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RESUMEN

En la actualidad existen numerosos problemas de salud referentes a la pérdida de tejide duro causado
por enfermedades, accidentes, lesiones entre otros. Los implantes actuales no permiten regenerar el

tejido y en algunos casos causan necrosis y apoptosis.

El uso de biomateriales es una herramienta util en ingenierfa de tejidos para la produccién de andamios
para la regeneracién de tejidos en particular tejido éseo. La mezcla de poli{L-lactida) con hidroxiaparita
permite obtener un biocompuesto, donde se fusionan las propiedades mecdnicas y bioldgicas de ambos
componentes. No obstante, existe una baja interaccién entre el polimero y la biocerdmica. A pesar de ser
la hidroxiapatita un material rigido, no sc logra un incremento en las propiedades mecdnicas en
comparacién con el polimero puro. Por otre lado, al disminuir dicha interaccién se incremenca la
posibilidad de formar aglomerados del biocerdmico en el polimero y, en consecuencia se obtienen
andamios con presencia de zonas con bajo contenido del componente activo, lo cual puede reducir la
citocompatiblidad de las células con el andamio. Por estos motivos, es de vital importancia buscar
mejorar la interaccién entre la matriz de poli{L-lactida} y las particulas de hidroxiapatita para

incrementar las propiedades mecdnicas y la respuesta celular.

Es importante resaltar que los andamios para la regeneracién de tejido dseo deben cumplir con
caracteristicas especificas y, esto va a depender de la técnica empleada para fabricatlos. Actualmente, el
proceso de electrohilado permite obtener de manera econémicamente viable y sencilla, andamios

altamente porosos utilizando diferentes tipos de polimeros y mezclas.

En vista de los problemas mencionados, en este trabajo se desarrollé un injerto de poli(L-lactida) en la
superﬁcie de las nanoparticulas de hidroxiapatita. Se evidencid, mediante espectroscopfa de infrarrojo ¥
resonancia magnética nuclear, la formacién del ion carboxilaro generado por la unidén entre la
hidroxiapatira y la poli(L-lactida). La cantidad de injerto fue 6.13 v 1.81% en peso para la sintesis con y
sin catalizador, respectivamente. El injerto mejora la conductividad y coleccidn de las fibras para la

fabricacién de andamios.

Posteriormente, se prepararon las soluciones de poli(L-Lactida) con hidroxiapatita pura e injertada, se

descarté el uso del injerto obtenide con catalizador por su pesible citotoxicidad.
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Los andamios obtenidos mediante la técnica de electrohilado presentaron fibras continuas y con
didmetros homogéncos a lo largo de ellas, con valores entre 500 nm y 1.5um. De igual forma,

mostraron un alto contenido de poros con un porcentaje entre 52 v 73% del drea total,

Los andamios con menor contenido de hidroxiapatita injertada, PLLA/HAInj_4, presentaron mayores
valores de propiedades mecdnicas en comparacién con los otros andamios fabricados de PLLA puro,
PLLA con HA y PLLA con HAlnj al 10, 20 y 30% en peso. Tales valores son: médulo de elasticidad de
168 MPa, esfuerzo de cedencia de 2.70 MPa, resistencia a la tensién de 3.93 MPa y deformacién a la

resistencia de tensién de 103.47%.

Los andamios con 4, 10 y 20% de hidroxiapatita pura ¢ injertada permitieron la adhesion de las células
con morfologia fibroblastoide con niicleo centrado en el citoesqueleto. La constitucién morfolégica
obtenida es caracteristica de las células que se adhieren exitosamente a un andamio para regeneracién de

tejido dseo

Los andamios de poli(L-lactida) con 4, 10 y 20% de hidroxiapatita injertada presentaron una estructura
y dispersién de hidroxiapatita favorable para la proliferacién celular y diferenciacién osteobldstica. Las
células cultivadas sobre estos andamios, inducidos a la diferenciacién osteobldstica, presentaron una

respuesta positiva en la maduracién de osteoblastos y mineralizacién de la matriz extracelular dsea.

Con resultados obtenidos se demuestra que la mezela con un contenido del 4% de hidroxiaparita
injertada permite fabricar andamios, mediante el proceso de electrohilado, con altas propiedades

mecdnicas y excelente respuesta bioldgica para la regeneracién de tejido dseo.




SUMMARY

Nowadays there are numerous health complications linked to loss of hard tissue as a consequence of
diseases, accidents, injuries. Current implants do not allow the regeneration of the tissue and in some

cascs provokes necrosis and apoptosis.

The use of biomaterials is a useful tool in tissue engineering to produce scaffolds for bone tissue
regeneration. The poly(L-lactide), PLLA, when mixed with hydroxyapatite, HA, generates a bio-
composite material, merging the mechanical and biological properties of the two components.
However, there is a low level of interaction between the polymer and the bioceramic. Even though the
hydroxyapatite is a rigid marerial, its mechanical propertics cannot be boosted compared to the pure
polymer. In addition this poor interaction brings about more possibilities to create highly
heterogeneous scaflolds with large areas having a low concentration of the active component. This effect
may reduce the cells cytocompatibility with the scaffold. Hence the relevancy of finding ways to
improve this interaction between the poly(L-lactide) and hydroxyapatite particles with the underlying

objective to rise the mechanical properties and the cell answer.

It is worth mentioning that for the bone tissue regeneration, the scaffolds need to fulfill specific
characteristics, which in turn dcpends on the technique used to produce them. Currcntly, the
electrospinning process provides good results, it is simple and economical and the resulting scaffolds are

highly porous, using different types of polymers and mixtures.

Considering those challenges, this work includes grafting poly(L-lactide} on the surface of the
hydroxyapatite nano-particles, HAInj. Infra-red and nuclear magnetic resonance spectroscopies results
indicated the formation of the chemical link between the components through the carboxylate ion
signal. The amount of graft was 6.13% for the synthesis with initiator and 1.81% in weight without it.
The results show the positive graft of the poly(L-lactide) on the surface of the hydroxyapatite nano-

particles, improving conductivity and fibers collection for the generation of scaffolds.

Subsequently, some solutions of poly(L-Lactide) with pure and grafted hydroxyapatite were prepared

but using the graft obtained with Catalyst provcd to be misleading due to potential citotoxiciry.




The scaffolds obtained through the electrospinning technique showed continuous fibers with
homagenous diameters, berween 500 nm and 1.5pm. and a high porosity percentage, between 52 and

73% of the total area.

The scaffolds with lower content of grafted hydroxyapatite, PLLA/HAInj 4, displayed higher
mechanical properties values compared to scaffolds made with pure PLLA, PLLA with HA and PLLA
with HAInj weighing 10, 20 and 30%. These values are: tensile modulus of 168 MPa, yield point of
2.70 MPa, tensile strength of 3,93 MPa and clongation under tensile strength of 103.47%.

The scaffolds with 4, 10 and 20% of purc and grafted hydroxyapatite allowed the adherence to
fibroblastoid cells with the nucleus centered on the cytoskeleton. The resulting morphology is typical of

those cells adhering to a scaffold for bone tissue regeneration.

The scaffolds with 4, 10 and 20% of grafted hydroxyapatite showed a structure and diffusion of
hydroxyapartite favourable to cell proliff:ration and osteoblastic differentiation. Cells cultivated on those
scaffolds, led to osteoblastic differentiation, showed positive results with regards to osteoblasts

development and the extracellular matrix mineralization.

The conclusion of this work proves that the mixing with a 4% grafted hydroxyapatite leads to the
development of scaffolds, through the electrospinning technique, with high mechanical properties and

excellent biological answer faor bone tissue regeneration.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

ANTECEDENTES

La ingenieria de tejidos ofrece la posibilidad de ayudar a la regencracion del tejido dafade por
enfermedad o lesién y, en algunos casos, crear un nuevo tejido y reemplazar drganos con disfunciones
[1-6]. Esto se consigue con el apoyo de materiales bioactivos y biodegradables que inducen el
crecimiento celular [7-11]. El procesamiento de estos materiales permite obtener andamios (“scaffolds”

en inglés) o soportes temporales de células trasplantadas.

La seleccién de un matetial adecuado para producir un andamio es un factor importante dado que sus
propiedades intrinsecas determinardn en gran extensién las caracteristicas finales del andamio [12]. No
obstante, el método de produccién influird profundamente en sus propiedades ya que el tipo y grado de
porosidad, las caracteristicas mecdnicas, la degradabilidad, las propiedades superficiales ¢ incluso la

biocompatibilidad del marerial depende de buena medida del proceso para elaborar el andamio [13-15].

Las mejoras a la microesttuctura incluyen variaciones espaciales en la morfologia porosa para ayudar la
orientaciéon de las células o variaciones en las propiedades superficiales para facilitar la adhesién y/o
migracion celular. Asimismo los andamios deben proveer actividad biolégica para inducir la respuesta
de migracidn y proliferacién a las poblacienes de células cercanas. Otros requerimientos necesatios en

andamios son: propiedades mecdnicas similares al tejido, permeabilidad macromolecular, ficil

procesabilidad y biodegradabilidad [16].

El objetivo principal en la restauracién de un tejido implica recuperar su funcionamiento y estructura
natural, esto se logra con la aplicacién de andamios temporales. Un andamio biodegradable adecuado

permite reemplazar gradual y ordenadamente el tejido 6sco en el proceso de regeneracién [17].

[ )
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Las técnicas tradicionales de elaboracién de andamios dificilmente proporcionan la morfologia y
porosidad requerida para que las células se puedan adherir a ellos, proliferar y diferenciarse. En cambio,
la técnica de electrohilado (“electrospinning” en inglés), permite fabricar andamios de diversos
polimeros y mezclas que cumplen con las caracteristicas requeridas en el campo de la biomedicina [18-

20].

En la actualidad el desarrollo de materiales compuestos para aplicaciones biomédicas ha sido
ampliamente ecstudiado. La mezcla de biomateriales, tales como polimeros biodegradables y

biocerdmicos ha permitido obtener biocompuestos con propiedades similares a las del tejido éseo [21].

La hidroxiapatita es una biocerimica ampliamente usada para regeneracién de hueso por su alta
bioactividad [22-23]. Sin embargo, en biomedicina es aplicada tUnicamente en zonas donde no se

requicre soportar alta carga. Esto tiltimo impide su uso directo para restaurar tejido dseo [24].

En contraste, la poli(L-lactida) es un poliéster alifdtico biodegradable y biocompatible. Este polimero
presenta excelentes propiedades mecdnicas [25]. Sin embargo, su uso en ingenierfa de tejidos se ha

limitado por la baja bicactividad que presenta para promover crecimiento celular y regenerar tejido, asi

como su alta hidrofilicidad [26-27].

La mezcla de poli(l-lactida) e hidroxiapatita permite obtener los denominados biocompuestos, estos
materiales ofrecen ventajas de resistencia mecdnica, biocompatibilidad y biodegradabilidad [28]. La
biocerdmica le proporciona bioactividad al polimero, lo cual genera un microambiente para las células
madres mesenquimales [29-31]. No obstante, este compuesto presenta limitantes mecdnicas causadas

por la baja compatibilidad de la matriz polimérica con la biocerdmica [32-34].




Capfz‘ulo 1. Introduccion

JUSTIFICACION

En los tldmos afos, los materiales compuestos de polimeros biodegradables con cerdmicas bioactivas
han atraido considerablemente la atencién en el desarrollo de andamios para aplicaciones en
biomedicina. La combinacién tante de las propiedades mecdnicas como bioldgicas favorece la

regeneracion de tejido éseo [28-31].

Los andamios deben cumplir con caracteristicas especificas, tales como: disefios estructurales con poros
interconectados, materiales biolégicamente activos, permidr esterilizacién, ser biocompatibles, poseer
biodegradabilidad, y tener propiedades mecdnicas que soporten la carga antes y durante el proceso de
cicatrizacion, En el desarrollo de este tipo de andamios es importante, tanto la seleccion de los

materiales como el método de fabricacion [12-16]

La técnica de electrohilado es un mérodo empleado para fabricar andamios, a partir de soluciones
poliméricas o mezclas, que permite mitigar las caracteristicas de la matriz extracelular dsea [18-19, 35-

36].

Recientes estudios han demostrado que la hidroxiapatita es la ceramica bioactiva que mejores resultados
presenta en crecimiento celular [23-24, 37]. Por otra parte, la poli(L-lacrida) es ampliamente usada en
aplicaciones biomédicas por su biocompadblidad, asi como su biodegradabilidad, ya que los
subpreductos de degradacién no generan toxicidad y son excretados por el organismo humano [17, 25,
38]. La combinacién de estos dos materiales permite generar un material compuesto altamente
calificado para aplicaciones biomédicas. Este material ofrece ventajas de resistencia mecdnica,

biocompatibilidad y biodegradabilidad [39].

Aunque la hidroxiapatita le proporcione bivactividad al andamio; este compuesto presenta fallas en sus
propiedades mecdnicas causadas por la baja compatibilidad entre la matriz polimérica y las partfculas de
biocerdmica [32-34]. Esto ha llevado a que varios autores planteen diversos métodos para solucionar
esta incompatibilidad y, entre estos la polimerizacién por apertura de anillo de la L-lactida sobre la
superficie de pardculas de hidroxiapatita en presencia de octoato de estafo [32-33, 40-41]. Sin
embargo, el uso de la poli (L-lactida), sintetizada con catalizadores metdlicos, en aplicaciones

biomédicas se ve limitada por la citotoxicidad que generan las trazas metélicas en el organismo humano

[42-43].

—
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No se ha encontrado en la literatura, investigaciones relacionadas con la polimerizacién de L-lactida en
la Superﬁcie de nanoparticulas de hidroxiapatita en ausencia de catalizador, ni se han evaluado las
propiedades mecdnicas ni bioldgicas de los andamios electrohilados, empleando este tipo de injerto, para

aplicaciones en regeneracién de tejido Gseo.
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OBJETIVOS

En la bsqueda de andamios adecuados para regeneracién de tejido 6seo, a partir de biomateriales, en

este trabajo se plantearon los siguientes objetivos.

» OBJETIVO GENERAL

Desarrollar andamios de poli(L-lactida) con nanoparticulas de hidroxiapatita pura e injertada y,
caracterizarlos mecdnica y biolégicamente, para determinar su potencial aplicacion en ingenieria de

tejidos Gseos.

» OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Injertar poli(L-lactida) en la superficie de las nanoparticulas de hidroxiapatita, y caracterizar el
producte obtenido mediante espectroscopia de infrarrojo, resonancia magnética nuclear de

carbono 13 y fésforo 31 ¥ andlisis termogravimérrica.

2. Optimizar las condiciones del proceso de electrohilado v concentracién de la solucién de

poli{L-lactida) con la finalidad de obtener andamios homogéneos.

3. Desarrollar andamios compuestos de poli(L-lactida) con hidroxiapatita pura e injertada a

diferentes concentraciones.

4, Caracterizar mecdnicamente los andamios obtenidos mediante la evaluacion del moddule

eldstico, esfuerzo de cedencia, resistencia a la tensién y deformacién a la resistencia a la tensién.

5. (Caracterizar biolégicamentc los andamios mediante la evaluacién de su capacidacl para

estimular la proliferacién, adhesion y diferenciacion celular.
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Capitulo 2

FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Tejido éseo
2.1.1 Generalidades

El tejido 6seo es un tejido conjuntivo especializado y altamente vascularizado que continuamente se
estd remodelando en el transcurrir de la vida del ser humano [46]. Este juega un rol importante en la
locomocién, el esqueleto posee una adecuada capacidad de soportar carga y actia como protector de los

érganos del cuerpo [8].

El hueso es un material compuesto constituido de una variedad de tipos de células y una matriz
organicas que cstdn fuertemente asociados a una matriz de minerales de calcio hidratados
(principalmente fosfatos de calcio en forma de hidroxiapatita). La matriz orgdnica consiste
principalmente de coldgeno (alrededor del 95%), los componentes orginicos restantes 5% son

proteoglicanos y proteinas no colagenosas [9, 16].

Al igual que todos los drganos del cuerpo, el hueso tiene una organizacién jerdrquica que abarca 6rdenes
de magnitud de escala macro {centimetro) hasta componentes nanoestructurados (matriz extracelular),
ver figura 2.1. Como muchos materiales compuestos, la integracién de los minerales en la matriz
orgdnica permite al hueso poseer mejores propiedades mecdnicas en comparacién con las propiedades de
Sus COMpoNentes puros, €s decir el uso de los minerales (material frégil} o la matriz orginica (marerial
eldstico) por separado [16]. En adicién a sus funciones estructurales, el hueso estd intimamente envuelto
en la homeostasis a través del almacenaje de iones de calcio (Ca) y fésforo (P) v la regulacién de

electrolitos en la sangre.
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Los dos tipos de tejido Gseo, cortical {(compacto) y trabecular (esponjoso), presentan caracteristicas
biomécanicas diferentes que muestran estructuras particulares. Mientras ¢l primero es una estructura
sélida, el segundo es una malla de placas y cilindros interconectados, orientados predominantemente
segin la direccién principal de las fuerzas locales. El grado de porosidad es el pardmetro elegido para
definir su diferenciacién. En el tejido compacto esta distribucién varfa en 10 — 30%, mientras en el
tejido trabecular oscila entre 50 — 90%. Por otra parte, los procesos de remodelacion y envejecimiento

son diferentes en uno y otro tipo.

El hueso compacto es claramente anisotrépico. Dada la disposicién longitudinal de los sistemas de
Harvest el médulo eldstico es 1.5 veces mayor en direccidn coaxial que en transversal, es decir, 190 MPa
en comprensidn y 130 MPa en traccién frente a 130 y 50, respectivamente (figura 2.2). El médulo de
clasticidad y la razén de Poisson de las corticales son relativamente homogéneas, 17000 MPa y 0.6,
mientras que en la esponjosa el intervalo es muy disperso, dependiendo de la edad y la localizacién

oscila entre 10 — 9650 MPa y 0.06 — (.95, respectivamente.

La resistencia de uno y otro tipo de hueso, tiene una particular importancia para decidir su zona de
aplicacién. Dadas las cifras antes mencionadas, se deduce que el hueso compacto es mds resistente en
compresion que en tensién o torsion. El punto de fluencia y la fuerza de rotura son cercanos, lo cual
demuestra un comportamiento relativamente quebradizo en tensiones transversales, v relativamente
ddcdl bajo tensiones axiales. En el ¢je longitudinal, la tenacidad de las cordcales les permite absorber
gran cantidad de energia antes de fracturarse. En general, el hueso trabecular, parece disenado para
soportar comprension con gran eficiencia (en relacion con su masa}, ya que puede sufrir deformaciones
del 50% antes de fracturarse. En su curva esfuerzo-deformacién se aprecian tres zonas que reflejan su
comportamiento. Al principio, las cargas producen deformaciones proporcionales caracteristicamente
cldsticas. Posteriormente, mientras algunas trabéculas se rompen, otras ceden por deformacion pldstica.
Finalmente, al hundirse la estructura, las trabéculas fracturadas terminan por rellenar espacios
medulares, aumentando la rigidez del material, lo que permite soportar grandes deformaciones por

encima del punto de fluencia, ver figura 2.3.
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Lzs propiedades viscoelisticas del hueso compaco permiren un anmenro del 13% en el modulbs de
elasticidad en los intervalos de defommidad de acdvidades habiwales. como andar o coreer. Sometido a
una carga conrinua, la cortical se deforma por Huencia v lega a fracturarse en niveles inferiores al punom
de Hoencia = al de rocura. En el hueso esponjose. =l aumenre 20 2l modale de elasticidad y 1z resistencia
es menos marcad ¥ solamenre alcanza ¢l 3% enrre la marcha lenta v los impacros capaces de produocir
una fractum. Ls impormants sefalar que la presencia de tejidas medulares en las poros conribuye a la

resistencia estrucrural en <l intervale de la velockdad de aplicacién de la fuerza 1 causa de 1z resistencia al

desplazimiznre de los mismos poros.
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temucidud en 2 v 7% respeciivanente por década o parir de Los 20 afes [8].

