiñe de azul aquellas células que estén vivas, o el contador 

automático de Invitrogen. 

 Se colocó 100 l de suspensión de células en cada pocillo y se incubo 

durante 24 horas a 37ºC. 

2. Segundo día: 

 Se eliminó el medio de los pocillos una vez transcurridas las 24 horas. Se 

Colocó en cada pocillo 100l de los eluyentes correspondientes medio 

semi a una fila (previamente descongelados y filtrados). 

 Se incubo a 37ºC durante 24 h. 

3. Tercer día: 

 Se preparó una disolución de MTT en PBS: 0.050 g de MTT en 10 ml de 

PBS. 

 Se diluyo este MTT al 10% en medio  semi fresco. 

 Se retiró los eluyentes de los pocillos. 

 Se añadió 100 l de la disolución anterior a cada pocillo. 



250 
 

 Se incubo durante 3 horas a 37ºC. 

 Se retiró el MTT y se añadió 100 l de dimetilsulfósido (DMSO), que 

disuelve los cristales de formazan en la mitocondria de la célula. 

 Se Leyó la absorbancia a 570 nm. 

Cuando se realizó la lectura, a los valores de absorbancia recogidos se les resto 

los valores obtenidos para el blanco y se relativizaron con respecto a los medidos 

para el control negativo, TMX, a partir de la formula siguiente[21]: 

 

      
         

   
       

 
 

Donde,  

DOS, DOB y DOC son las medidas de densidad óptica de la muestra, el blanco 

(MEM introducido en pocillos sin células) y el control[21]. Posteriormente se realizó 

una serie de análisis de la varianza (ANOVA) empleando el paquete estadístico 

Statistica™, con el fin de comparar los resultados obtenidos para las 

formulaciones problema con respecto a este control. 
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