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Introduccioén

El uso de iones metalicos como agentes terapéuticos (IMAT) ha adquirido una importancia
relevante en el campo de la medicina regenerativa [1]. Debido a esto, muchos IMAT han
sido incorporados en andamios con aplicaciones terapéuticas [1, 2]. Particularmente,
muchos de los biomateriales utilizados en Ingenieria Tisular Osea (ITO) contienen iones
calcio (Ca®") [3], ya que estos iones estimulan la diferenciacion de las células 6seas, la
proliferacion de osteoblastos, el metabolismo dseo y su mineralizacién [1]. Ademas,
distintos reportes indican que los productos i6nicos de disolucién de un vidrio bioactivo
aplicado en ITO, Bioglass® 45S5, contienen iones Ca®* entre otros, y promueven la
formacion de nuevo tejido 6seo [4]. Debido a que los iones inorganicos tienen baja
respuesta al UV, o carecen de grupos croméforos, deben emplearse técnicas sofisticadas
para su cuantificacion, como la cromatografia de iones [5] y la espectroscopia de
absorcion o emisién atomica [6]. Pero estas técnicas resultan altamente complejas y
costosas. Como alternativa, los métodos por Electroforesis Capilar (EC) ofrecen alta
eficiencia en la separacion y resolucién, versatilidad, bajo consumo de muestra y cortos
tiempos de andlisis [7]. El objetivo de este trabajo es desarrollar y validar un método
simple, sensible y confiable, por UV-indirecto para cuantificar la liberacién de Ca®* desde
biomateriales compuestos con aplicacién en ITO.

Materiales y Métodos

Equipamiento: P/ACE ™ MDQ, detector de arreglo de diodos, Karat V.8 software. Capilar
de silica: 40 cm de longitud (30 cm hasta el detector), diametro interno: 75 pum.

Electrolito utilizado: imidazol (5 mM), acido a-hidroxiisobutirico (HIBA) (6 mM), 18-
CROWN-6 (1 mM) y metanol (20 % v/v), a pH 4.5. Inyeccion de muestras: 0.5 psi de
presién, 5 segundos. La corrida se realiz6 a polaridad normal y a un voltaje de 6 kV.
Longitud de onda del detector: 214 nm. Temperatura del cartucho: 25 °C.

Se prepararon films de alginato, entrecruzado con iones Ca®, con nanoparticulas de
vidrio bioactivo incorporadas, de un modo similar al descripto en un trabajo anterior [8].
Para el estudio de liberacion de Ca? desde los films, se probaron diferentes sales de
fosfato conteniendo iones como Na', K* y NH," para preparar el buffer a diferentes
concentraciones (de 5 a 20 mM). Se emplearon 5 films, y las muestras fueron tomadas a
distintos intervalos durante 4 dias.
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Resultados y Discusion

El imidazol fue utilizado como agente de absorcibn al UV, a pH 4.5. Un agente
complejante, HIBA, fue agregado para mejorar la separacion entre los iones. 18-CROWN-
6 fue introducido para permitir una mejor resolucién entre NH," y picos cercanos. Metanol
al 20 % v/v ofreci6 las mejores condiciones para obtener picos simétricos.

La optimizacion de la temperatura del capilar, el voltaje de corrida y la inyeccion de la
muestra fue realizada para obtener las mejores condiciones para la resolucion y tiempo de
analisis. Las condiciones utilizadas fueron: 25 °C, 6 kV y 0.5 psi durante 5 segundos,
respectivamente.

Luego de probar distintos buffers para el estudio de liberacién de Ca®", la mejor resolucién
entre Ca®" y los picos cercanos fue lograda usando buffer fosfato de amonio a pH 7.4.
Una concentracion de 10 mM permitié obtener las mejores condiciones de la corrida
electroforética junto con una buena capacidad amortiguadora.

La validacion del sistema de EC fue realizada segun las normas ICH. La especificidad se
evalué comparando los tiempos de migracion entre Na* y Ca*, ya que Na* puede esta
presente en la muestra. El valor de factor de resolucién (Rs) obtenido fue 1.5. El Rs entre
NH," (proveniente del buffer) y Ca®* fue mayor que 1.5. El rango de linealidad, LOD y LOQ
se informan en la Tabla 1. Los valores de desviacion estandar relativa (RSD) para la
precision, y los porcentajes de recuperacion (%R) y RSD para la exactitud se muestran en
la Tabla 1. La robustez del método fue evaluada realizando una variacion de un + 2% en
el tiempo de inyeccién, temperatura del cartucho, voltaje de corrida y pH del electrolito, y
no se encontraron cambios significantes en los valores de RSD y tiempos de migracion.

El perfil de liberacién de Ca®" desde los films arrojé una cinética de liberacién de orden
cero durante los primeros 4 dias.

Tabla 1
Pardmetro Valor
Rango de linealidad (ug mL™) 1.0-50.0 y=5503.3x-1887.9
r? 0.998
LOD (ug mL™ 0.0293
LOQ (ug mL™) 0.0977
Precision (RSD)
Mismo dia (n=4) Tiempo de migracion 0.25
Area del pico 1.30
Entre dias (n=4) Tiempo de migracion 0.34
Area del pico 1.47
Exactitud * (n=3) 106.6 (1.48)
106.8 (0.23)
105.7 (1.62)

% %R obtenidos de tres muestras marcadas a tres tiempos diferentes del estudio de liberacion.
Valores de RSD en paréntesis.



Conclusioén

Se logré el desarrollo de un método por UV-indirecto para la cuantificacion de la liberacion
de Ca** desde biomateriales para ITO con buena separacion entre Ca** y picos cercanos,
y bajos LOD y LOQ para dicho ion. Ademas, el método propuesto ofrece ventajas por
sobre otros métodos para la cuantificacion de Ca?*, en cuanto a simplicidad, bajo costo y
bajo consumo de muestra, lo cual lo convierte en una alternativa viable para la
cuantificacion de Ca** en biomateriales con aplicacion en IT.
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