2.1.3 Células dseas
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Ligura 2.4, lipos de células presentes en el wejido dseo,

El ostcablasto es la celula eneargada de la sinwesis de la macriz excracclular del wjido dseo. Al estar en
actividad presenta polaridad ¥ morfologia cubica. Cada osteoblasto posee muy desarrollado su reticulo
endoplasmdtico rugoso y aparato de golgi, lo cual es caracreristico en las células que producen grandes
cantidades de proteinas. Ll coldgeno tipo | es la principal proteina segregada por parte de los
osteoblastos, sustancia esencial para la posterior mineralizacion de la hidroxiapatita. T'ambién sintetiza
proteinas no caligenas, coma los glicasaminoglicanos, la osteacalcing, la osteoponting, la sialeprotcina
dsea, que interccionan con las integrinas, Son responsables de la regulacion de calcio v de ésforo,
mecanismo primordial para ol depdsito de los cristales de hidroxiapatita. Fventualmente, la actividad
sinrética. de las células disminwye v cstas quedan embebidas en la matriz formada v son llamadas

osteacitos [2].

Los osteoblastos se derivan de células mesenquimales {células madre de la médula dsea y células madres
del tejido conjuntivo). listds células se pueden diferenciar en varias estirpes celulares en funcion de los
mediadores o reguladores de la transcripelon a los que son sometidos. Asi, una célula madre
plutipotente (unidad formadora de colonias de fibroblastos, CTU-T} puede rerminar diferencidndose en
un asicoblasto, un adipacito, un condrablasto, un miohlasio o un libroblasio, T.os osteoblasios sicmpre
revisten la eapa de la marriz dsea que prodicen anres de calcificarse. momenra en el que se denominan

osteaide. Dicho rejido es producide en la formacién de la marriz y el proceso de calcificacian.

El osteocito, osteoblasto diferenciade, es la célula dsea madura en mayor abundancia en el cuerpo, en

relacién 10:1 con respecto a los osteoblastos. Se encuentra rodeado por la matriz 4sea v su morfologla es

()
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plana. A su vez, establecen conexiones entre ellos, garantizando la impermeabilidad de la matriz
mientras se produce la mineralizacién del osteoide. Los osteocitos pasan por varias fases de maduracidn
hasta quedar completamente embebidos en la matriz dsea y se mantienen en un estado de aparente
reposo. Son los responsables del mantenimiento de la matriz controlando la concentracién de fosfatos y
calcio y son directamente estimulados por calcitonina e inhibidos por la hormona paratiroide. Poseen la
capacidad de sintetizar v resorber la matriz de manera limirada. Estas actividades contribuyen a la
homeostasis de la calcemia. Finalmente en la fase degenerativa caracterizada por picnosis y
fragmentacién del ntcleo de los osteocitos se produce apoprosis. Es importante el recambio éseo,

aunque si es masiva puede ser perjudicial para la estructura ésea.
q p perj p

El osteaclasto es una célula polinucleada de gran tamafio cuya funcion principal es la resorcién del
tejido 6seo. En actividad se localiza en la superficie dsea donde se produce la resorcion, como producto
de su actividad se forma una excavacién poco profunda denominada laguna de resorcién o lagunas de
Howship. Los osteoclastos reabsorben las tabéeulas, y van formando tejido éseo a manera de laminillas

[9].
2.1.4 Regulacién del remodelado ésco

La salud de los huesos es consecuencia del proceso de remodelado, ésto se logra mediante el equilibrio
de absorcién y formacién de la matriz ésea. El control de la homedstasis parece estar influenciado por
un gran nimero de citocinas, hormonas y factores de crecimiento. El hueso es un tejido que presenta
gran actividad y que se encarga de mantener la homeostasis del calcio, reparar las microfracturas y
reaccionar a los wraumatismos. El hueso renueva cada afio el 25% del hueso wabecular y el 3% del hueso
cortical. La finalidad de la remodelacién dsea es evitar aparicién de lesiones por fatiga, manteniendo una
estructura que permita la adaptacion a los esfuerzos mecdnicos, variables en cada momento. El
remodelado completo del esqueleto se logra en un periodo alrededor de 10 anos. El remodelado se logra
en tres fases 1) Activacién es la fase de atraccién de los osteoclastos, 2) Resorcién es la fijacién de los
osteoclastos y labrado de cavidades y 3) Formacién es la etapa donde los osteoblastos rellenan las
cavidades con componentes orgdnicos de la matiz ésea, los cuales se depositan en forma de laminillas
concéntricas (hueso cortical) o paralelas (hueso trabecular). El conjunto de osteoclastos y de osteoblastos
que de manera coordinada actian en un lugar concreto de una superficie dsea se denomina unidad de

remadelacién ésea o unidad multicelular bdsica [6, 46].

(o)
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2.2 Ingenieria de Tejidos

2.2.1 Generalidades

La ingenieria de tejidos se define como un campo interdisciplinario, en el cual se aplican los principios
de ingenierfa y las ciencias bésicas para el desarrollo de sustitutos bioldgicos que permitan restaurar,
mantener o mejorar las funciones de los tejidos vivos [1]. El desafio en ingenierfa de tejidos es solventar
¢l problema que existe con los implantes actuales, tales como escasez de donantes, empleo de
medicamentos inmunosupresores, morbilidad de la zona donde se extrae tejido, formacién de tumores,
implantes que carecen de mecanismos bioldgicos, problemas con el sistema inmune al producir rechazo
crénico y destruccion del tejido con el paso del riempo. Estas limitaciones han gencrado el
plantcamicnto de nucvas soluciones para la produccion de tejidos. El enfoque de la generacion de
tejidos que han sido afectados por lesiones, enfermedades o cirugias, se ha logrado empleando células
vivas asociadas a una mauriz o andamiaje para guiar el desarrollo del wejido [7]. Lo ideal en ingenierfa de
tejidos es aislar células especfﬁcas del paciente mediante una pequena biopsia, crecerlas en andamios
bajo condiciones controladas, implantarlo en el sitio del defecto del paciente y asi dirigir la formacién
de nuevo tejido al mismo tempo que el andamio se va degradando [44-45], como se observa en la
figura 2.5. En la actualidad tres vias han sido exploradas para proveer una solucién a la pérdida de
tejido, éstas son: la inyeccién de células aisladas, el desarrollo de sistemas encapsulados y el crasplante de

células sobre matrices o andamios [45].
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saperificae son coltivadas en andamiog, posteriormente enn implinsdae en el paciene [43]

2.2.2 Andamios para repeneracion dsea

[esde la ancdigiicdad, la ingenicria de tejidos ha usada téenicas ¥ métodas empiricos para la dprima
rescanracion de los defecros dseos. Tos rrawmas v las enfermedades de Ins hucsos frecocnremente
comllevan a danos estructurales en la superficic del tejida dseo, esto produce dolencias v discapacidad de
millones de persenas slrededor del munda. Los méeodos actuales pacs. aliviar esoe tipo de atecciones sin
mejorar las lesienes subyscontes, Incluyen ol wso de autoinjertos (hucso obtenide del pacicnte),

a]ninjr:rms {(hucso chtenide de caddveres humanos) ¥ XCTLOINjCrmos thueso a partr de una fucnoe animell.

[ 14 J
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Estos poseen muchas limitaciones, debido a problemas como fuentes limitadas de obtencién de hueso,
morbilidad de los sitios donantes, problemas de rechazo del injerto y transmisién de enfermedades [2-
4]. Por tal motivo, investigadores proponen nuevas estrategias para la regeneracién de tejido dseo,
mediante la fabricacion de andamios que sean biolégicamente activos, biocompatibles, biodegrables y

que ofrezcan un soporte mecdnico para las células.

Los andamios celulares para ingenierfa de tejido éseo requieren un disefio estructural interno altamente
poroso v con una grande relacién superficie a volumen. Estas caracteristicas soportan la adhesién de las
células, promueven el crecimiento celular y ayudan a la distribucién de nutrientes y remocién de
desechos. Los andamios para reparacién de tejidos deben tener buena biocompatibilidad, ser

biodegradables y poseer la capacidad de interaccionar con las células de interés [7].

Los andamios activos bioldgicamente son materiales altamente porosos, andlogos de la marriz
extracelular, los cuales inducen la sintesis de tejidos y érganos. Estos deben poscer una alta fraccion
volumétrica de poros, superior a 0.9 y un didmetro de poro promedio entre 5 a 500 um. Sin embargo,
varios investigadores han explorado el tamafio de poro éptimo para osteoconduccién i vivo y se han
reportado un didmetro 6ptimo entre 150 — 500 pm [5-6, 8]. Dichos estudios no se enfocaron en la
interconexion de los poros, sino en el tamario del poro. Sin embargo, tanto la tasa y la distribucién de la
osteogénesis dentro y fuera del implante se ven afectados por el tamafio y el nimero de canales
interconectados. En la micrografia obtenida por microscopia electrénica de barrido se puede observar la
interconexién y vatiabilidad del tamafio de poros, (ver figura 2.6). Es importante recalcar que el tamaio

de poro v la interconectividad no son pardmetros principales para la osteoconductividad.
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Figura 2.6. Micrografia de hueso trabecular

La actividad de los andamios ha sido descrita en términos de la calidad de productos inductores.
Algunos autores han propuesto que las superficies de materiales bioactivos soportan la diferenciacion
osteobldstica de las células madres mesenquimales, donde materiales no bicactivos no pueden soportan
esta diferenciacién [3,8]. La diferenciacidn osteobldstica de células madres se pueden encontrar en
implantaciones subcutdneas de compuestos de células madres/andamio [16]. La formacién del hueso
refleja la bioactividad de los implantes. La diferenciacién ocurre directamente en la superficie de los
materiales biocactivos, mientras que la diferenciacién en materiales no biocactivos ocurre lejos de la
superficie [9].

Los materiales bioactivos pueden mostrarse enlazados con el hueso cuando son implantados en los sitos
del defecto. Los compuestos presentan adhesion de las CMM seguido por la diferenciacién osteobldstica
[4]. El proceso de diferenciacién u osteogénesis envuelve la adhesion de células madre de morfologia
fibroblastoide, las cuales luego se transforman en células mds pequefias redondeadas (preosteoblastos) y
finalmente madura a osteoblastos, los cuales se depositan en la superficie del cerdmico en forma de una
capa delgada [46].

Los andamios o matrices artificiales son consideradas gufas temporales para que las células se adhieran,
crezean, se diferencien, se sintetice la matriz extracelular y, finalmente, se genere nueve tejido. Después
de la formacién de los tejidos naturales y drganos, el andamio debe de alguna manera desvanecerse
(reemplazo temporal) para permitir un reemplazo del tejido totalmente natural. Los andamios
temporales son empleados en zonas donde el tejido ha side debilitado por alguna lesién, enfermedad o

cirugia y se requiere algtin soporte artificial hasta que sane y se recupere su funcién.

[ 1)
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En la actualidad, el término andamio biodegradable se asocia especificamente a materiales de estructura
tridimensional y porosa, que sirven de soporte para cl crecimiento celular iz vitro, con la finalidad de
construir un sustituto bioldgico para un érgano o tejido que ha perdido su funcién [9-11]. En la tabla

2.1 se resumen los requerimientos generales que deben cumplir los andamios para regeneracién dsea.

Tabla 2.1. Requerimientos generales para andamios en regeneracién de tejido dseo [12, 18]

Requerimientos Descripcion

Habilidad para crecer osteoblastos y observar la formacion de tejido iz

Biolégico ]

vitvo

Permitir en el diseno tridimensional, variacion del tamano de poros e
Estructura ] o

interconectividad entre ellos, entre otras

No téxico, no carcinogénico, no inflamatorio, no murtagénico, no
Biocompatiblidad provoque pirogenicidad, no alergénico, no oncogénico, hemocompatible,

carecer de trombogenicidad entre otras.

Productos de degradacién no causen ninguna infeccién o reaccion
Biodegradabilidad inflamatoria. No deben ser téxicos, alergénicos, trombogénicos ni

carcinogénicos.
Esterilizable Autoclave, calor seco, rayos uleravioleta, rayos plasma, oxido de etileno,

gas-plasma de perdxido de hidrégeno, entre otras

. . Capacidad de soportar la carga antes vy durante el proceso de
Propiedades Mecdnicas L . i . L
clcatrizacion. Mﬂﬂtﬁllffr lﬂ lntegfldad CStrllCtllrﬂl dCl tﬁ)ldD prdlSCﬂﬂdD.

2.3 Técnicas para la fabricacién de andamios para regeneracion de tejidos

La matriz extracelular natural es clave en la integridad de los tejidos. Posee una estructura en forma de
malla de micro/nanofibras que anclan las células, proveen suficiente resistencia mecdnica para soportar
el tejido y participa en la regulacién del comportamiento de las células en sus alrededores. Por lo tanto,
se hace necesario emplear técnicas de microfabricacién de andamios que permitan mitigar la estructura
y funciones de la matriz extracelular para regeneracién de tejidos. Diferentes téenicas han sido

propuestas para la fabricacion de andamios, tales como: liofilizacién, separacidon de fases, evaporacién

[ 7))
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de disolventes y disolucidn de particulas, polimerizacidn in situ, electrohilado entre otras. Liofilizacién
implica enfriar una solucién polimérica hasta temperaturas inferiores a la de solidificacién del sistema,
seguidamente el disolvente se elimina por sublimacién a vacio manteniendo el sistema congelado. La
morfologia del sistema poroso estd controlada por la transicién liquido-liquide o sélido-liquide [4].
Separacién de fases consiste en preparar una solucidén polimérica, seguida de una gelacién por un
enfriamiento, ¢l gel resultante es inmerso en un no salvente que subsccuentemente es retirado por
liofilizacién [39]. En la téenica de evaporacién de disolventes y disclucion de particulas, se dispersan
particulas solubles en agua (como cloruro de sodio o sacarosa con tamafo y forma controlada) en una
solucién homogénea, seguidamente se retira el disolvente por evaporacién o liofilizacién y finalmente
las particulas son disucltas en agua obteniendo un andamio poroso, la desventaja en esta téenica es la
lenta evaporacidn del disolvente y precipitacién de las particulas. El método es sensible a variables como
velocidad de enfriamiento o concentracion del sistema polimérico y el tamaio de poros midximo estd
limitado a 100um. Polimerizacion in situ, aplicacién de hidrogeles mediante inyeccién directa en la
zona afectada y, posteriormente es llevada a cabo la polimerizacion en condiciones fisiologicas, la
desventaja de este mérodo es el desprendimiento de calor durante la  polimerizacién y puede causar
necrosis. El método de electrohilado consiste en someter a un campo eléctrico una solucién polimérica
polarizable para inducir la formacién de fibras que finalmente se pueden recolectar de manera aleatoria
u ordenada. Este dltimo método permite obtener andamios con una gran variedad de poros
interconectados. Las fibras obtenidas le ofrecen al andamio alta energfa superficial, lograda por su
elevada relacién superficie a volumen. Esta caracteristica mejora la adhesién de las células, en

comparacién con los métodos mencionados anteriormente [18].

2.3.1 Electrohilado

Electrohilado es un proceso enfocado en la produccién de fibras micrométricas v nanométricas, en el
cual se aplica un campo eléctrico a soluciones poliméricas o polimeros fundidos pelarizables [25]. El
proceso y equipo de electrohilado fue patentado por Anton Formhals en 1934 [61]. Esta invencidn
emplea fuerzas mecdnicas y electroestdticas para la produccién de hilos poliméricos. [62]. El equipo
basico de electrohilado, tanto vertical como horizontal, consta de tres partes fundamentales: sistema de
inyeccidn, sistema de coleccién y fuente de alto voltaje (Figura 2.7). El sistema de inyeccién se compone
de una bomba dosificadora, jeringa y capilar. Se emplea para inyectar el polimero en solucién o

fundido. El sistema de coleccién fijo o mévil permite recolectar la fibras con disuibucién aleatoria o

[ =)
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alincadas ¥ Iz fucnte de alw de vn]tajt FENCTA 1N CATTPA cléctrico entre el sistema de imeeccddn v

eoleceion eapaz de hilar of pelimero [63-06,
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Figea 2.7 Vapuipa de Flecieahilade Basion G} Vendeal v (B Hawal [65].

[izbido a la baja conducrividad v alta viscosidad del polimers fundide se obtanen fibrag con didmetros
SUpCTiOes, on comparacion con las tibras finas pr-:]-:iu{;idas a partit de uns. an]ucion pnlimirica. Turo se
cxplica por la posibilidad de controlar las }_‘?]’LTIPi.CdJ:‘.dL‘H de lo solucion, tales como: viscosidad,

concentegcion, conduceividad alécerica v demds |67

Lmicialmenee, para Nevar a cabo 2 procese de clecrrahilade, s carpa Ta solucian polimerica an la jeringa
v 5¢ uhica en la homhba dosificadaora para impulser 2] contenido a wa presian ¥ flujo constante. Loeen,

g conects un clecrrade al capilar del sistema de inyoccidn v 2l ot electrads con carpa opucsra al

[ )



Chpftnl Y Fusdeoeniv Tiorive

sistema de coleceion. Bl campo cléetricn generado entre o capilar v ¢l colecor oricnia los dipolos de la
selucion para fermar ¢l cono de Tavlor (ver Hgura 2.8). Al aumenrar of voltaje, la fuerza elecorocsedtica
supera la wensidn superficial dv la solucidn. lo que provoca ol desplazamicnte de la punta del <ono hacia
ol colector ¥ favorece la formacion de un has de la solucién polimérica. la diseribocién de carga s
abserva en la figura 2.9, Durance ere traveao, ol diselvente e evaporade v lus fibras complerumente

sers son colectadas 62,65].

.

tal l..l.l}'-;l | I|'|_I [_1;1}|_| 2 Ll l-l""l':' A

Figura 2.8 Tarmacidn de cone de Tavlor, T wolaje incremcna cn cada erapa hasta alcanzar ol

equilibrio entee baoeoston supetfioil v L loers elecimessuinnion en b etapa 3 69).

Aungue ol preceso de clecorohiladn parcce relariwamente fazil de wsar, exisicn una seric de pardmetros
que ateotan la formacion ¥ estructura de la Bbra [70-720) Eseos son gencralmente dividides onoores
clases: (1) Fardmetros de la solucidn, (21 Pardmerrog del proceso v {3) Fardmerros ambientzles. Tentro
de s pardmenros de la splucién se tiene: concentracion, poso molecular, viseasidad, rensicn r;uptrﬁcia],
tipe de disolvente v conductividad cléctrica. Dntre los parametros del procese se encuentra: la diferencia
de potenaial, la distancia cotre of colectar ¥ capilar, el flujo de inyeccién de la solucidn, ol arhicio del
capilar v <l tipa de coleoror, En los pardmetros ambicneales estan Lo remperaouea. la homedad relativa v
la velocidad del aire, gencralmenre desprediable. Con ke varacidn de uno o mids de cstos parfinetros s
producen fibras con diferentes caracterisricas, Encenrrar lue condicienes dptimas para una solucidn

especifica es fundamental para determinadas aplicaciones,
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Figura 2.9. Polarizacién de la solucién polimérica en la formacién del cono de Laylor [45]

2.4 Biomatcriales para regeneracién dsca

En la actualidad, la tecnologia ha desarrollado varios materiales aplicables para uso clinico en cirugia
ortopédica, dental y maxilefacial. Ta ciencia de los mareriales ha experimentado un avance en
desarrollo de materiales como metdlicos, cerdamicos, poliméricos y compuestos para diversas aplicaciones

biomédicas permanentes o temporales.

2.4.1 Metales

Los materiales mecdlicos y sus aleaciones presentan mejores propiedades mecdnicas comparacién con
otros matcriales. Estas caracteristicas los enfocan en aplicacioncs cstructurales, como protesis articulares,
placas de osteosintesis, tornillos de fijacién, implantes dentales entre otras. Sin embargo, algunos
presentan rechazo del tejide debido a que no son biocompatibles con el organismo, es decir presentan
citotoxicidad por la liberacion de iones metdlicos. Las alcaciones metdlicas son las mds empleadas por
contener elementos que inhiban la oxidacién del metal, mejorando asi la aceptacién por ¢l organismo.
El titanio puro es la excepcién de lo mencionado anteriormente y es empleado para implantes dentales.
No obstante, para mejorar sus propiedades mecdnicas se le incorporan elementos de aleacidn como

vanadio y aluminio, esto con el fin de ampliar su campo de aplicacion en ortopedia.

Los tejidos toleran por un periodo de tiempo no tan prolongado la presencia de los metales. Debido a la

corrosién del material en el sitio implantado, sc producen productos de corresién cn las zonas

(=)
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circundantes del tejido, por ésto la biocompatiblidad de los metales es de considerable precaucion.
Otros problemas son encontrados en el diseno de los implantes metalicos, los cuales incluyf:n el
modelamiento en  magnitud v direccién de las fuerzas, disefios limitados a la anatomia, propiedades

fisicas de los tejidos y reacciones del tejido con el implante y viceversa [13].

2.4.2 Ceramicos

Los materiales cerimicos son aquellos constituidos de compuestos inorgdnicos no metdlicos, tales como
vidrios y cementos. Las cerdmicas empleadas en la reparacién y reconstruccidn de partes del cuerpo
danadas o enfermas se denominan biocerdmicas [1]. La gran inercia quimica de las cerdmicas, su alta
resistencia a la comprension y su apariencia estética, hicicron que estos materiales se empezardn a
emplear en odontologia, especialmente en coronas denrales. Posteriormente se extendid su uso en el
sistema locomotor como implante dseo [44-45]. Los cerdmicos mds empleados en aplicaciones dentales,
cirugfas maxilofaciales y ortopédicas son fosfatos wicdlcicos, hidroxiapatita, vidrio, vitrocerdmicos,
alumina, sulfato cilcico, circonia y carbones piroliticos. Cominmente la cerdmica ha estade limitada, en
cuanto a sus aplicaciones, por su fragilidad, baja resistencia mecdnica a traccidn y/o flexién v su baja

resistencia al impacto.

2.4.2.1 Clasificacion de las Biocerdmicas

Las biocerdmicas se pueden clasificar en bioinertes, bioactivas, biodegradables, densas y porosas.
Bioinertes: Son aquellas cerdmicas que no reaccionan con el medio al ser implantadas, wles como
alumina {a-Al,Os), circonia {(ZrO;) y carbonos piroliticos.

Bioactivas: Se caracterizan por unirse directamente al hueso sin la formacién de un tejido fibroso en la
interfase. El ejemplo pico y dnico que se une directamente al hueso es la hidroxiapatita, HA,
(Ca1o(PO4)s(OH)2) compuesto similar a la fase mineral del sistema dseo. Por otro lado, otras cerdmicas
bioactivas se unen al hueso formando previamente una capa de hidroxiapatita en su superficie.
Tgualmente se encuentran en este grupo los biovidrios y las vitrocerdmicas.

Biodegradables o Reabsorbibles: Biomateriales que al ser injertados se disuelven con el tiempo y son
reemplazados gradualmente por el wjido natural. Este tipo de biocerimicas son ideales, dado que
permanecen en el cuerpo mientras se recupera el funcionamiento del tejido. Su mayor inconveniente es
que su resistencia disminuye durante el proceso de reabsorcién. Un ejemplo de este tipo de

biocerdimicas es el fosfato tricdlcico (Caz(POy):)

(=)
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Biocerdmicas densas: Son materiales con porosidad nula. Su unién con el hueso es morfolégica y se
realiza de tres formas: por crecimiento del tf:jido en las irregularidades superﬁciales del implante, por
unién a través de cemento acrilico o por acoplamiento del implante en el defecto mediante presién.

Biocerdmicas porosas: La unién al hueso es mecdnica y la fijacién biolégica, ya que se produce
crecimiento del hueso en los poros del implante. Existen tanto bioinertes coma bioactivas, tales como la

altimina policristalina y la hidroxiapatita, respectivamente.

2.4.2.2 Cerdmicas Bioactivas

La apariciéon de este tipo de cerdmicas nace de la necesidad de eliminar el movimiento interfacial que se
produce con la implantacién de cerdmicas bionertes. En 1967 sc realizaron modificaciones quimicas de
las cerdmicas y los vidrios para proporcionarles reactividad quimica con el sistema fisiolégico v
promover la unién quimica entre el implante y el tejido. Dentro de las cerdmicas bioactivas se incluye la
hidroxiapatita, los vidrios, las vitrocerimicas y materiales compuestos con actividad superficial. Sin
embargo, la naturaleza frigil de los materiales inorgdnicos bioactivos, es decir su resistencia no alcanza la

del hueso, le impide su aplicacién en zonas donde se requiera soportar altas cargas.

2.4.3 Polimeros

La investigacién de los polimeros como biomateriales ha evolucionado potencialmente en los dltimos 30
afos. Actualmente se disponen de una variedad de polimeros para aplicaciones intracorpdreas,
paracorpéreas o extracdrporeas, o productos hospitalarios de diversa etiologfa. Los polimeros son
materiales altamente atractivos para ingenicerfa de tejidos por su gran versatilidad, ya que mediante las
combinaciones estructurales e incluso procesos de fabricacién, pueden presentar una amplia gama de
propiedades. En la actualidad existen numerosos polimeros empleados en el campo biomédico. Algunos
son estables y se utilizan para aplicaciones permanentes, tales como poli{metil metacrilato) y el
poli{etileno). Sin embargo, en los uldmos afos se han fabricado polimetos biodegradables, para
aplicaciones temporales [1, 7]. Los polimeros biodegrabables se han empleado en aplicaciones dentales y
dispositivos ortopédicos de fijacidon. La ventaja principal de estos implantes en comparacién con
implantes metdlicos es la transferencia de carga progresiva al tejido en la fase de regeneracién. Estos
materiales bioabsorbibles sc clasifican en polimeros naturales (obtenidos de fuentes naturales) y
polimeros sintéticos (sintetizados mediante reacciones quimicas). Entre los polimeros de origen natural

se tienen celulosa, coldgeno, glucosaminoglicanos, polisaciridos, quitosdn, polithidroxialcanoatos) PHA,
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entre otros. Los polimeros sintéticos mds estudiados v comunmente empleados son los poliésteres en
general, tales como poli(écido glicélico) (PGA), poli(e-caprolactona) (PCL), poli(dcido ldctico) (PLA) y
sus copolimeros. Estos poli(e-hidroxidcidos) abarcan la mayor parte del mercado actual en el dmbito

biomédico.

2.4.3. 1 Polfmeros Naturales

Son macromoléculas de origen natural, ofrecen la ventaja de ser similares a la matriz orgdnica lo cual le
permite al medio biolégico aceptarlas y metabolizarlas. Polimeros naturales, tales como coligeno y
dcido hialurénico, son candidatos interesantes para ingenieria de tejidos y contienen informacidn
biolégica para favorecer el crecimiento celular. No obstante, presentan propiedades mecdnicas débiles y
existe preocupacion alto riesgo de transmisién de enfermedades. Otras desventajas son la variabilidad
en su estructura macromolecular y su procesabilidad, se modifican o degradan a las temperaturas de

proceso de los termoplasticos [4].

2.4.3.2 Polimeros Sintéticos

Este tipo de macromoléculas son sintetizadas mediante diversas rutas y pueden ser procesados por
diferentes técnicas para obtener caracteristicas especificas de geometrfa y porosidad. Su morfologia
macromolecular y su microestructura pueden ser modificadas por medio de reacciones quimicas y
mediante procesos de transformacién para adoptar geometrias complejas. Algunos polimeros sintéticos

usados ampliamente para dispositivos biomédicos e implantes son enlistados en la tabla 2.2.

Los poliésteres alifiticos han sido investigados detalladamente debido a su biocompatibilidad y no
toxicidad. Poli(L-lactida), poli(glicélico) y poli(dioxanona) han recibide aceptacién y aprobacién por la
FDA (Food and Drugs Administracién) para aplicaciones in vivo como materiales de sutura, placas y
tornillos a partir de los afios 80s. Estos polimeros ofrecen ficil procesabilidad y control en su perfil de

degradacién [17].

El poli(l-lactida) o poli(L-dcido ldctico), PLLA, es uno de los mejores polimeros biodegradables
scleccionados por poscer excelente funcién metabélica. Adicionalmente, se ha repartado que el PLLA

participa en la remodelacién del hueso circundante, es osteocompatible ¥ no presenta citotoxicidad.

Aunque las matrices poliméricas son candidatos promotores como andamios para regeneracién de

tejidos no poseen la capacidad de proveer las sefiales especificas necesarias para el crecimiento y la
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diferenciacién celular. Por lo tanto, los materiales compuestos han ganado mayor interés debido a sus
propicdades fisicas y biocompatibles. En particular un polimero con un material conductor provee la

conductividad eléctrica del andamio para facilitar la migracién, proliferacién y diferenciacién celular.

Tabla 2.2. Algunos polimeros comunes en aplicaciones biomédicas [12]

Polimero Sintético Aplicaciones biomédicas
Poli(metilmetacrilato) Lentes de contacto, cementos Gscos, protesis dentales
Poli(etileno) Catéteres

Poli{tereftalato de etilo) Arterias

Poli{uretanos) Catéteres

Polithidro etil metacrilato) Lentes de contacto, liberacion de firmacos, apdsitos para heridas
Poli{propileno) Suturas, vélvulas cardiacas, articulaciones interfalingicas
Poli(cloruro de vinilo) Tubos, diafragmas, apésitos y recubrimientos, implantes, marcapasos
Siliconas Implantes mamarios, dispositivos faciales

Nylon Suturas biodegradables, articulaciones

Poly(glicélico) Suturas biodegradables

Poli{L-Lactida) Placas y tornillos para fijacién dsea

2.4.4 Materiales Compucstos

Los marteriales COMPUESLOS SO Und combinacién de dos o mds fases, estan disefiados para proporcionar
una combinacién de propiedades que no se puede lograr con un material en una sola fase. Un claro
ejemplo es la incorporacién de fibras de vidrio en resina poliméricas, las fibras se emplean para
proporcionarle rigidez a la resina y permite obtener una material compuesto resistente. El hueso es un

material compuesto de colégeno e hidroxiapatita,

La ﬁgura 2.10 muestra las propiedadcs mecdnicas de algunos materiales COmpuestos bioactivos, las
cuales son cercanas a las propiedades del hueso en comparacién con algunos materiales metélicos y
cerdimicos. Los diferentes materiales permiten fabricar dispositivos ligeros o pesados, con algunas

propiedades anisotrdpicas similares a los huesos naturales.
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Fipura 2.10. Propiedades Mecinicas de varins biomareriales

Aplicaciones de compuestos cn ambientes fisteligicos son freeucntements: limicadas por bz estabilidad de
los enlaces entre las tases, En casa de las rupruras de los enlices interfaciales ocurre el wipido deteriore

inecinico v la produccidn de prodocios de degradacidn nocivos para la salod 7121

Una varledad de mareriales compuestos polimero/cerimice ha emergido en aplicaciones biomedicas con
el abjuiivo de Tusionar Las propicdudes rocednicas de cavos maerales, al ol que su oseoconductividad

¥ hindc:gmhi licdacl.
2.5 Hidroxiaparita

Una de las ceramicas bivactivas mids estudiadas extensivamente es la 1lidrexiapatita. La [lidroxiapatica

{HA) es quimicamente similar al componenie mineral del hueso v diemtes. hluestra excelenie

b
hiocompatibiliclad con eefido duro, e bicactiva v promucve la osteoinrogracion [1-3, 7-B, 44-43]. la
composicion del hugso o fosfate do calda {69% ¢n pesol, agua (10 on posod, coldgeno (20% ¢n
pesa) ¥ otros materiales orginicos en pequenas cantidades, tales como proteinas. polisacirides y lipidos
come se rmdestra eo la ligara 2001 [1]0 Bl coligeno e Toomado por finos llumenios con didmeurns enlee
0,1-2 pm, La principal funcion del coligeno es la de dar elasticidad ¥ soparte estructural al ejida del
bruesen Los [oslams de calclo se encuenuan en forma de criswles de hidrosiapadia y Tosies de calcio
amorfoe La principal funcidn e proveer deidez al refida dwee. Los erisales de HA, en forma de agujas

v placas. son paralclas a los filamentas de colisena, Tn ol diente, cxisten tres tipos do wjides dures:

esmialte, demuing v cemente, Bl esmalie es el wefido nds dure del coerpo v comsisie en 97% peso de
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cristales de TTA v 3% on peso de sustancias organicas ¥ agua, (ver Hegura 2,170 La dentna ticoe la
composicion similar al hueso, T cemento esed compuesto de 45% en pese de minerales ¥ 53% cn peso
de matoriales organices ¥ agua, o ol cucrpo, los mds importantes tostacos de celeio son TLA con una

relacion CarT de 167 v fosParos tricalvico con una celacion Ca: e 1.3

Agua 10%

Fase inorginica 70%

Fase m"_z,u'nin_'-.l 20 HA 95%
Coligena 75% Magnesio
Proteinas no Sodio
coligenas 5% Patasio
Fluoruras
Clorura

Figura 2.11. Composicidan del TTazsa [1]
2.5.1 Caracterislicas estruciurales de la hidroxiapatita

La estequicmerria de la TTA {0 PO(OTTI consisoe de innes Cat L PO ¥ OMT. La cstucrura
rericular os esquemaricamente mnstrada en la figura 20120 Tes iones de calcio forman celumnas ¥ los

iomes O - residen denere de las canales |89,

{'."

T

T
|
]

Figura 212, Fatrocoes reticolar de Tas hidedwidos de calein [549]
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La estructura de HA pertenece a un sistema hexagonal con un grupo espacial P6s/m. El arreglo glabal
de HA es caracterizado por un eje C perpendicular 4 tres ejes 4 equivalentes de 120° uno del otro. Las

dimensiones la celda unitaria, la construccion de unidad mids pequefia vy un complemenio representativo

de cristales de HA, son a=b=9.42 A v e=6.88 A (ver figura 2.13) [91].

Figura 2,13, Celda unitaria de Ia hidroxiapatita [91]

La celda uniraria de Ta hidroxiapartira conticne 10 iones de calcio localizados en sitios no equivalenres,
cuatro en el sitlo 1 [Ca ) v sels en el sito 1 {Cay). Los iones de Ca) estdn alineados en columnas v los
iones Can en tridngulos cquilitcros perpendiculares al ¢je ¢ de la estractura {ver figura 2,14) [90]. Tos
iones del sitio [ estan coordinados a 6 dtomos de oxigeno pertenecientes a diferentes tetraedros de PO, v
tarnbién o 3 dromos de oxfgena relativamente distuntes, Los iones Cay poseen 6 dromos de oxfgeno a
distancia 2.4 A, en cambio el sitio de los Cay posee 3 oxigenos a distanciade 2.2 A, 2.3 Ay 2.5 A, Las
esferas de coordinacion de los jones de calcio en los sitios | v 11 son mostradas en las figuras 2.13 y 2.16,

resp ccrivamenie.

Una de las caracteristicas estructurales interesantes de la 1A, es que ella permite que los iones hidroxilos
sean retirados con relariva facilidad, generando canales vacios entre los hexdgonos, formados por los
iones de calcio, por donde pueden ser conducidos otro iones o moléculas. Las sustituciones pueden
alterar ¢ pardmetro de red y las dimensiones de los eristales, Ta texturs superlicial, Ta cswbilidad v la

solubilidad de la hidroxiapatita [48]
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Figura 2.16. Estera de coordinacién Ca —C [90]
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2.5.2 Propiedades de la hidroxiapatita

Existe una amplia variacién de propiedades mecinicas de los fosfatos sintéricos, como se muestra en la
tabla 2.3 [1]. Estas variaciones son el resultado de la modificacién de la estruceura policristalina de los
fosfatos de calcio policristalinos, a su vez resulta de los diferentes procesos de manufactura.

Dependiendo en las condiciones, el fosfato de calcio puede ser hidroxiapatita o beta-whirlockira.

La hidroxiapatica policristalina tiene un alto médulo eldstico encre  40-117GPa. Tl tejido éseo, la
dentina y el esmalte dental son materiales compuestos que contienen hidroxiapatita asf como otros
materiales orgdnicos. El esmalte dental, la dentina y el hueso compacto poseen un médulo eldstico de
71, 21 y 12-18 GPa, respectivamente. La relacién de Poisson para la hidroxiapatita sintética es 0.27, ¢l

cual es menor al del hueso 0.3 [14].

Entre las propiedades mds interesantes de la hidroxiapatita es su excelente biocompatibilidad, su
bicactividad, su no toxicidad, su osteoinductividad, su osteoconductividad y su osteointegracién [2,14-
15, 47-48].

Tabla 2.3. Propiedades fisicas de la hidroxiapatita [48].

Propiedad Magnitud
Médulo Elistico (GPa) 40-117
Resistencia a la compresién (MPa) 294
Resistencia a la flexién (MPa) 147
Dureza {Vickers, GPa) 3.43
Relacién de Poisson 0.27
Densidad teérica (g/cm’?) 3.16
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2.5.3 Aplicaciones biomédicas de la hidroxiapatita

La hidroxiapatita es empleada como reemplazo de partes pequefas del hueso, relleno de cavidades en
odontologia, recubrimiento de superficies de metales para implantes, refuerzo en materiales compuestos,
liberador de medicamentos, entre atros. No obstante, aunque se han empleado con éxita algunos
materiales cerdmicos biodegradables y bioabsorbibles como el fosfato tricdlcico o el coral marino, poseen
limitaciones ya que, normalmente, son frigiles y dificiles de transformar en materiales porosos con

formas complejas [47-48].
2.6 Poli(4cido lactico)

La poli(dcido ldctico) es un poliéster alifitico biodegradable ampliamente estudiado en las dlimas dos
décadas, este puede ser obtenido mediantes diversas rutas de polimerizacién del dcido ldctico. Su
biocompatibilidad y su no toxicidad, sumada a la acepracién de la FDA, son factores predominantes
para su gran interés y aplicacion en el drea biomédica [10, 38, 51-53]. No obstante dicho polimero
presenta baja hidrofilicidad. Esto le impide su uso directamente como material para reconstruccion de

tejide por su baja afinidad celular.

2.6.1 Acido Lictico

El dcido ldctico es un componente que juega un papel muy importante en varios procesos bioquimicos.
Por ejf:mplo, el lactato es constantemente producido mediante el ejercicio fisico y es eliminado por el
metabolismo. El dcido ldctico ha sido producido a escala industrial desde finales de los afnos 90s. Se
emplea principalmente en la industria de alimentos, cosméticos, firmacos y alimento para animales
[28]. Adicionalmente es el precursor monomérico para la sintesis de poli (dcido ldctico). El dcido ldctico
puede ser obtenido tanto por fermentacién de carbohidratos como por sintesis quimica [54-55]. El
dcido ldctico (dcido 1-hidroxipropanoico) posee un carbén asimétrico, el cual le permite dos
configuraciones dpticamente activas. En la Figura 2.17 se presentan los enantiémeros del dcido ldctico

[11].
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H CHs
E OH E OH
Hsc..}c'---.. c/ H..}C---... C/
HO \\ HO \\
0 0
L- Acido Lactico D- Acido Léctico

Figura 2.17. Enantiémeros de dcido ldctico [11]

2.6.2 Lactida

Lactida (3,6 dimetil 1,4-dioxano 2,5 diona) es un dimero ciclico logrado mediante la unién de dos
moléculas de dcido ldctico y dan lugar a L-lactida, D-lactida y meso-lactida (una molécula de L-dcido
ldctico asociada con otra molécula de D-dcido ldctico), en la figura 2.18 se muestran estos
esteroisomeros [11]. Una mezcla de L-lactida y D-lactida se conoce como una mezcla racémica (rac-
lactida) [54-55]. Es usualmente sintetizada por la depelimerizacién a presién reducida del poli (dcido
ldctico) de bajo peso molecular. Mediante este método se obtiene mezcla de L-lactida, D-lactida y meso-
lactida [56-57]. Los diferentes porcentajes obtenidos de isémeros dependen del dcido ldctico empleado
en la policondensacién, de la temperatura y de la naturaleza y cantidad del catalizador. Es importante la
separacién de los esteroisémeros, para controlar la estructura final del polimero de alto peso molecular,

la cual se basa en las diferencias del punto de ebullicién entre ellos [25, 58],

I I i
c \\\\H c .\‘\\\CHa c \\\CHa
0/ \T.‘; CHg cl)/ \T‘QH o/ \Ta\ ]
Hllm--c\ /o HiyClinnC /0 HIII||..C\ /o
HaC i:I H ﬁ HsC i
|
0 0 (8]
L-Lactida D-Lactida Meso-Lactida

Figura 2.18. Esteroisémeros de Lactida [11]

2.6.3 Sintesis de poli(dcido lictico)

La sintesis de Poli(dcido ldctico), PLA, es un proceso multietapas, el cual inicia en la produccién del

dcido ldctico y termina en su polimerizacidn. La Figura 2.19 muestra tres rutas principales para obtener

[ =)
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PLA [11]. En la policondensacién de dcido ldctico se obtiene polimere frégil de bajo peso molecular,
oligémeros, poco usuales para aplicaciones biomédicas debido a su fragilidad. La segunda ruta es la
destilacién azeotrdpica del dcido ldctico. Esta téenica puede obtener polimero de alto peso molecular
sin emplear agentes de acoplamiento. Por tltimo, se tiene la polimerizacién por apertura del anillo de la
lactida, para obtener altos pesos moleculares. Este proceso ha sido patentado por Cargill (US) en 1992
[11]. Es importante recalcar que a partir de L-dcido ldctico 6 L-Lactida se obtiene poli(L-dcido ldctico) o
poli{L-Lactida), respectivamente. Ambos son el mismo tipo de polimero pero provienen de diferentes
mondmeros y rutas de polimerizacién. La poli{L-lactida) proviene de la polimerizacién por apertura de

anillo de la L-lactida.

H Ehg
HiCam * OH H CH
3 7 ~—c / Hh..c\c /
wd ne )
o o
L- Acido Léctico D- Acido Léctico

Policondensacién / \ Destilacién Azeotrépica

CHs O CHs o
o AN Wo
HO/\"’ T o ¥~ “OH
O  CHa O  CHa Agente de

-IIIO
-IIIO
0

Acoplamiento
Prepolimero de bagjo peso mol

—>
Oligémero wa 1000-5000 v Ho/\"/ (\_)l\ »}’\“/

‘OH

OIII-

ﬂ CHa
Hs
Polimero de alto peso molecular
Mw > 100000
o]
. I
%N
Hae» $ © N .
CI> é..\\CHa ————— Polimerizacién por apertura de anillo
~c"h
I H
o

Figura 2.19. Mérodos de sintesis para la obtencién de poli{dcido lictico) de alto peso molecular [11].

2.6.3.1 Polimerizacién por apertura de anillo

La polimerizacion por apertura de anillo ocurre por reacciones de transesterificacion intramolecular e

intermolecular. Esta reaccion es ampliamente estudiada dehido a la posibilidad de controlar la quimica

([ »)
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¥, por tanto, las propiedades de los polimeros resuleances. Este método es nsualmente empleado para la
sintesis de polimeros de alte peso molecular con un alto grado de estereoregularidad. Las polilactonas v
polilactidas son exclusivamente obtenidas mediante esta rura. La polimerizacién por apertura de anillo
es dasificada en tres dpos de mecanismo: polimerizacion anionica, polimerizacion catiénica y

mecanismo de insercion-coordinacion.

2.6.3.1.1 Polimerizacidn Anidniga

Esta polimerizacién es iniciada cuande el anidn nucleofilico del iniciador ataca el grupo carbonile de la
lactida, lo que resulra en la ruptura del enlace entre ¢l carbone del carbeonilo v el oxigeno endocieclico
{acil-oxigeno). Este oxigeno es ahora el nuevo anién, alcoxide, el cual continga propagdndose para
permicir el crecimiente de la cadena molecular (Figura 2.20). Sin embargo, los iniciadores aleamente
nueleodilicos son tan bdsicos que pueden deprotonar el monémere v conducir a una racemizacién con
lo que la estereoquimica del polimero formade no se puede controlar (Uigura 2.21}. Por lo tanto, es
muy dificil obtener polimero de alto peso molecular a partir de este mérodo. Los ejemplos de iniciadores

que dan polimerizacidn anidnica son los alquil y alcoxi derivados de Titio, potasio y magnesio,

CH, O CH, O
3 M : .0 O:M
R’O}H\OJ\(O tactioe s {\H\OHH/
0 CH, 0 CH.3

H

G
0
R—omg\: o)
S
CH,

Figura 2.20. Polimerizacién por apertura de anillo anidnica [26].

Depolimerizacion Intermolecular

sl

| I
~mnO—C—O~~~O0 M+ AL~

e —C~~~Q0—C—0 + M+0_-..A.f-.--,

Depolimerizacion Intramolecular

0
=
W%O—!:|£-(S-V-\~O_ M il \AMO- M+ + GC—0

=0

Figura 2.21. Reaccidn de depolimerizacién [26].
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2.6.3.1.2 Polimerizacién Catiénica

Los catalizadores para este método pueden ser carbacationes y algunos dcidos fuertes como trictiloxonia,
tetrafluoroborato, wrifluoruro de boro y deido  trifluoroacéico. La etapa de iniciacion de la
polimerizacién catidnica ocurre cuande uno de los oxigenos exociclicos de la lactida es alquiladoe y
protonade por el iniciador. De aqui, resulta un enlace O-CH cargado positivamente. El ataque
nucleefilico por un segundo mondmero rompe este enlace y crea otro jon carbenio. la crapa de
propagacidn de esta polimerizacién se repite como un ataque nucleofilico por continua adicién de
monémeros, hasta que la polimerizacién es terminada por nucleéfilos monofuncionales como el agua
{(ver Figura 2.22). La polimerizacién catiénica a altas temperaturas causa racemizacion, desde que el
segunde monémero ataca ¢l centro quiral de la cadena propagante. Sin embargo, la racemizaciéon puede
ser minimizada a una temperatura > 50°C, pero a esta temperatura la velocidad de reaccion es muy lenta

¥ no se obtienen polimeros de alto peso molecular.

CH, 0
o)
Oy oo
O CH,
Figura 2.22. Polimerizacidén por apertura de anillo cacidnica [26].

2.6.3.1.3 Mecanismo de coordinacién-insercién

bste s ¢l mds ampliamente estudiado para la sintesis de poli(dcido lactico) de alto pese molecular. En
este método, se emplean camlizadores como aledxidos metdlicos. Los aledxidos de Magnesio (Mg), Zine
(Zn). Aluminio (Al), Estano (Sn), Titanio (T1), Zirconio (Zr). Samario {(Sm), lirio (Y), estos merales
poseen orbirtales libres p, d o f con energias favorables. Adicionalmente poseen un enlace covalente entre
dgromo metdlico y ¢l dtomo de oxigeno comportindose como dcido de Lewis. La primera etapa ocurre
cuando uno de los oxigenos exociclicos de la lactida comienza temporalmente a coordinarse con el

dtomo metdlico del iniciador. Esta coordinacién incrementa la nucleofilicidad de la parte alcoxida del

()
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iniciador, al igual que la elecrrofilicidad del grupo carbonilo de la lactida, Tin Ta segunda etapa, ¢l enlace
acil-oxigeno (enlace entre el grupo carbonilo y el oxigeno endociclico) de la lactida se rompe y se inserta
entre el enlace meral-oxigeno del iniciador. La polimerizacién conrinda con la coordinacién e insercién

dec moléculas de lactda (Figura 2.23) [26].

OR_ OR
Q _AI\ OR_ 0. _OR
CH3 "% A}:-CM]/CH.!
o OR AT
o} \. OR 0
AOR), 5 CH
0o ——» o 3 o)
H,C ) H.C
o} H.C o o
o OJE,CHJ
H.gc)\,r
0
OR OR
o CH, }«I/
CH, OR N
N it SHs | Lactida DRPJYOJ\H)\O/ o)
RO ],H E Al S m
or" «—_ RO Oln/ OR &, N O/-(]/cl-q3
0 0
H,C
0

Figura 2.23. Polimerizacion por apertura de anillo mediante coordinacién-insercidn [26]

Un gran ntimere de catalizadores han sido estudiados para la polimerizacion por apertura de anille de la
Ié].(_ltid:i. L()S (—:F&Ct(}s 20 I.';l.'s' pr()l)it’d}ldes COImo I)lﬁ!\‘{) ITlUll:Culizlr_.. L{i.‘\‘tril)l_l(_:i(’]ﬂ (_I.t'l [1(‘.'5'(} II](}](‘.‘CUIHT }"
racemizacién del PLA han sido ampliamente estudiados. Los caralizadores para la sintesis del PLA

consisten cn diferentes metales v sus sales.

Los catalizadores usados principalmenie consisten de polvos medlicos, deidos de Lewis, bases de Lewis,
compucstos organomctilicos v difcrentes sales de metales.  Sin cmbarge, los  compucstos
organometdlicos son muy efectivos en la sintesis de PT.A de alto peso molecular particularmente
alquilmetales ¥ halogenuros, dxidos ¥ carboxilatos. Tl catalizador mds empleado es ¢l ocroato de

estano.

2.6.4 Propiedades del poli(4cide lictico)

En ¢l proceso de obtencién de polifdcido ldcrico), tanto ¢l método de sintesis como la relacidn de los
enantiémeros [ v [ modifican las propiedades del producte resultante. Ll mérodo de policondensacidén

es usaclo ara la sintesis de p()“mcms de haj() prese u n|igﬁnlcr(1s (WMw<S000). Por el contrario, la
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polimerizacién por apertura de anillo permite sintetizar polimeros de alto peso molecular
(Mw=>100000). En relacion a la cristalinidad, ¢l PLLA y PDLA son materiales semicristalinos y su
periodo de degradacion supera los dos afios. Por otro lado, el PDLLA es amorfo y degrada en
aproximadamente 16 meses. La cristalizacidn, el grado de cristalinidad, y las propiedades térmicas del
PLLA depende del peso molecular, condiciones de polimerizacién, su historial térmico, su pureza, entre
otras [10]. En cuanto a sus propiedades térmicas las propiedades mecdnicas, el poli(dcido ldctico)
presenta menor resistencia al impacro y estabilidad térmica del PLA en comparacién con los polimeros

termopldsticos convencionales.

2.6.5 Aplicaciones Biomédicas del poli(dcido lictico)

El poli(L-dcido lictico) o la poli{L-lactida} ha sido ampliamente estudiado en las dltimas cuatro décadas.
Su producto de degradacién por hidrélisis es el L-dcido ldctico. Este dltimo es metabolizado por nuesto
organismo, a diferencia del monémero D-acido lictico el cual se acumula y no sufre una degradacion
enzimdtica. Sus ventajas sobre materiales no degradables, son contrarrestar los largos periodos de tiempo

que tardan en ser aceptados por el organismo y su remocién una vez que han cumplido su funcién,

El PLA se ha empleado para la fabricacién de dispositivos de fijacidn tales como tornillos, placas y
barras. También se han elaborado fibras, conocidas en el campo médico como “biotextil”, empleadas en

suturas, industria farmacéutica, implautes y andamios pata reconstruccion de tejidos.
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Capitulo 3

MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos para sintesis y proceso de electrohilado

L-Lactida (LLA) de PURAC. Octoato de estaiio, Sn(Oct);, de Reaxis C129. Nanopolvo de
Hidroxiapatita (n-HA) de Sigma-Aldrich. Poli(L-dcido ldctico} de Natureworks. Xileno anhidro,

Trifluoretanol, Cloroformo, Etanol y Acetona de Sigma-Aldrich usados sin previo secado.

3.1.2 Reactivos para prucbas biolégicas

PBS (solucién buffer, solucidn salina amortiguada de fosfatos) preparado en el laboratorio. Antbidticos
(penicilina, estretopmicina y anfoterina). EDTA (dcido etil amino tetra acético) de ICN biomedicals.
Medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium ,10% de suero fetal bovino, D-glucosa, 0.1 mM de
aminodcidos) y Colagenasa tipo IT de GIBCO. Tripsina. Salucién amortiguadora de citoesqueleto (CB,
10 mM de MES, 150 mM de cloruro de sodio, 5 nM de dcido etilen glicon tetra acético, 5 mM de
cloruro de magnesio, 5 mM de glucosa, pH 7). Parafolmaldehido (PFA). Triton X-100. Gelatina.
Anticuerpo primario (anti-vinculina de humano hecho en ratén). Anticuerpo secundario {anticuerpo de
ratén tipo IgG (H+L) acoplade a fluoresceina (FITC)) de Zymed. Medio de montaje para fluaresceina
(vectashield) de Vector Laboratories. Faloidina rodaminada de Sigma. DAPT ( 4,6 diamino 2 fenilidona).
Dexametasona (DEX), L-dcido ascérbico y beta-glicerofosfato (sal disédica) de Sigma. Alamar azul y rojo

de alizarina.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Polimerizacién por apertura de anillo de L-lactida en presencia de nanocristales de

hidroxiapatita

El material de vidrio se secéd previamente a 130 °C durante 24 horas para eliminar trazas de agua.
Seguidamente se realizé el montaje de la figura 3.1, antes de adicionar los reactivos se realizaron 3 ciclos
de vacio y nitrégeno para garantizar una atmdsfera inerte. Previamente se secaron los nanopolvos de
hidroxiapatita a 130 °C durante 24 horas y se recristalizé el monémero L-Lactida con acetato de etilo. Se
adicionaron al sistema 10 mL de xileno, se introdujeron 10, 30, 50, 70 y 100% en peso de hidroxiapatita
en relacién con el peso de lactida. Se empled 0.5 pL de Sn(Oct), para todas las pruebas con catalizador
(C), la cantidad de octoato de estaiio se determiné manteniendo una relacion LLA/C de 5000, la mezcla
se agitd durante una hora a 90 °C. En presencia de nitrégeno se adicioné lg del mondmero L-Lactida y
se aumentd la temperatura a 130 °C. Para llevar a cabo la polimerizacién por apertura de anillo, el
sistema se clcjé reaccionar durante 18 horas. Posteriormente, la reaccién se dejé enfriar hasta temperatura
ambiente. El injerto sintetizado se separé mediante lavado con 30mL de cloroformo y posteriormente se
centrifugd a 5000 rpm, esto para separar la poli(L-Lactida) formada que no se injerté. Finalmente se
removieron las trazas de disolvente a 40 °C en un horno al vacio durante 3 dias. Las condiciones de
reaccién se resumen en la tabla 3.1. En este estudio, la scleccién de la cantidad de catalizador y
temperatura se basé en previas investigaciones realizadas por otros autores, para promover la
polimerizacidén por apertura de anillo [26, 32-33, 38, 40-41, 53, 60]. Las reacciones sin catalizador se
realizaron bajos las mismas condiciones a excepcidn de la adicién de Sn{Oct),.

El esquema de reacciéon propuesto por Helwig y colaboradores para la & -caprolactona en presencia de
hidroxiapatita se considera aplicable para esta reaccién, dado que la L-lactida de igual manera reacciona
por el grupo carbonilo, el mds reactivo de la molécula [32]. En presencia de catalizador, inicialmente la
reaccion se lleva a cabo por la formacién de un complejo de estafo con la hidroxiapatita, que
posteriormente se coordina temporalmente con el diéster ciclico para realizar la apertura de anillo y
permitir que este se injerte en la superficie de la hidroxiapatita. Por otra parte, las reacciones obtenidas en

ausencia de catalizador son promovidas por los grupos hidroxilos presentes en la superficie de la
hidroxiapatita. Esta reaccién se logra mediante el ataque nucleofilico del ion OH™ sobre el enlace del

aciloxigeno presente en el anillo. Después se da una cransferencia de carga v la hidroxiapatita queda

[ = ]
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itnicamente enlazada al grupo carbonilo del poliiL-lactida) v ol grupo final hidroxile del pelimero

COMCITLL pl'u:]mm‘itndn la pﬂlim{.‘rim&itﬁn por aperoura de anillo.
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3.2.2 Preparacién de soluciones poliméricas de PLLA

Se prepararon soluciones de concentraciones de 10,12, 13 vy 16% p/v de PLLA en triflucretanol. En la
tabla 3.2 se enlistan las soluciones preparadas. Aunque en algunos trabajos se reporta en uso de
cloroformo, cloroformo/acetona, cloroformo/etanol y diclorometano para el pali(L-dcido lictico) [81],
en este trabajo se selecciond trifluoretanol por poseer un parimetro de solubilidad muy cercano al PLLA

[118] v una mayor conductividad en comparacién con los disolventes mencionados anteriormente [119].

Tabla 3.2. Soluciones de PLLA

Nombre de la Concentracidn %p/v
solucién [g/mL]
10PLLA TEF 10

12PLLA TEF 12

13PLLA TEF 13

15PLLA TEF 15

16PLLA TEF 16

3.2.3 Preparacién de las mezclas de PLLA con hidroxiapatita pura e injertada

La cantidad de PLLA se introdujo en un matraz aforado de 50mL. Posteriormente, se adicioné
trifluoretanol hasta cubrir completamente el polimero. En presencia de agitacién, se dejé disolver
durante toda la noche. Seguidamente se adiciond hidroxiapatita pura (HA) o injertada (HAlnj) a la
solucién de PLLA v se dejé agitar durante 1 hora pata favorecer la dispersién de las particulas en el
sistema. Finalmente se adiciond trifluoroetanol hasta aforar. La cantidad de HA y HAlnj estd en relacién
al peso de PLLA medido para cada solucién y se adiciond en porcentajes del 4, 10, 20 y 30% en peso.
Estas cantidades son registradas en la tabla 3.3. Se empleé como hidroxiapatita injertada el producto
obtenido de la reaccién RLA-HAS50, para esta seleccidn se tuvieron en cuenta dos condiciones muy
importantes: 1) producto con mayor porcentaje de injerto donde sélo se evidencie un evento de
descomposicién y 2) injerto obtenido sin trazas de metales, es decir, en ausencia de catalizador. La

primera condicién se explica en la seccidn 4.1.4 y, la segunda se establecié porque algunos autores

[ & ]
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reportan que la presencia de metales en andamios para regeneracién 6sea puede causar dafios en el

organismo humano [42-43].

Tabla 3.3. Mezclas de PLLA con HA y HAlnj

Nombre de la mezcla Peso PLLA HA RLA-HAS0
compuestas lg] [%0] [%0]
PLLA/HA_4 0.79 4 s
PLLA/HA 10 0.78 0 -
PLLA/HA_20 0.78 20 0000 emseee
PLLA/HA_30 0.78 30 e
PLLA/HAInj_4 081 e 4
PLLA/HAIRj_10 0.80 e 10
PLLA/HAInj_20 079 e 20
PLLA/HAInj_30 0.80 e 30

3.2.4 Proceso de electrohilado

El proceso de electrohilade emplea fuerzas electroestiticas para la produccién de fibras. Una diferencia de
potencial, medida en voltios, se emplea para hilar la solucién y/o mezcla polimérica. Los parimetros
empleados para la fabricacién de andamios a partir de las soluciones poliméricas y mezclas compuestas
son enlistadas en las tablas 3.4 y 3.5, respectivamente. El proceso se realizé bajo condiciones ambientales.

Algunos pardmetros se mantuvieron constantes, tales como: didmetro del capilar en 0.4 mm, peso

molecular promedio en peso (A_/fw) del poli(dcido ldctico) en 282,000 gmol'], distancia entre €l colector
y ¢l inyector de 30 cm y tipo de colector, limina metilica de aluminio para repujado de 10 cm’. El

equipo empleado para el proceso de electrohilado se fabricé en el laboratorio (ver figura 3.2).
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Figura 3.2. Equipo de clectrohilado fabricado en el laboratorio

3.2.5 Pardmetros del proceso de electrohilado para las soluciones y las meuclas

comp uestas.

3.2.5.1 Seluciones de PLLA

En la tabla 3.4 sc muestran las condicioncs de clectrohilade que s¢ cmplearon para clectrohilar las

soluciones poliméricas. Donde Q y AV corresponden al tlujo de inyeccidn y a la diferendia de porencial,

Tespec rivamente.

Tabla 3.4. Condiciones de electrohilade seluciones de PLLA

Nombre de la G AV
solucidon [mL/h] [kV]
10PIIATEF 0.6;0.8 15; 25; 35

12PII.A TEL 0.6; 0.8 25
13PLLATEF 0.6;0.8 25
1SPLLA TEF 0.6 15; 25
16PLLA TEF 0.6; 0.8 15; 25; 35
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3.2.5.2 Soluciones de PLLA con HA y HAInj

Las condiciones de electrohilado para las mezclas compuestas fueron: fluye de inyeccidén de 0.6mL/h,
diferencial de potencial de 15kV y la distancia entre el colector y el inyector de 30 em. Los pardmetros
empleados se determinaron con base en los resultados obtenidos del proceso anterior. Esto se explica a

detalle en la seccién 4.2,

CARACTERIZACION DEL PRODUCTO DE REACCION

3.2.6 Espectroscopia de infrarrojo

Espectroscopia de infrarrojo por transformada de fourier por reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) se
empled un equipo ATR-Thermo Scientific Nicolet 6700. Los espectros se obtuvieron en el intervalo de
4000-400 cm™. Las mediciones se realizaron directamente sobre las muestras sin previa preparacién. Esta
técnica se empled para obtener informacidn de los grupos funcionales presentes en los productos de

reaccion.

3.2.7 Resonancia magnética nuclear de Carbono 13 y Fésforo 31

En la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de Fésforo (*'P-RMN) y Carbono (PC-RMN) en
solidos, se empled un equipo Bruker Avance 111 Microbay a 400 MHz con dngulo mdgico, con una
sonda de solidos MAS 400 SB-01. La cantidad de muestra analizada fue de aproximadamente 500
miligramos. El mismo equipo con sonda para liquidos se empleé para la medicion de "C de soluciones
de PLLA y LA en cloroformo deuterado. Se pesaron 20mg de cada muestra y se disolvieron en 2mL de
cloroformo deuterado. Mediante esta técnica se corrobord el enlace i6nico de los grupos carbonilos del

poli{L-lactida) con los grupos hidroxilos de la hidroxiapatita.

3.2.8 Andlisis termogravimétrico

Mediante andlisis termogravimétrico se determind la cantidad de poli(L-lactida) injertado en la superficie
de las nanoparticulas de hidroxiapatita. Se utilizé6 un equipo Perkin-Elmer 7 series thermal analysis
system, Las mediciones se realizaron desde temperatura ambiente hasta 500°C, a una velocidad de
calentamiento de 10°C/min. La cantidad injertada se supuso como la pérdida de peso del compuesto

durante el proceso de calentamiento.




Capz’tu[a 3. Materiales y M eradalagz'cz

CARACTERIZACION DE LOS ANDAMIOS ELECTROHILADOS

3.2.9 Conductividad eléctrica de las soluciones poliméricas y mezclas compuestas.

La conductividad eléctrica de las soluciones se midid con un conductimerro CDM210. Previamente a las
mediciones se calibré la constante de la celda de conductividad con una solucién de KCI 0.1M. La
conductividad se midié a temperatura ambiente (25°C). Inicialmente se transvasé la solucién a un tubo
de ensayo. Seguidamente se introdujo la celda de conductividad a una altura media sin tocar las paredes
del tubo y, finalmente, se midié la conductividad por un petiodo de 10 minutos. Este proceso se realizé
para cada una de las soluciones y mezclas. Cada tubo de ensayo se sellé en la parte superior con papel
parafinado para evitar influencia de las moléculas presentes en el ambiente. Antes de cada medicién, la

celda se limpié con cloroformo y etanol.

3.2.10 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La morfologfa y distribucién de las fibras electrohiladas se observé mediante la téenica de microscopia
electrénica de barrido (SEM, en inglés Scanning Electronic Microscope), en un microscopio Leica-
Cambridge Stercoscan 440, equipado con filamento de tungsteno. El voltaje de operacién para el haz de
clectrones fue de 20 kV. Las muestras fueron previamente recubiertas con oro, para hacerlas
eléctricamente conductoras. El recubrimiento se realizé al vacio, a una corriente de 30mA durante 3

minueos.

3.2.11 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS)

La técnica de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS, en inglés Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy) se usd para entender la distribucién de particulas de hidroxiapatita pura e injertada en los
andamios clectrohilades. Se realizé6 un mapeo clemental de carbono {C), calcio {Ca} y fésforo (P) a las
muestras de PLLA/HA_4 y PLLA/HAInj_4. Se empled un espectrémetro de energia dispersiva de rayos
X, marca Oxford Inca X-ACT, acoplado a un microscopio electrénico de barrido de emisién de campo,
Jeol JSM-7600F. El voltaje de operacién fue de 15kV. Las muestras se cargaban electrostiticamente en la

supetficie, para evitar acumulaciones de carga fue necesario aterrizarlas recubriéndolas con oro.
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3.2.12 Determinacién del didmetro promedio de las fibras y porcentaje de drea porosa de
los andamios.

El programa lmage ] es empleado para la medicién del didmetro promedio de las fibras y el porcentaje de
drca porosa de las membranas Las imdgenes scleccionadas para estas mediciones son micrografias de

10000 y 2000 aumentos, respectivamente.

El procedimiento para la medicién de didmetro promedio consta de 6 pasos: 1) Se abre la imagen a
evaluar con el programa Image ], 2) se selecciona la herramienta de medicién, 3) se determina la escala de
medicién, estableciendo una relacién entre micras y pixeles, 4) se mide el didmetro de las fibras, 5) se
almacenan los datos medidos en un archive de texto, posteriormente se evalia la desviacién estdndar de
los didmetros y 6) se determina la distribucidn, los datos obtenidos de distribucién son graficados en
forma de barras con Excel. Para la medicién de didmetros, las fibras en las micrografias deben
presenciarse en el primer plano y ser continuas. Se miden 35 didmetros por cada micrografia. En las
figura 3.3 a 3.4 sc explican paso a paso ¢l uso del programa Image | para la determinacion de didmetros

promedios.

El procedimiento para la determinacién del porcentaje de drea porosa o espacios vacios se obtiene en 5
pasos: 1) Se abre la imagen con el programa lmage |, 2) se mide la escala de micras en pixeles, 3) se
establece un diferencia de colores o umbral en la imagen, para diferenciar poros de fibras, 4) se analiza la
imagen con una herramienta del programa y 5) se determina el porcentaje de drea porosa. En las figuras

3.5 a 3.7 se explican paso a paso el procedimiento anterior.
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3.2.13 Caracterizacién Mecinica

Las propiedades mecdnicas de los andamios obtenidos de la solucion de PLLA puro y mezclado con HA
6 HAlnj se midieron en un equipo marca MTS minibionix 858, (ver figura 3.8). Las probetas se
prepararon segiin la norma ASTM D1708 [99], se cortaron sobre papel aluminio repujado sin presentar
desperfectos en sus curvaturas y se obtuvieron con espesores entre 0.04-0.1mm. De cada andamio se
extrajeron entre 5-7probetas, como se observa en la tabla 3.6. Para todos los ensayos se empled una
velocidad de 10mm/min y una carga de 110N, Los datos obtenidos de cada ensayo de tensién se
generaron en un archivo de texto, debido a la cantidad de datos fue necesario procesarlos con el
programa Matlab 2010R para calcular el esfuerzo y la deformacién en cada punto de muestreo.

chuidamente, €stos dSIOS sC graﬁcaron para Ob[f!llf!l‘ la curva esfuerzo-deformacién. De estas curvas se

determinaron los valores de médulo eldstico (£'), esfuerzo de cedencia (o), resistencia a la tensién

(0,5 ) v su deformacién (£, ).

Figura 3.8. Mdquina de ensayo de tensién Minibionix
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Tabla 3.5. Numero de probetas por andamio electrohilado

Nombre de Canridad de Nombre de Cantidad de
Andamio probetas Andamio probetas
PLLA 5 PLLA/HAInj_4 5
PLLA/HA 4 5 PLLA/HAInj_10 6
PLLA/HA_10 5 PLLA/HAIRj_20 6
PLLA/HA_20 5 PLLA/HAInj_30 6
PLLA/HA_30 7

La curva esfuerzo deformacién presentd tres zonas, como se muestra en la figura 3.9.
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Figura 3.9. Curva esfuerzo-deformacion
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Para la determinacion el médulo eldstico se amplié la primera zona, para observarla mejor, con Matlab

2010R y se determind la pendiente empleando dos puntos medio sobre la recta, ver figura 3.10.
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Figura 3.10.Ampliacién zona cldstica de la curva esfuerzo-deformacién para determinar el médulo

eldsticeo.

El esfuerzo de cedencia es el punto miximo de la zona 1, este se determina trazando una linea horizontal

hacia ¢l ¢je de las ordenadas, figura 3.11.
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Figura 3.11 Determinacién esfuerzo de cedencia de la cuerva-esfuerzo deformacién.
La resistencia a la tensién se observé como un punto maximo cn la zona II, ¢sta zena se amplié v sc
determind G5 de la misma manera que el esfuerzo de cedencia. La deformacién en este punto se midid

trazando unz linea vertical hasta cortar con ¢l eje de las abscisas, ver figura 3.12.

Resistenda ala g

tensién (913 ) e e e e ey Aot e e s e —_—y >
Nl —-‘“

Estuerzo [Pal
T

oBt

0B

04

!
|
|
|
|
|
|
|
|
i
|
|
|
|
|
|
i
|
|
1
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
1

| 1 i
0 02 7 o T r
Detormacion (€xz)

Deformacion [mm/mmi

Figura 3.12. Determinacién de la resistencia a la tensidn y su deformacion

[ = ]



Capz’tu[a 3. Materiales y M eradalagz'cz

3.2.14 Caracterizacién Biolégica

3.2.14.1 Proceso de eleccién y obtencidn de las muestras de placenta

Para la eleccion de las pacientes candidatas para la donacién de la placenta se tomaron en cuenta los
siguientes criterios de seleccidn: se incluyeron placentas provenientes de mujeres embarazadas que tras
valoracién de la historia obstétrica en el momento de la llegada a la maternidad, ésta se considere normal
y con los controles serolégicos de rutina efectuados durante el embarazo con resultado negativo (HBsAg,
HCV y HIV como minimo). Asimismo se excluyeron del estudio: placentas provenientes de una
gestaci6n inferior a 32 semanas, en las que existié ruptura de la membrana de 12 o mds horas antes del
parto, placentas de mujeres que presentaron ficbre superior a 38°C, aquellas que provenfan de
gestaciones con inmunizacién feto-materna, en las que se detect6 sufrimiento fetal y finalmente aquellas
placentas que provenian de mujeres con alguna patologia adicional (pre/ eclamsia, diabetes, hipertensas).
Con estos criterios se asegurar de no intervenir en embarazos y/o partos de alto riesgo v por otro lado de
eliminar placentas con evidencias de procesos infecciosos. Una vez que se seleccionaron las pacientes, se
les informd acerca del uso que se le darfa a la placenta y en caso de aceptar participar, se les invitd a
firmar una carta de consentimiento informado. Luego del alumbramiento se tomé toda la placenta y se
envi6 al departamento de biologia molecular para proceder a la obtencién de la membrana amnidrtica

bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar,

3.2.14.2 Obtencion ¥ cultivo de las células madre de la membrana amnidtica

La membrana amnidtica es un tejido delgado, semitransparente y avascular que constituye la capa mds
interna de las membranas ferales que conforman la placenta y delimitan el saco o cavidad amniética, la
zona de la cual se realiza la toma es aquella que estd mds proximal del sito de unién con el cordén
umbilical. La muestra se toma del drea interna (aproximadamente 1 cm®) del lébulo central de la
placenta, los fragmentos de membrana son lavados con PBS v una mezcla de antibidticos con la finalidad
de reducir el riesgo de contaminacién. Posteriormente, las células son liberadas del tejido mediante
digestion con wipsina al 0.25% en EDTA  durante 30 min a 37°C en agitacién constante y
posteriormente con un tratamiento con colagenasa tipo 11 100 U/ml pH 5.6 durante 2 hes a 37°C, con
este tratamiento se asegura obtener la mayor cantidad de células presentes en la membrana amniética. La
células en suspensién son contadas en cdmara de newbauer y llevadas a una densidad de

aproximadamente 100,000 células/ml en control de DMEM vy, posteriormente son plaqueadas en placas

[ 5]
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de cultivo a una densidad de 10000 a 15000 células por cm? de 4rea de crecimiento e incubadas a 37°C
can 5% CQO,. Las células son mantenidas en este medio durante 72 hrs para permitir que se adhieran v
posteriormente el medio es cambiado cada tercer dia por medio control fresco. Entre los dias 14 y 16, las
células son tripsinizadas mediante incubacién con tripsina al 0.25%, luego replaqueadas a una densidad
entre 3000 y 6000 células por cm? para su expansion.

Para realizar el cultive celular en los diferentes andamios, éstos fueron esterilizados previamente mediante
exposicién a la luz UV durante 1 hora. Posteriormente con la finalidad de acondicionar y humectar los
andamios fueron sumergidos en medio de culdve DMEM suplementado durante 12 horas
aproximadamente, a 37°C, se ha reportado que este procedimiento permite la adhesién de las proteinas
provenientes del sucro fetal bovino en la superficie de los andamios, facilitando asf la adhesién celular, A
continuacién, los diferentes andamios fueron colocados en placas de 12 pozos. Se depositaron 400
células/pozo (en un volumen aproximado de 100 pL de medio) sobre cada uno de los andamios, se
incubé por 30 min a 37°C y posteriormente se anadieron 500 pL de medio de cultivo en cada pozo. Los

pozos de la placa de cultivo de poliestireno fueron utilizados como controles bidimensionales.

3.2.14.3 Inmunoflusrescencia indirecta evidenciar presencia de vinculina

Para los ensayos de inmunofluorescencia indirecta, las células culiivadas sobre cubreobjetos 6 bien sobre
los diferentes andamios de PLLA, PLLA/HA y PLLA/HAInj, se mantuvieron en una cimara himeda
durante todo el proceso. Con la finalidad de mantener la estructura del citoesqueleto, las células fueron
lavadas con la solucién CB. Inicialmente, las células se fijaron con una solucién de PFA al 3 % durante
15 min. a temperatura ambiente, posteriormente, la membrana celular se pcrmeabilizé por 5 min. con
una solucién de Tritén x-100 al 0.1 % y PFA al 3% en CB. En este punto es importante no sobrepasar el
tiempo para conservar la integridad de la membrana. Para bloquear los sitios inespecificos se utilizd
gelatina al 0.5% en PBS durante 20 min. a temperatura ambiente. La incubacién con el anticuerpo
primario diluide 1:100, se realizé durante toda la noche a 4°C, protegiendo en todo momento las
muestras de la luz; finalmente se incubd durante 1 hr con el anticuerpo secundario diluido 1:100 en
PBS. Para proteger la calidad y la intensidad de la fluorescencia, las muestras se montaron sobre los
portaobjetos con el medio de montaje vectashield. Todas las muestras fueron contratefiidas con faloidina
rodaminada (citoplasma) y DAPI (nicleo). Para la tincién con faloidina, las células se incubaron durante
2 hrs, a temperatura ambiente en una solucién con una concentracién final de 0.5 pug/ml, mientras que

para DAPI se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente en una solucidn con una concentracién
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final de 0.5 pg/ml. Las imdgenes se analizaren mediante microscopia de epifluorescencia (Nikon)
acoplado al sistema de ldser confocal Bio-Rad MRC 600 {figura 3.13), para lo cual se realizaron una serie

de 8-12 cortes en 7.

Figura 3.13. Microscopio de epifluotescencia acoplado con un ldser confocal

3.2.14.4 Ensayo de proliferacion con alamar azul

Este ensayo estd basade en la deteccién de la actividad metabdlica. Para medir la rasa de proliferacion se
empled el método colarimétrico, el cual se basa en la conversién de resazurina a resorufina. La resazurina
(constituyente principal del “Alamar azul” MR), es un colorante indicador, no — fluorescente el cual se
convierte a un tinte color rojo intense, fluorescente (resorutina) mediante reacciones de reduccién en las
células metabdlicamente activas. La cantidad de fluorescencia producida es directamente proporcional al
numero de células vivas. Para el ensayvo, las células se cultivaron en una concentracién inicial de 1000
cel/cm?®en una placa de 6 pazos. Cada 24 horas de cultivo, el alamar azul se adiciond asépticamente a los
pozos en cantidades equivalentes a 10% del volumen incubado. La reduccidn de la coloracién en los
cultivos es un reflejo de la proliferacion celular y es cuantificada, después de cuatro horas de incubacién,

mediante la medicién de absorbancia a una longirud de onda de 570 nm. La medicién de la absorbancia

(=)
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se realizé con un equipo Fluormicroplate reader (Bio-tek Instrument) durante cuatro dias. Este ensayo se

realizé por triplicado para cada uno de los andamios y en cada tiempo.

3.2.14.5 Dzﬁ'renciacz'én osteogénicd

La diferenciacion hacia la linea osteobldstica es inducida con una mezcla osteogénica que consiste en
medio DMEM suplementado, 10nM de dexametasona, 0.1 mM de L-4dcido ascérbica v 10 mM de bera-
glicerofostato  (DEX+), Para obtener osteoblastos completamente diferenciados, los cultives son

mantenidos en esta medic durante 21 dias.

3.2.14.6 Tincidn con rojo de alizarina para evaluar depdsitos de calcio

Una serie de experimentos de control se realizaron para determinar por un ladoe si la cristalizacién del
calcio ocurria en aquellos cultivos celulares mantenidos en medio DMEM, asimismo para registrar la

absorbancia generada tan solo por los andamios en ausencia de células.

El rojo de alizarina-S (AR-S) es un colorante que se une selectivamente a las sales de calcio y es
ampliamente utilizado para la histoquimica del calcio. AR-S se une 2 moles de Ca/mol de colorante en la
solucién, Para el ensayo, las células en cultivo se lavaron con PBS seguido de la fijacién con formaldehido
al 10%. Posteriormente, se enjuagaron con agua y se tifieron durante 20 minutos con 40 mM AR-S, pH
42, a temperatura ambiente con agitacion. Los cultivos se enjuagaron cinco veces con agua y, se lavaron
finalmente durante 15 minutos con PBS {con rotacién) para reducir la tincién inespecifica de AR-S.
Posteriormente, se realizd la extraccidn del material calcificado con una solucién de icido clorhidrico 0.6
N durante 8 -12 hrs. Este extracto dcido, es neutralizado con hidréxido de amonio al 10% vy la
absorbancia se midié a 405 nm. Para calcular la concentraciéon de AR-S, se construyé una curva estdndar

a partir de 2mM y sucesivas diluciones seriadas con un factor de 2.

Los principios tedricos de las técnicas Cmplcadas en esta seccion son cxplicados en el Anexo 2.-
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de la hidroxiapatita injertada (HAInj)

En esta seccion se analiza la reaccién de L-lactida con hidroxiapatita en presencia y ausencia de octoato
de estafio. Los productos obtenidos se caracterizaron por espectroscopfa de infrarrojo y resonancia
magnética nuclear de ¥C y *P, resultados con los cuales se corroboré el injerto de PLLA en la superficie

de las particulas de hidroxiapatita. La cantidad de injerto se evalué por andlisis termogravimétrico.

4.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo

En la figura 4.1 se muestra el espectro de infrarrojo de la hidroxiaparita con sus sefales caracteristicas.
La asignacién de bandas por grupo funcional se basé en el estudio reportado por Martinez-Valencia y
colaboradores [92] y se muestran en la tabla 4.1. Las vibraciones mds representativas, para el andlisis de
los injertos sintetizados en este trabajo, son las del grupo fosfato en 1085 y 1016 cm™ y grupo hidroxilo

en 3572 em’, estas senales son resaltadas con évalos en la figura 4.1.

Tabla 4.1. Asignacién de sefiales infrarrojo de hidroxiapatita

Grupo Funcional ~ Niamero de onda

[em™]
O-H {v) 3572
C-0) 1455; 1413
PO (8as) 1085; 1016; 961
C-0O (5) 874
P-0 (&s) 559
O-P-0O W) 562; 473

(@)
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En la figura 4.2 se muestra ¢l espectro de infrarrojo del poli(L-lactida) y en la tabla 4.2 la asignacién de
estas sefales. La sefial de 1745cm™ estd referida al grupo carbonilo presente en el PLLA. Las seiales
entre 2900-3100 son las vibraciones de los grupos metilo y metileno constituidos en la cadena
carbonada. Las sefiales entre 500-1000 (-CH) son movimientos de flexién de los grupos metilo y
metileno. Para el andlisis del los injertos es importante la presencia del grupo carbonilo, sefal resaltada

con un 6V310 cn la ﬁgura 4.2.

Tabla 4.2. Asignacion de Senales infrarrojas del poli{L-lactida)

Grupo Funcional Nuamero de onda Grupo Funcional Nuamero de onda
[em'] [em']
CHs (Vas) 2946 — 2996 COC (Vas) + CH3 (Yas) 1181
CH (v) 2878 CH3 (Yas) 1128
C=0 ) 1745 C-OH (8) 1083
CH; (8as, 65) 1356 — 1450 CH: (y) 1041
CH (8) 1301 CH3 (y)+ CC(») 956

CH (8) + COC (v) 1265 C-COO0O (v) 867 —755

Los espectros obtenidos de las reacciones de injerto presentan la formacién del grupe carbonilo entre
1749 — 1760 em-1 y de carboxilato en 1580-1600, en algunos se observan las sefiales con mayor
intensidad. En esta seccidn se analiza el espectro obtenido para el producto de reaccién RLA-HAS0,
figura 4.3. Los espectros de las demds reacciones RLA-HAI10-C, RLA-HA30-C, RLA-HA50-C,
RLA-HA70-C, RLA-HA100-C, RLA-HA10 y RLA-HA100 se pueden observar a partir de la figura
A1.1 hasta la A1.7 en el Anexo 1. En la figura 4.3 se observa una sefal de 1749 cm™ caracreristica del
grupo carbonilo y otra en 1593 cm™' correspondiente al grupo carboxilato. La primera senal indica la
formacién de la poli{L-lactida) y, la del grupo carboxilato se atribuye a un enlace iénico formade entre

las particulas de hidroxiapatita y el polimero formado
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El resultado encontrado de la polimerizacién en presencia de catalizador concuerda con los reportados
por otros autores [32, 41, 93-94). También sc observa la misma sefial de carboxilato presente en las
reacciones sin catalizador, lo cual indica que se logré el mismo tipo de enlace. No se encontrd en la
literatura resultados reportados de la polimerizacién en ausencia de catalizador para L-lactida. La senal
del grupo carbonilo del poli(L-lactida) y las senales relevantes de la hidroxiapatita son observadas en
cada uno de los espectros, también se aprecian los grupos metileno con senales de muy baja intensidad.
En los espectros se observa que el grupo fosfato no se modifica, esto lleva a pensar que los grupos
hidrexilos unidos al calcio son probablemente los que promueven la reaccién. Sin embargo, la sefal del
grupo hidroxile de la hidroxiapatita no desaparece por completo, esto se atribuye a que no todos los
hidroxilos participan en la reaccion. Lo anterior se fundamenta en la estructura hexagonal de la
hidroxiapartita, donde se albergan varios iones OH, la que impide que todos participen en la reaccién y

solamente reaccionan los iones expuestos en la superficie [91].

Comparando los espectros se puede observar que al incrementar la cantidad de hidroxiapatita
incrementa la intensidad de la senal grupa carbonilo (1745 ¢m™) hasta una concentracién de 50% de
hidroxiapatita, esto ocurre en ambos casos, en presencia y ausencia del catalizador, como se puede

observar en las figuras 4.4 v 4.5, respectivamente.

La intensidad de las sefiales del grupo carboxilato (1580-1600 cm™) también aumentan con el
contenido de hidroxiapatita, sin embargo esta tendencia se observa solamente en las reacciones sin
catalizador (ver figura 4.5). Es posible que a los grupos hidroxilos les tome mds tiempo promover la
ruptura de anillo, lo que posiblemente provoca la formacién de mds uniones carboxilato en
comparacién con las reacciones en presencia de catalizador. En espera que al formarse el complejo de
octoato de estafio se promueva rdpidamente el crecimiento de la cadena del polimero, evidencidndose en
el espectro de infrarrojo que las sehales del grupo carbonilo mds predominan respecto a las sefales del

grupo carboxilato.

Cabe destacar que en el espectro de la mezcla fisica del PLLA con nanoparticulas de HA en solucién no
se observa la formacién del ion carboxilato (ver figura A1.8 en el Anexo 1), esto indica que la formacién

del injerto requiere de la reaccién quimica entre la hidroxiapatita y la L-lactida.
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4,1.2 Caracterizacién por resonancia magnética nuclear de *C

En la figura 4.6 se muestran los espectros de RMIN PC de la L-lactida y la poli(L-lactida), imdgenes Ay

B, respectivamente. En cada espectro se observan las tres senales pertenecientes de los grupos carbonos

carbonilo, metileno y metilo. Las seiales pertenecientes a L-lactida son (27} 8. = 167.16 ppm, (1) &

n=72.42 ppm y (¢)) 8cns = 15.78 ppm.  Las correspondientes al PLLA son (a) 8o = 169.38 ppm, (b)

Scn = 068.98 ppm vy (¢) Scupz = 16.54 ppm. En ambos espectros se observa un triplete en la regién entre

76y 77 ppm, correspondiente al cloroformo deuterado empleado para disolver las muestras.
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Figura 4.6. Bspectros RMN “C de LLA (imagen A) y PLLA (imagen B).
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Tin la figura 4.7 se presentan los espectros de RMN C de los injertos RLA-ITASO-C v RLA-1TA50,
siendo estos representativos de los espectros de los otros injercos obtenidos en presencia y ausencia de
catalizador, respectivamente.  En ambos espectros se aprecian las senales § = 169.61 ppm, (b) § =
69.44 ppm y (') 8 = 17.06 ppm. Estas senales concuerdan con las vistas en la imagen B de la figura 4.6,
correspondiente al PLLA, esto indica que sf se logra la polimerizacién tanto en las reacciones con
octoato de estafio como en las reacciones en ausencia de catalizador. También se observan dos nuevas
sehales & = 119.53 ppm v & = 219.21 ppm, resaltadas con Gvalos. Estas son atribuidas al enlace
correspondiente entre ¢l poli(l-lacrida) v la hidroxiapatita, En o tabla 4.3 se resumen las sefales

a

obtenidas en los espectros de RMN "C de las fipuras 4.6 v 4.7

FEIZ'61T
05 19°691
SEES611
I8¥t'69
IIs0'Ll

RIA-HAS0-C n
A

C

RLA-HASO

AR

gl = ek e e e e e e el =]
PPM 240 220 200 180 160 140 120 100 80 80 40 20 0 -20 -40

Figura 4.7. Espectros RMN ""C de RLA-HAS50-C (imagen superior) y RLA-HAS0 (imagen inferiot).
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Tabla 4.3. Senales de RMN HC de LA, PLLA, RLA-HA50-C v RLA-HAS0

Nombre de la 8o [tent] [SIGHTE 6 6
muestra [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
LA 167.16 72.42 1578 - e
PLLA 169.38 68.98 1654 e
RLA-HA50-C 169.61 69.44 17.06 119.53 219.21
RLA-HA50 169.61 69.44 17.06 119.53 219.21

4.1.3 Caracterizacién por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de >'P

Los espectros de RMN °'P de la hidroxiapatita y las muestras injertadas RLA-HA50-C y RLA-HAS0 se
reportan en la figura 4.8. La sehal de la hidroxiapatita se obsetrva en &p = 2.56 ppm, esta es usada como
referencia para comparar los desplazamientos de las sefiales obtenidas de los injertos. El injerto RLA-
HAS50-C presenta una sefial en 6p = 8.42 ppm, esta se desplaza a campos bajos en comparacién con la
sefial de la hidroxiapatita. Por otra parte, el injerto RLA-HAS0 muestra una senal en 8y = 2.73 ppm, su
desplazamiento es muy pequeiio en relacion a la referencia. La variacién en la posicién de las sefiales de
los injertos, en comparacién con la senal de hidroxiapatita, se debe al cambio del entorno quimico del
nucleo de fésforo. Es posible inferir que esto se debe a que las moléculas injertadas de polimero en RLA-
HA50-C sean de un mayor tamano en comparacion con las injertadas en RLA-HAS0. Esta

interpretacion fortalece el andlisis realizado en la siguiente seccidn.
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Figura 4.8, Espectros RMN P de HA, RLA-HAS0-C y RLA-HA50,

4.1.4 Porcentaje de injerto por termogravimetria

La cantidad de poli(L-lactida) injertada en la superficie de las particulas de hidroxiapatita se estimé
mediante la diferencia de pérdida de peso del producto v la pérdida de peso de la referencia

(hidroxiaparita). A continuacién se muestra la ecuacién empleada para determinar el porcentaje de

injerto;

% Injerto = % pérdida de peso del producto — % pérdida de peso HA

71]
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Eu la ﬁgum 4,9 se Preschts la gr:iﬁ:_':i de la I)L"rdida de peso de los injereos vbtenidos en la sintesis con

caralizador en funcidn de la temperarira. la hidr(}xia.patit:l presenti uh pequena pérdida. e pesa, que se

atribuye a las moléculas de agua asociadas 2 la HA mediante enlaces de puente de hidrdgeno. Ta curva

de RLA-HAS0-C indica mavor cantidad injertada en comparacidn con las otras curvas de injerto. T'odas

las curvas presentan un evento de descomposicion, esto se corrobora al graficar la primera derivada del
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eventa de descomposician, esto se determina con la presencia de maximos y minimos. B la grifica 4.9

se presenta la segunda derivada de la muestra de mayor injerro RLA-HAS0-C, donde sc observa un pico

mdximo ¥ se aLril)u}-'c a un evenw de dcscamlptmicif’:n. La temperatura en que inicia la dcscn‘m‘;pn‘;siciu’m,

T: 190°C, de cada una de las muestras concnerda con la temperatura inicial de descnmpmicifm e

PT.T.A sintetizado bﬂjO las mismas condiciones en ausencia de hidroxiapatim. ver ﬂgura AlY enanexa |
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Figura 4.9, Tcrmugmm;ls T{A de los injertos con catalizador

En la ligura 4.10 se muesiran las corvas de los injertos sin caalizador. Aunque se observa un mayor

imjerto para la muestra RLA-HATO, la pérdida de pese en la region de interds ocurre on diferentes

[ = ]
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cventos de dcsgumpusigifm, ver ﬁgura 4.11. Los eventos entre 100 y 1707, L‘Urmtipundcn ala pérdid:i
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190°C se evidencia la pérdida de peso de la poli(l.-lactida). Tl termograma del mondmero se muestra en

la figura A1.10 en anexo 1.
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Figura 4.10. Termagramas TGA de los injertos sin catalieador

Par oira parte el mjerto RLA-HASD presenta un sola evenio de descomposicién, ver lgura 4,11, Tanto
en la ﬁgum 4.12 ¥ 4.13 se observa el intao de la dcqumpnsicit’m del PLLA inj{.‘rr,'ld.n1 cnoun intervilo de

remperaturas entre 190 v 200°C
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En la tabla 4.4, se resumen los valores de porcentaje de injerto de cada una de las muestras. El
porcentaje de injerto logrado en la sintesis con catalizador coincide con los valores reportados por
Zhongkui y colaboradores [41]. Por otra parte, no se encontraron reportes sobre el porcentaje de injerto
de PLLA en hidrm{iapatita en ausencia de octoaro de estafo. Los recuadros sombreados corresponden a

las muestras con mayor injerto ¥, en las cuales ocurnid solo un evento de descomposicion.

Tabla 4.4. Pérdida de peso en las muestras injertadas

Nombre de la Pérdida de Nombre de la Pérdida de

muestra peso (Yol Muestra peso [%0]
RLA-HA10-C 1.39 RLA-HA100C 3.77
RLA-HA30-C 2.12 RLA-HALD 3.55
RLA-HAS0-C 6.13 RLA-HAS50 1.81
RLA-HA70-C 4.67 RLA-HA100 1.09
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4.2 Pardmetros para la obtencién de andamios electrohilados a partir de las

soluciones de PLLA.

Los pardmetros constantes establecidos en el proceso de electrohilado fueron seleccionados con base en
la literatura [19, 70-77]. Un factor importante en el proceso es el peso molecular, los polimeros de bajo
peso molecular (oligdmeros) no logran hilarse ni siquiera con el incremento de su concentracién [71].
La distancia entre el colector e inyector es otro pardimetro. Algunos autores reportan disminucién en el
didmetro de las fibras conforme se incrementa esta distancia [72]. Tgualmente al reducir ¢l didmetro de
la boquilla se disminuye el didmetro de las fibras [75]. Todas las pruebas se realizaron a condiciones
ambientales, cabe resaltar que la humedad relativa porcentual y temperatura en la época en que se

realizaron las pruebas no varié drdsticamente, manteniéndose alrededor H.R.: 26% y T: 25°C,

respectivamente.

4.2.1 Efecto de la concentracién, flujo de inyeccién y diferencia de potencial sobre la

morfologfa de las fibras

De las micrografias por SEM de la figura 4.14 sc puede inferir ¢l efecto de la variacién de la
concentracién de las soluciones v del flujo de inyeccién cuando se mantiene constante la diferencia de
potencial aplicado. Al comparar las imdgenes A y B se observa que a menor flujo se reduce el didmetro
de las fibras y aumenta la presencia de bulbos a lo largo de las mismas. En las imdgenes A, C, Ey G
corresponden a condiciones de flujo constante de inyeccién e incremento de concentracién de 10%p/v
hasta 16%p/v, en la imagen A se observan bulbos, los que al incrementar la concentracidn se van
aplanando, formando cintas (imagen E) hasta alcanzar didmetros constantes y homogéneos a lo largo de
las fibras (imagen G), es decir al incrementar la concentracién se logra eliminar por completo la
presencia de bulbos, Esta tendencia coincide con los resultados reportados por otros autores [12-13, 38,
47]. Los bulbos son generados por la gran cantidad de moléculas de disolventes presentes en la solucién.
Al existir un exceso de disolvente, se requiere aumentar ¢l tiempo de vuelo de las fibras o reducir la
cantidad de moléculas presentes para favorecer el secado de estas [25]. El incremento de la
concentracién reduce el tiempo de vuelo requerido para secar completamente las fibras, es decir, fibras

libres de diselvente.
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Por otro lado, al mantener constante la concentracion e incrementar el flujo de inyeccién, se observa
una pérdida de uniformidad de las fibras (ver imdgenes G y H) v la formacién de grumos de polimero
sobre las superficies (resaltado con un circulo en imagen F). Este efecto se atribuye al incremento del
flujo que promueve la formacién de gotitas en la punta de la aguja de la jeringa, que eventualmente se

secan y son impulsadas por la solucién polimérica para depositarse en el colector [57].

De la figura 4.14, se puede observar que las condiciones bajo las cuales se obtienen menores defectos
son concentraciones del 13%p/v y 16 %p/v a un flujo de inyeccién de 0.6mL/h (imdgenes E v G,
respectivamente). A estas dos condiciones se les determiné la distribucién de didmerro de las fibras,
didmetro promedio y el porcentaje de drea porosa del andamio. Estos resultados se presentan en la
figura 4.15. Se puede observar que, para una concentracion del 16%p/v la distribucién de didmetros
presenta menos variacion entre sus valores (desviacion del 17,55% en comparacién con 25,71% para
una concentracién del 13%p/v) y el porcentaje de drea porosa es mayor en comparacién con los

resultados obtenidos para una concencracién del 13%p/v.
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G

Figura 4.14. Efecto de la variacién de la concentracién y el flujo de inyeccién con la diferencia de
potencial en 25kV. (A} 10%p/v — 0.6mL/h; (B) 10%p/v — 0.8mL/h; (C} 12%p/v — 0.6mL/h; (12)
12%p/v — 0.8mL/h; (E) 13%p/v — 0.6mL/h; (F) 13%p/v — 0.8mL/h; (G) 16%p/y — 0.6mL/k; (H)
16%p/v — 0.8mL/h. Micrografias de 16000 aumentos, escala de luym
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Figura 4.15. Determinacién de la distribucién de didmetro de las fibras: (A)13%pfy — 0.6mL/h, (B)
16%p/y — 0.0mL/h; y porcentaje de drea porasa: (C) 13%p/v — 0.6mL/h, (D) 16%piv — 0.6mL/h.

Micrografias de 10000 (A y B} y 2000 (C ¥ D) aumentos, escala de 1 y 10um, respectivamente.
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En la figura 4.16 se muestra el efecto de la variacién de la concentracién y la diferencia de potencial
aplicado con el flujo de inyeccién constante. Al aumentar la diferencia de potencial sin variar la
concentracion se produce la formacién de bulboes a lo largo de las fibras, esto se observa al comparar las
imdgenes A v B de la figura 4.16. Este comportamiento se debe a la reduccién de tiempo de vuelo de las

fibras, el cual es requerido por las moléculas de trifluoretanol para evaporarse.

En contraste, al elevar la concentracién se reduce la presencia de bulbos (ver imdgenes B, D, Fy H) ¢
incrementa la homogenecidad del didmetro de las fibras. Esto concuerda con ¢l andlisis de la figura 4.14,
El aumento de concentracién mejora la homogeneidad de las fibras para valores bajos de diferencia de

potencial (ver imdgenes A, C, E y G de la figura 4.16).

Por otra parte, el incremento del voltaje, en soluciones de baja concentracién, genera bulbos y ruptura
de las fibras (imdgenes B y D de la figura 4.16) y en concentraciones altas produce variacién del
didmetro a lo largo de las fibras y disminuye la homogencidad (imdgenes F y H). Es importante

mencionar que en el proceso existe una interrelacién compleja entre los pardmetros que se modifican.

De la figura 4.16, se puede observar que a concentraciones del 15 y 16%p/v con diferencia de potencial
de 15kV se evidencian didmetros homogéneos a lo largo de las fibras con reduccién de bulbos y cintas,
ver imagenes E v G. Para estas condiciones se realizd el mismo tratamiento que el descrito en la figura
4.15. Los resultados obtenidos, figura 4.17, muestran que a mayor concentracién se observan menores

didmetros y que ¢l porcentaje de drea porosa no varia significativamente.

Con los resultados obtenidos, se puede concluir que las mejores condiciones para lograr un alto
porcentaje de drea porosa y didmetros homogéneos a lo largo de las fibras en ausencia de bulbos, cintas y
grumos sc obtienen con una concentracién de PLLA del 16%p/v, una diferencia de potencial de 15kV y

un flujo de inyeccién de 0,6 mL/h
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Figura 4.16. Efecto de la variacién de la concentracién y el voltaje aplicado con un flujo de inyeccién
de 0.6mL/h. (A) 10%p/v —15kV; (B) 10%p/v — 25kV; (C) 13%p/v — 15kV; (D) 13%p/v — 25kV; (E)
15%p/v — 15kV; (F) 15%p/v — 25kV; (G) 16%p/v — 15kV; (H) 16%p/v — 25kV. Micrografias de 5000

aumentos, escala de 1um.,
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Figura 4.17. Determinacién de distribucion de didmetro de las fibras: (AY 15%pfvy — 15kY, (B)
16%piv — 13kV; v porcentaje de area porosa: (C) 13%pfv — 15kV, (D) 16%p/v — 13kV. Microgratias
de 10000 (A v B) y 2000 {(C y 13) aumentos, escalas de | v 10 um, respectivamente.
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4.3 Caracterizacion de los andamios electrohilados de PLLA con

hidroxiapatita pura e injertada

Las soluciones se prepararon a diferentes porcentajes de refucrzos {r) ranto con hidroxiapatita pura
(PLLA/HAr} como hidroxiapatita injertada (PLLA/HAInjr), las proporciones se establecicron
previamente (ver tabla 3.3). En las preparaciones de las soluciones con hidroxiapatita injertada se

empled el producto obtenido de la reaccién RLA-HAS0.

4.3.1 Variacion de la conductividad de las soluciones de PLLA con el incremento de

hidroxiapatita pura e injertada

En las soluciones de PLLA con HAInj se eleva la conductividad cléctrica conforme incrementa el
porcentaje de refuerzo, como se puede apreciar en la tabla 4.5. En contraste, las conductividades de las
soluciones de PLLA/HA y PLLA no presentan cambios significativos entre ellas, como se muestra en la
figura 4.18. Los resultados obtenidos son una evidencia indirecta de que el PLLA se injerta
quimicamente en la superficie de las nanoparticulas de HA y que el injerto mejora en dispersion de la
hidroxiapatita en la solucidn. Debido a la diferencia de polaridad entre la HA pura y el PLA no se
mezclan ficilmente por lo que HA tiende a segregarse, lo que no ocurre en la solucién de PLA/HAIn.
La segregacion y aglomeracidn se logra por la atraccién entre las particulas de hidroxiapatita pura. La

hidroxiapartita presente en su estructura molecular cargas iénicas debido a la presencia de los iones Ca’,

PO4™, y OH".

Una solucién mds homogénea permite que durante el electrohilado las nanoparticulas de HA se
encuentren mejor distribuidas a lo largo de las fibras, obteniéndose estructuras mds homogéneas en
didmetro y morfologl’a. Por otro lado, al incrementar la conductividad el proceso de electrohilado

mejora la produccién de fibras, como se muestra en la siguiente seccidn.
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Tabla 4.5. Conductividades eléctricas de las soluciones y mezclas

Nombre de la Solucién  Conductividad £ Nombre de la Solucién  Conductividad £

o Mezcla [S/fem] o Mezcla [S/em]
TEF 1.81%10° PLLA/HA_30 0.57*10°
PLLA 0.56*10° PLLA/HAInj_4 0.94%10°
PLLA/HA 4 0.45%10° PLLA/HAInj_10 1.5*10°
PLLA/HA_10 041710 PLLA/HAInj 20 2.31%10°
PLLA/HA_20 0.46*10°¢ PLLA/HAInj_30 2.74%10°

3,00E-06
_— i | | - | /

2,00E-06

1,50E-06
—4—PLLA/HA

= PLLA/HAIN]
1,00E-06

Conductividad eléctrica [S*eml]

5,00E-07

&

0,00E+00

0 5 10 15 20 25 30 35

% Refuerzo

Figura 4. 18. Conductividad eléctrica de las mezclas de PLLA con hidroxiapatita pura e injertada.

4.3.2 Evaluacién de la morfologia de las fibras con hidroxiapatita pura e injertada.

Los pardmetros seleccionados para el proceso de electrohilado y la concentracién de PLLA en las
mezclas se basaron en los andlisis realizados en la seccién 4.2.1. Con el propésito de obtener fibras con

didmetros homogénecos y altas porosidades se scleccionaron los siguientes pardmetros: 1) concentracion

[ &)
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al 16%p/v de PLLA, 2) flujo de inyeccidn de 0.6mL/h, 3) voltaje aplicado 15kV y 4) distancia entre el

colector ¢ inyector 30 cm. El proceso de electrohilado se llevé a cabo bajo condiciones ambientales

La incorporacién de hidroxiapatita pura ¢ injertada a las soluciones de PLLA cambia la morfologia de
las fibras y los andamios. En la figura 4.19 se observa que, a medida que se incrementa la cantidad de

hidroxiapatita se presenta mayor variacion en los didmetros de las fibras.

La morfologfa de las fibras se mejora con la presencia de hidroxiapatita injertada en las soluciones de
PLLA en comparacidn con los andamios obtenidos con hidroxiapatita pura. En la figura 4.19 se
comparan las fibras obtenidas de las mezclas con hidroxiapatita injertada (imdgenes B, D, F) y sin
injertar (imdgenes A, C, E). De la imagen A se pueden observar fibras completamente fusionadas, las
cuales deforman la membrana. A medida que se aumenta la cantidad de hidroxiapatita pura este
comportamiento se reduce un poco pero no se elimina por completo (columna izquierda de la figura
4.19). En contraste, los andamios obtenidos a partir de las soluciones con hidroxiapatita injertada no
presentaron ese tipo de defectos y se observan fibras mds homogéneas en didmetro y morfologia
(columna derecha de la figura 4.19). La mejora en la morfologia de las fibras se atribuye tanto a la
distribucién uniforme de la HAInj en la soluciones como al incremento en la conductividad de las

soluciones, como se discutid en seccidn 4.3.1.
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Figura 4.19. Micrografias de membranas obtenidas con las soluciones (A) PLLA/HA_10; (B)
PLLA/HAInj 10; (C) PLLA/HA 20; (D) PLLA/HAInj 20; (L) PLLA/HA 30; (F) PLLA/HAInj 30.
Micrografias de 2000 aumentos y escala de 10pm,

(%)
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A partir de la figura 4.20 y 4.21 se midieron el didmetro promedio y la porosidad de cada uno de los
andamios, respectivamente. Estos resultados son reportados en la tabla 4.6. La imagen A de la figura
4.20 y 4.21 se emplearon como referencia para observar el cambio en porosidad y didmetro de los
andamios con la presencia de HA 6 HAInj. En la figura 4.20 se puede apreciar la diferencia morfolégica
entre los andamios con hidroxiaparita pura (imagenes B, D, F, H) e hidroxiapatita injertada (imdgenes
C, E, G, I), estas imdgenes corroboran los andlisis realizados en la seccidon 4.3.2, donde los primeros
andamios mencionados presentan desperfectos en su estructura, Los resultados de porosidad reportados
en la tabla 4.6 muestran que estos defectos no ocasionan cambios significativos en el porcentaje de drea
porosa, dicho porcentaje varia entre 60-73%. Aunque no existe un cambio significativo se observa una
tendencia en los resultados, donde el porcentaje de drea porosa en los andamios obtenidos con las
mezclas sin injerto, disminuye a medida que incrementa la hidroxiapatita, por el contrario las
membranas con injerto presentan un incremento de la porosidad con el incremento de hidroxiapatita
injertada, a excepcién de PLLA/HAInj_30. Los andamios presentan altos porcentajes de drea porosa,

estos posiblemente sean adecuados para regeneracion de tejido dseo.

Por otro lado, se observa en la figura 4.21 que, a medida que se incrementa la cantidad de
hidroxiapatita, tanto en los andamios sin injerco (imdgenes B, D, F, H) y con injerto (imigenes C, E,
G, I), disminuye el didmetro promedio de las microfibras. Cabe resalar que los andamios con
hidroxiapatita injertada presentan un menor didmetro y desviacién mds baja en comparacién con las
mezclas sin injerto. Este comportamiento se atribuye a la conductividad de las mezclas compuestas,
conforme incrementa la conductividad las fibras presentan mejoras en su morfologia y disminucién en

el didmetro.
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Tabla 4.6. Determinacién de didmetro promedio de las fibras y porosidad

en las membranas

Nombre de los Didmetro Porcentaje de porosidad
andamios promedio de fibra del andamio
[um] [%]
PLLA 1.483+0.373 61.5
Sin injerto
PLLA/HA_4 1.219+0.186 69.2
PLLA/HA_10 1.469+0.367 63.8
PLLA/HA_20 1.52320.443 63.0
PLLA/HA_ 30 0.808+0.445 60.8
Con injerto
PLLA/HAInj_4 1.102+0.254 66.8
PLLA/HAInj_10 1.292+0.285 72.8
PLLA/HAInj_20 1.141+0.185 73.1
PLLA/HALnj_30 0.447+0.080 68.3
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Figura 4.20. Micrografias de andamios electrohilados para determinacién de porosidad:
(A) PLLA; (B} PLLA/HA 4; (C)PLLA/HAInj 4; (D)PLLA/HA 10
(C)PLLA/HAInj_10; (FIPLLA/HA_20; (G)PLLA/HAInj_20; (H)PLLA/HA_30;
(HPLLA/HATnj_30. Micrografias de 2000 aumentos, escala de 10um,
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Figura 4.21. Micrografias de andamios electrobilados para determinacion de didmetre promedio: (A)
PLLA; (B} PLLA/HA 4;  {(C)PLLA/HAInj_4;  {INPLLA/HA_10; (EYPLLA/HAInj_10;
{TYPLLA/HA_20; (G)PLLA/HATnj_20; (H)PLLA/HA_30; (DPLLA/HAInj_30. Micrografias de 10000

aumentos, escala de Lpm.
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4.3.3 Distribucién dc hidroxiapatita cn las fibras de PLLA

En la figura 4.22, se muestra la presencia de calcio (Ca) y fésforo (P) para los andamios de PLLA/HA
(imdgenes A y C) y PLLA/HAInj (imdgenes B y D). Se puede observar que las imdgenes B v D
presentan mayor presencia de los dromos de Ca y I en comparacién con las imdgenes A v C,
respectivamente. Lsto indica que la hidroxiapatita injertada logré distribuirse en mayor proporcién que
la hidroxiapatita pura presente en los andamios PLLA/HA 4. Fsto corrobora los resultados obtenidos y
analizados en la seccién 4.3.1 v 4.3.2, donde se explican los beneficios en la mejora de la distribucion de

la hidroxiapatita injertada debidoe al incremento en la conductividad de las mezclas.

Figura 4. 22. Distribucién de calcio (Ca} y téstoro (D) para los andamios PLLA/HA (imdgenes A y C)
y PLLA/HATnj {imdgenes B y D) empleando la téenica EDS.
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4 4 Caracterizacion mecdnica

Eu csta scecion sc presentan las prupi{:(la.c]cs mecinicas: madulo clastico, estuerso de cedencia,

resistencia a la tension y deformacion, de los andamios de PLLA, PLLA-HA v PLLA-HAIn]j. Las curvas

esluerzo-deformacidn presentaron tres zonas, las cuales se analizaron de manera individual. En algunos

casos fue necesario ampliar la zona, empleando Matlab 2010R, para evidenciar el comportamiento de la

curva ¥ su tendencia. Los resultados obrenidos de los andamios de PLLA, se emplearon como referencia

[ lexs andlisis de los andamios con HA v HAlnj, Al CoTparar las curvas 3 los resultados ohrenidos, de

los andamios con hidroxiapatita pura ¢ injertada, se observd un incremento en las propicdades

mecinicas de log andamios con injerio.

4.4.1 Comportamicnto mecanico de los andamios de PLLA

La curva esfuerzo-deformacién a la rensién de los andamios de PLLA puro se muesora en la figura 4.23,

donde se incluyen alsunas forografias de las probetas a diferentes grados de deformacion, Se pueden

clistinguir tres zonds caracteristicas en la curva: I, 1T+ II1.

ok Zonal

,-,-.. ‘

Zonall

Estuerzo [%a]

Zona [l

=)

15 o s 1 15

Deformacion [mm/mm]|

Figura 4.23. Cyrva esfuerco-deformactan de los andamios de PLLA
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Cada zona presenta un comportamienta diferente, el que se analiza a continuacién con apoyo de las

micrografias obtenidas en MEB, para estimar los efectos que ocurren en cada zona.

Zona I: Se observa un comportamiento lineal que corresponde aparentemente a la de un sélido que
sigue la ley de Hooke, es decir, el esfuerzo, ¢, es directamente proporcional a la deformacién, €, y la
pendiente de la recta es el médulo de elasticidad, E. Cabe resaltar que la ley de Hooke se aplica a

mareriales homogéneos, continuos e isotrépicos y los andamios no presentan estas caracreristicas.
oc=F*g

Al amplificar la curva, figura 4.24, se observa que en algunos puntos hay ciertas desviaciones de la

tendencia lineal, ésto se logré observar gracias a la sensibilidad de la celda empleada en el ensayo de

tensién.

x 10

Esfuerzo [Pa]

0 I i I I
0005 001 0015 0.02 0025

Deformacian [%)

Figura 4.24. Desviaciones pequenas en el comportamiento eldstico en la zona I,

El médule elistico se ve afectado por la estructura de la red, es decir, porosidad del andamio, presencia
cumulos ocasionados en el proceso de electrohilado, orientacién aleatoria de las fibras y la traslape encre
ellas (porosidad}, como se muestra en la micrografia de la figura 4.25. Cuando se inicia la prueba de

tensidn las probetas se deforman siguiendo una relacidn lineal con el esfuerzo aplicado hasta alcanzar un

[ )
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valor critico denominado esfuerzo de cedencia {0 ), aproximadamente a una deformacién de 0.025

[mm/mm], es decir 2.5%, punto a partic del cual hay un cambio de régimen que se atribuye
principalmente al cambio en la estructura original del andamio, provocado por la ruptura de las uniones
fisicas entre las fibras, ver figura 4.26. [n este punto se observa una discontinuidad abrupta en la
grafica, caracterizada por una caida en el esfuerzo ¢ inmediata recuperacién con cambio de pendiente, la
que ocurre entre aproximadamente 0,025 y 0.1 mm/mm, es decir, 2.5 y 10% de deformacion, A este

comportamicnto sc le denomina pseudopldstico.

Unién entre las fibras

Ciamulos Porosidad

Figura 4.25. Micrografia de defectos en andamios de PLLA con distribucién aleatoria.
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comportamiento pseadoplistico

Esluerzo de

'-.-lnllnl-l".—: !

FEsfuerzo [Pl

Dreformacion [mm/mm]

Figura 4.26. Determinacion del eslucrzo de cedencia y presencia de la zona pscudopldsiica.

Zomna ll: Ln esta zona se observa un comportamiento similar a la zona pldstica presente en algunos
polimeros, regidon en la cual la muestra sufre una deformacidn permancnee por efecto del esfuerzo
aplicado, denoninada deformacién plastica [100-101]. Lin esta zona las fibras empiezan deslizarse entre
cllas, hay rompimicnto de enlaces fisicos entre las fibras para alincarse en direccidn de la carga v,
necesatiammente se reduce la porosidad. Cerca del 0.5 mum/mm, es dedir, 50% de deformacion la
mayoria de las fibras se encuentran alineadas paralelamente a la direccidn de la carga, al ir adquiriendo
este alineamniento se requiere de esfuersos mayores para deformarse. A parrir de este punto, (50%) v
hasta el 100% (1 mm/mm) de deformacion, las fibras se deforman pldsdcamente, se adelgazan, se
deslizan v algunas empiczan o romperse. En esi zona ¢l esfucrzo apareniemente ¢s casi constanle
{region casi horizontal de la curva en la figura 4.27). In esta region se midio la resistencia a la tension,
cste esfuerzo mdximo ¢s asignado al punto mids alto dentro de la curva esfucrza-deformacidn, Sin
embargo, en algunos casos las curvas pueden presentar la resistencia a la tensidn en el mismo punto
donde s determing ¢l ¢sfuerzo a la fluencia, esto se obscrva particularmente para andamios con alta

fragilidad

[
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Figura 4.27. Alincacién de las fibras cn la zona pldstica de la curva esfucrzo-deformacion

Zona I1T: Finalmenie sc inicia ¢l rompimicnte masive de las fibras por cfecto de la carga aplicada v la
curva esfuerzo-deformacién presenta una pendiente negativa que se acentia conforme aumena la

deformacion hasta que el esfuerzo decac a cero. Tista zona se amplifica en la figura 4,28

Cefuerze [Pa]

1t
I+
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5
g | ! | | i | T
| 15 z 25 3

Ciefatnzcidn o)

Figura 4.28. Ampliacién zona [II de la curva cstucrzo-deformacién
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De las curvas esfuerzo-deformacién de las probetas ensayadas para los andamios de PLLA se
determinaron los valores promedio de médulo cldstico, esfuerzo de cedencia, resistencia a la tensién y

deformacidn a la resistencia a la tensién, se observan en la tabla 4.7.

Tabla 4.7. Caracteristicas de la deformacién mecdnica de los andamios de PLLA

Zona Propiedad mecdnica Valor Deformacidn [%]
Zona eldstica , .
Mbédulo elastico [MPa] 96.76 + 32.52

(ZE)

Transicién de
iR oAy Esfuerzo de cedencia [MPa] 1.74 £ 0.18 424 + 242

Zona Plistica  Resistencia a la tensién [MPa] 2.77 + 0.64 129.56 + 32.48

(ZP)

El médulo eldstico reportado presenta un intervalo de variaciones de una probeta a otra (figura 4.29), su
desviacién estindar del 32.52 MPa equivale a una variacién del 33.6%. Esto es debido a que la
distribucién de poros, densidad y distribucién de fibras y, presencia de cimulos varian de cierta manera

de una probeta a4 otra. Estas variaciones son normales en los andamios producidos por electrohilado.

200

1o

Médulo Eldstico [MPa]

0 | 2 b1 4 Bl (5]

Probeta

Figura 4.29. Médulo eldstico de andamios de PLLA.

Sin embargo, el esfuerzo de cedencia, Figura 4,30, tiene una variaciéon mucho menor, indicando que el

deslizamiento por rompimiento de enlaces fisicos entre las fibras ocurre a un esfuerzo muy definido. Los

()
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valores de resistencia a Ja tension muaestran mds variacion, figura 4.37, ¥ son superieres a los valores de

estuerzo de cedencia, Esra diferencia se atribuye a la densidad real de fibras en la dltima pame de la zona
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Figura 4.30. Ustucrzo de cedencia de andamios de PTTA
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Figura 4,31, Fafuera tlama de los andamios de PLLA

A4.4.2 Comportamicnto mecdnico de andamios de PLLAIHA
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principalmente del PLLA. Debe recordarse que [a HA pura no se diseriboye uniformemente en las
fibras. T.os valores promedio de csfucrzo de cedencia, resistencia a la tensién y su defarmacidn
disminuyen conforme se incrementa la cantidad de hidroxiapatita, a excepcion de las membranas de
PLLA/HA 10 donde la resistencia mdxima y deformacién presentan valores inferiores respecto a
PLLA/HA_20. liste efecto se atribuve a que la hidroxiapatita pura aumenta el grado de rigidez del
andamio (pierde ductilidad) pero no la resistencia del material por no estar uniformemente ligada y
discribuida en las fibras. Los valores promedio de médulo elisrico, esfuerzo de cedencia, resisrencia a la

ensidn y su delormacidn se muestran en la tabla 4.8,

NN

\ B
( D

Figura 4.32. Curvas esfuerzo-deformacién de los andamios con hidroxiapatita pura (A) PLLATHA_4,
(B) PLLA/HA_10; (C) PLLA/HA_20 vy (D) PLLA/HA_30
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Tabla 4.8. Propiedades mecdnicas de los andamios de PLLA/HA, se reporta PLLA como referencia.

Nombre de los  Moadulo eldstico  Esfuerzo de cedencia  Resistencia a la tensién Deformacién

andamios (£) [Mpa] (o) [Mpa] (07) [MPa] (&r5) [%]
PLLA 96.76 = 32.52 1.74 + 0.18 2.77 £ 0.64 129.56 + 32.48
PLLA/HA_4  90.34 + 32.50 1.54 + 0.53 241+ 048 83.63 + 10.41
PLLA/HA_10  98.10 + 31.88 1.38 + 0.53 1.23 + 0.54 84.43 + 6.92
PLLA/HA_ 20  97.71 = 44.43 1.16 + 0.37 1.83 + 0.26 66.52 + 11.61
PLLA/HA_30  88.88 + 30.38 0.59 + 0.18 1.43 + 0.44 52.90 + 6.00

4.4.3 Comportamiento mecdnico de andamios de PLLA/HAIn;j

Las curvas esfuerzo-deformacion de los andamios de PLLA con hidroxiapatita injertada, variando el
porcentaje de refuerzo, se muestran en la figura 4.33. Algunas curvas se ven un poco mds anchas que
otras debido a la sensibilidad de la celda de carga. En la wabla 4.9 se reportan los valores promedio de
mdédulo eldstico, esfuerzo de cedencia, resistencia a la tensién y su deformacién. En esta tabla, se puede
observar que el médulo eldstico de los andamios PLLA/HATInj en todos los casos son superiores a los de

PLLA sin refuerzo. El valor a 4% de HAInj es notablemente mas alto.

Respecto a la muestra con 4% de HAlnj, a medida que aumenta la proporcién de hidroxiapatita
injertada se reduce el médulo eldstico, a excepcién de la muestra PLLA/HAInj_10 donde su
deformacion supera el valor promedio reportado para PLLA/HAInj_4. El médulo elastico disminuye a
concentraciones de HAInj superiores al 10 % debido a que a concentraciones mayores se forman
aglomerados que constituyen defectos en el material. Dichos defectos funcionan como concentradores
de esfuerzos, los que ocasionan que la resistencia a la tensidén del material disminuya en comparacién
con los andamios de menor contenido de injerto. La HAInj aumenta la rigidez de los andamios por lo
que el esfuerzo a la cedencia, la resistencia a la tensién y su deformacién disminuyen conforme se

incrementa la concentracidn de injerto a partir del 4%.
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( D

Figura 4.33. Curvas estuerzo-deformacién de andamios con hidroxiapatita pura (A) PLLA/HAInj_4;
(B) PLLA/HAIn_10; (C) PLLA/HAInj_20 y (I3) PLLA/HAInj_30

Tabla 4.9. Propiedades mecdnicas de los andamios de PLLA/HATnj, se reporta PLLA como referencia.

Nombre delos  Madulo eldstico  FHsfuerzo de cedencia  Resistencia a la rensién Deformacién

andamios (E) [Mpa] () [Mpa] (05) [MPa] s [96]
129.56
DILA 96.76 + 32.52 1,74 +0.18 277 + 0,64 32.:3 »
: . . , 10347 ¢
PLLA/HAInj_4  167.94 1 34.95 2.70 1 1.61 3.95 1376 7 B
. 134.32 +
PLLA/HAINj_10  166.28 + 46.48 1.53 +0.50 1.52 + 0.53 e
PLLA/HAInj_20 121.29 1 18.88 0.99 1 0.39 1.03 1 0.31 84,07 1 38.58
PLLA/TIATN]_30  102.81 + 38.24 0.48 £ 0.19 0.67 + 0.26 61.98 + 16.37
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4.4.4 Comparacién morfolégica y mecdnica de los andamios de PLLA/HA y

PLLA/HAInj

Las membranas preparadas para caracterizacién mecdnica fueron analizadas por microscopia electténica
de barrido, esto con el proposito de observar como la morfologia de las fibras y porcentaje de édrea
porosa afectan las propiedades mecdnicas. En la figura 4.34 se muestran las micrografias de los andamios
con hidroxiapatita pura (imdgenes A, C, E, G) e hidroxiapatita injertada (imdgenes B, D, F, H). Al
comparar las fibras se observa que el incremento de refuerzo (HA y HAInj) modifica la morfologia y el
didmetro de las fibras. En las figuras 4.35 y 4.36 se presentan la determinacién de distribucién de
didmetro para los andamios con hidroxiapatita pura e injertada, respectivamente. Las imdgenes A, B y
C, de la figura 4.34, presentan didmetros muy cercanos entre ellas con desviaciones estindar no
superiores al 21%. Por otro lado, la imagen D difiere de las anteriores con didmetros un poco inferiores
y desviacidn estdndar del 37%. De la figura 4.35, la imagen A presenta el mayor didmetro con menor
desviacién estdndar en comparacién con las imdgenes B, C y D de la misma figura. La imagen D
corresponde al andamio con mayor cantidad de hidroxiapatita injertada y el cual presenta menor
didmetro con una desviacion estdndar del 37%. De los resultados obtenidos se observa que la méxima
cantidad de refuerzo incrementa la variacién en los didmetros. Sin embargo, la mayor diferencia se nota
en los andamios con hidroxiapatita injertada. Al comparar los resultados de didmetros de las figuras 4.35
y 4.36, sc observa que el andamio con mayor y menor didmetro promedio son PLLA-HA4i y PLLA-
HA30i, respectivamente. El porcentaje de drea porosa para los andamios PLLA/HA y PLLA/HAIn]j sc
presentan en la figura 4.37. Las porosidades presentes en los andamios muestran valores muy cercanos

entre ellos. Los resultados son resumidos en la tabla 4.10.
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Figura 4.34. Comparacién de membranas clectrohiladas con hidroxiapatita pura ¢ injerrada: {A)
PLLA/HA_4, (B) PLLA/HAInj_4, (C) PLLA/HA_10, (ID) PLLA/HAInj_10, (E) PLLA/HA_20; (I%)

PLLA/HAIN_20, (G) PLLA/HA_30; (H) PLLA/HATnj_30. Micrografias de 1000 aumentos, escala de
Tpm,
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Figura 4.35. Determinacién de la discribucion de didmerro de las fibras:(A) PLLA/HA_4; (B)
PLLA/HA 10, (C) PLLA/HA 20 v (D) PLLA/HA_ 30. Micrograffas 10000 aumentos, escala 1 um.
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%e@: 57% %e@: 6%

%@: 52% %@- 584%

Figura 4.37. Dcterminacién del porcentaje de drea porosa de los andamios: (A)
PLLA/HA 4, (B) PLLA/HA 10, (C) PLLA/HA 20, (D) PLLA/HA 30, (E)
PLLA/HAInj_4, (F) PLLA/HAInj_10, (G) PLLA/HAInj 20 y (H) PLLA/HAInj_30.

Micrografias de 2000 aumentos, escala de 10 pum.
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Tabla 4.10. Didmetro promedio y porcentaje de drea porosa para
andamios con refuerzo HA y HAInj. Se reporta los resultados de los

andamios de PLLA como referencia.

Nombre de los Didmetro promedio (5) Area porosa (@)
andamios [pm] [%]
FLLA 1.483+0.373 615
Sin injerto
PLLA/HA 4 1.098 + 0.202 57
PLLA/HA_10 1.032 + 0.175 52
PLLA/HA 20 1.063 + 0.221 58.8
PLLA/HA_30 0.877 + 0.325 62.1
Con injerto
PLLA/HAInj_4 1.214 + 0.212 56
PLLA/HATnj 10 0.943 + 0.289 58.4
PLLA/HAInj_20 0.886+ 0.123 61.1
PLLA/HAInj_30 0.549 £ 0.203 60.4

Luego de hacer los andlisis morfolégicos se procedié a comparar los resultados obtenidos de propiedades
mecdnicas para los andamios con diferente tipo de refuerzo. Los resultados de PLLA se tomaron como
punto de referencia. En la figura 4.38 se presentan los resultados promedio de méduloe eldstico para los
andamios desarrollados a partir de las solucicnes de PLLA con hidroxiapatita pura e injcrtada. Se
observa que las muestras con injerto presentan mayor médulo eldstico en comparacién con los
resultados obtenidos para los otros tipos de andamios. Los mddulos eldsticos de los andamios con
hidroxiapatita sin injertar presentan valores muy cercanos a los obtenidos para el PLLA puro. El mayor
moédulo cldstico se observa para el andamio con 4% de refuerzo, muestra PLLA/HAInj4. A partir de
este porcentaje, el incremento del refuerzo provoca una disminucién del médulo eldstico. En esta

primera parte, el efecto de la porosidad sobre el médulo elistico de los andamios se considerd
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despreciable por tener valores muy cercanos entre ellos. El cambio en el médulo eldstico se atribuye a la
presencia de pan:l'cu]as o refuerzo en los andamios ¥ su interaccion con la matriz po]imérica. Las
particulas injertadas de polimero en su superficie mejoran la fuerza de cohesién en la incterfase matriz-
particula, lo que lleva a incrementar el médulo eldstico en comparacién con los andamios con
hidroxiapatita pura. Sin cmbargo, a partir del 109% de refuerzo se observa que conforme se incrementa
la cantidad de refuerzo, disminuye el médulo clistico. Esto indica que las particulas pucden estar més

préximas encre ellas y generar aglomeraciones que afectan la rigidez del macerial,
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Figura 4.38. Madule cldstico en relacidn al porcentaje de HA o HAInj

El esfuerzo de cedencia de ignal manera se ve afectado por la presencia de particulas en los andamios, En
la figura 4.39 se comparan los resultados obtenidos para los andamios con hidroxiapatita pura e
injertada. Los valores de esfuerzo de cedencia de los andamios con hidroxiapatita pura conforme
incrementa el porcentaje de refuerzo se encuentan por debajo de los andamios con hidroxiapatita
injertada hasta el 15% aproximadamente para después superar a estos dliimos. La muestra
PLLA/HAInj4 presenta el mayor valor de esfuerzo de cedencia, se considera esto come una respuesta en
la mejora de la interaccién particula- matriz v la baja presencia de defectos, como se observa en la

imagen B de la figura 4.37.
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Figura 4.39. Tsfuerro de cedencia de andamios de PLLA/TIA v PLLA/LIATN]

la comparacidn entre las resistencias a la tension de los andamios se representa en la figura 4,40, Fste
tipa de esfuerza se ve afectado por la forma de las particulas, interacciones particula-matriz,
aglomeraciones de las pardiculas, y variacion en el didmetro de las libras. Encre mayor contacto o fucras
de cohesidon existan entre la matriz v la particula, mds se incrementard la resistencia del material. A
medida que se incrementa la cantidad de refuerzo aumenta la posibilidad de generar puntos de
concentradores de esfuerzos, Lo anterior se atribuye a la poca comparibilidad de particulas v la posible
falta de adhesién con la matriz polimérica. Los andamios con 4% de hidroxiapatita injertada
presentaran mayor esfuerzo 1iltimo. Esto se atribuye a varios factores, tales como: (1) bajo conrenida de
refuerzo, con lo cual se logra distribuir mejor las particulas en la macriz polimérica, (2) mayor fuerza de
adhcsién entre particula y matriz, (3) didmetros homaogéncos y (4) poca generacidn de puntos
concentradores de esfuerzos, Las muestras con mavor cantidad de hidroxiapatita injertada presentan
menotes resultados de resistencia a la tensidn, en comparacién con los valores obtenidos para los
HT'I(hll'T'IiU.‘i Can hil].r()xi:].l]:ltitﬂ. I'll]r;l, (ESTU s d(_'l'li_' il []l]f_' 1(1.‘!' I'Jri"l(_'rl'.?ﬁ ;i]l[l:lfT]i(]S TT'IL'"L',iUT'lZ].I’.IUS I'Jl'(_'sf_'l"lr.:].n

menores didmetros con alta variacién, comeo se observa en la tabla 4.10.
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Figura 4. 40. Resistencia a la tensidn de los andamios con hidroxiapatita pura ¢

injertada

Fn la ﬁgura 441 se muestra la variacion de la deformacion al esfuerzo Gltimo para los andamios con

HA y HAInj. Se puede observar que las particulas injertadas proveen al andamic mayor ductilidad que

los andamias con hidroxiapatita pura.
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Figura 4.41. Deformacidn al estuerzo dltimo de los andamios con HA y HAInj
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Enla Iiguru. 4.42, s LOITLR L lays curvay eslueteo—d elormacian de los andamnios de PLLA, PLLA-HA_4
v PLLA-1IAInj 4. Se puede observar o superioridad de la curva PLLA-1T1Aln] 4 en comparacion con
las oras dos curvas. Esto indica Hue lax [Jé]TEi{_'U]H..\, injereadas en I}:-J_j:-].‘\' proporciones ]ugr:-m efectr wn

awmento en las propiedades mecinicas de los andamios.

— PLLA/HA 4
PLLAYHAIn] 4

=]

‘ —PLLA

Esfuerzo [Pa]

Deformacian [mm/mm]

Figura 4.42. Comparacidn curvas estueizo-deformacion PLLA PLLA/HA 4 v PLLA/HATN 4

e estos tes]elos se olmerva que Jos andaomios con bajos porcentages de relierao basie 4%, Jdidimeros
L2 el lael 1 e | ] 1 reenl le el hasta 4%, didi

s 8 F As v de particulas injertad; : THICIe o igmo tipn de polimera,
homegéneos de las fibras ¥ uso de particulas injertadas en la superficie con el mismo tpn de polimera
pucden anmentar sigmificativamente las propicdades meainicas. Fseo rambidn imdica T osistenaia de un

punto dprimo en la adicion de refuerzo.

Les resuliados olnenidos concuerdan con los reporiades poc Xiuling v eolaboradaoces, ellos enconuraron
que las mayores propicdades mecdnicas son obtenidas en los andamios con 4 " de hidroxiapatita
injertacls [102]. Enosu trabajo cellos emplean hidroxiapatita con 8% de injerto v, adicdenalmente vsan un
surfactonte para mejorar la adhesidn en lus parddeulas v lo mawiz. i este trabajo se logro obrener
rropicdades mecdnicas superiores a las reportadas por diches autares empleanda hidroxiapatita injerra

con tan solo el 18 %o de PITA v sin ocupiar sutlactante.
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4.5 Caracterizacién Bioldgica

En esta seccion se estudié la dindmica en las estructuras del citoesqueleto v de las adhesiones focales de
las células madre mesenquimales (CMM) cultivadas sobre los andamios, PLLA, PLLA-HA y PLLA-
HAInj. Por otra parte, s¢ estudid la evolucion de la proliferacién de las CMM y su diferenciacion

osteoblastica.

4.5.1 Anilisis de la organizacién del citoesqueleto y presencia de vinculina en las células

madre mesenquimales cultivadas sobre los andamios.

En esta parte se estudid, mediante ensayos de microscopia de fluorescencia acoplado al anilisis confocal,
la dindmica en las estructuras del citoesqueleto y de las adhesiones focales de las células madres
mesenquimales cultivadas sobre los andamios de PLLA, PLLA/HA y PLLA/HAInj. El citoesqueleto de
actina se tind con faloidina para evaluar su motrfologia. Por otra parte, para evaluar los puntos de
contacto con el andamio se analizd la distribucion de la proteina vinculina. Con estos ensayos se
cvidencid la capacidad de cada uno de los diferentes tipos de andamios para promover la adhesidn de las
células madre mesenquimales. En la figura 4.43 se presentan las imdgenes obtenidas en
inmunofluorescencia, de los resultados para PLLA y PLLA/HAIn]. El panel izquierdo corresponde a
una imagen panordmica de los nacleos tefiidos con DAPL En el panel central se muestra una imagen
representativa de la morfologia y organizacién del citoesqueleto que adopta la célula al ser cultivada en
cada uno de los andamios; en rojo el citoesqueleto tefiido con faloidina rodaminada, en verde se observa
la presencia de vinculina marcada con fluoresceina y en azul se contrasta el ndcleo con DAPL. El panel
derecho se presenta el solapamiento del panel central con la captura de Nomarsky, aqui se observa el
posicionamiento de la célula sobre el andamio. En la figura 4.43 no se incluyeron los resultados de
PLLA/HA, dado que estos andamios presentaron un comportamiento similar al de los andamios de

PLLA/HAInj.

En el panel izquierdo de la figura 4.43, se muestran campos representativos de la cantidad de células que
permanecian en ¢l andamio al cabo de 6 dias de culdvo. Los andamios constituidos de PLLA y
PLLA/HAInj_4 mostraron un comportamiento similar con un conteo de 50-60 células por campo. Por
otro lado, se evidencié que conforme aumentaba el porcentaje de HAInj en los andamios el conteo de

células por campo disminuye, siendo para el PLLA/HAInj_10 un conteo entre 40-50 células por campo
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y el de PLLA/HAInj_20 de 30-40 células/campo. Es importante mencionar asimismo, que al alcanzar el
contenido de 30% de HATnj el conteo celular, luego de 6 dias en cultivo, disminuyc') drasticamente de

2-8 células por campo.
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Figura 4.43. Inmunofluorcscencia para obscrvar la presencia de vinculina cn la CMM culdivadas sobes
los andamios de PLLA, PLLA/HA_4, PLLA/HA_10, PLLA/HA_20 y PLLA/HA_30. Panel izquierdo

niclcos tchidos con DAPIL. Pancl ceneral morfologia cclular. Pancl derecho colocalizacion  del
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componente celular sobre el andamio.
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Una de las caracteristicas que define a las CMM es su capacidad para adherirse a la caja de cultivo. Esta
poblacién celular comienza adherirse dentro de las primeras cuatro horas luego de iniciado el cultivo, el
aspecto de las células normalmente es redondeado, de escaso citoplasma y con un nicleo redondo
excéntrico. Conforme avanza el cultivo, aproximadamente una semana, se espera que la formacién de
unidades formadoras de colonias se haga evidente. Generalmente, estos grupos de células estdn
compuestas de células con morfologia més alargada, de aspecto fibroblastoide con prolongaciones de

ramano medio y nticleo central alargado.

En el panel central de la figura 4.43, se observa que las células presenca una morfologia cuboide sobre
los andamios constituidos de PLLA puro. Por otro lade, las células sobre los andamios con 4, 10 y 20 %
de HA y HAlnj, presentaron una morfologia fibroblastoide extendida en intimo contacto con el
andamiaje, esto se observa con los multiples puntos focales (punteado en verde, que corresponde a la
presencia de vinculina). Por el contrario, los andamios con 30 %, tanto de HA como de HAlnj,
presentan una morfologia redondeada con alteraciones en la organizacién del citoesqueleto de actina. La
desestabilizacién estructural del citoesqueleto conduce a la pérdida de conexiones intercelulares y,
provoca la reduccién del velumen del ostcoblasto/CMM. Los andamios de PLLA/HAInj 30 y
PLLA/HA 30, son descartados en los andlisis de proliferacién y diferenciacién por su baja poblacién y

morfologia celular adpica.

En el panel derecho se observa que no existe una tendencia en el posicionamiento de las células sobre las
fibras que constituyen el andamio. Esto es importante, ya que las células no adoptan las irregularidades
topogrificas. Es sabido que la rugosidad de la superficie condiciona la morfologfa y el posicionamiento

de las células.

A partir de los resultados de este estudio se decidié enlocar los andlisis de proliferacién y diferenciacién
sobre los andamios con 4, 10 y 20 % de refuerzo, es decir, PLLA/JHA_4, PLLA/HAInj_4,
PLLA/HA_10, PLLA/HAInj_10, PLLA/HA_20 y PLLA/HAInj_20. Los andamios de PLLA y las cajas

de cultivo se emplearon como referencia.
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4.5.2 Evaluacién de la capacidad de proliferacién de las células madre mesenquimales

cultivadas sobre los andamios

4.5.2.1 Eficiencia del cultivo inicial

Una vez que las CMM, mantenidas en medio bdsico DMEM, se sembraron sobre los andamios
contenidos en los pozos de la caja de cultivo se permitié que las células comenzaran el proceso de
adhesién. Al dia siguiente se midié la absorbancia a 570 nm; esta refleja la cuenta celular total del
inoculo inicial. Posteriormente, los andamios fueron transferidos bajo condiciones de esterilidad a una
nueva caja de cultivo (caja de 12 pozos) y se registrd la absorbancia desarrollada por las células que se
mantuvieron adheridas sobre cada uno de los andamios. (Tabla 4.11}. De los resultados obtenidos se
puede observar que, entre los andamios con refuerzo, los tres con mayor eficiencia de cultive fueron
PLLA/HAInj_20, PLLA/HAInj_4 y PLLA/HAInj_10, de mayor a menor eficiencia. En cambio, los
andamios con hidroxiapatita sin injertar presentan eficiencias inferiores a los andamios con injerto. Una

primera consideracién es que la hidroxiapatita injertada mejora la eficiencia del cultivo.

Tabla 4.11. Registro de la cantidad celular medida con absorbancia

Muestra Inoculo inicial Inoculo basal — Eficiencia de cultive
(%0]
CEL-P 1.47 1.10
PLLA 1.44 0.91 63.19

Sin injerto

PLLA/HA 4 1.45 0.83 57.24
PLLA/HA 10 1.42 0.86 60.56
PLLA/HA 20 1.45 0.85 58.62

Con injerto

PLLA/HAInj 4 1.42 0.96 67.60
PLLA/HAInj_10 1.45 0.89 61.38
PLLA/HAInj 20 1.87 1.45 77.54
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4.5.2.2 Evaluacion de la proliferacidn celular en presencia de DMEM
Posteriormente, se monitoreo la tendencia de proliferacién de las CMM cultivadas en medio bdsico
(DMEM) sobre cada uno de los andamios en un periodo de 4 dias, los valores promedio de absorbancia

son mostrados en la Tabla 4.12. Estos valores son graficados en forma de barras en la figura 4.44

Los datos de absorbancia obtenidos mediante el ensayo de alamar azul, muestran un incremento en el
ntmero de células en proliferacién con el tiempo, con respecto al control (células cultivadas sobre la caja
de cultivo), especialmente entre el dia 1 y 2 {en estos dias se registran los picos de proliferacion). Los
resultados indicaron que pricticamente tanto los andamios de PLLA/HAInj como los de PLLA/HA
ofrecen una buena superficie de contacto, ya que los niveles de proliferacién resultaron semejantes al

control positivo {CEL-P), poniende de manifiesto su cito-compatibilidad.

Tabla 4.12. Evaluacion de la proliferacion de los andamios en presencia de DMEM durante 4 dias.

Muestra Inoculo basal D-1 D-2 D-3 D-4
CEL-P .71 £0.09 0.80 = 0.07 0.84 + 0.00 0.83 + 0.04 0.07 + 0.03
PLLA 0.68 + 0.04 0.61 + 0.01 0.70 + 0.25 0.62 + 0.06 0.46 + 0.02

Sin injerto

PLLA/HA 4 0.68 £ 0.02 0.53 £ 0.04 0.60 + 0.03 0.55+0.03 0.45 £ 0.03
PLLA/HA_10 0.66 = 0.06 0.55+0.05 0.58 £ 0.02 0.51 £ 0.02 0.46  0.04
PLLA/HA 20 0.68 £ 0.02 0.55 +0.05 0.54 + 0.04 0.48 + 0.03 0.43 + 0.006

Con injerto

PLLA/HAInj_4 0.65 = 0.03 0.66 +0.11 0.53 £ 0.06 0.52 + 0.06 0.43 1 0.01
PLLA/HAInj 10 0.68 = 0.05 0.59+0.03 0.53 £ 0.00 0.55 +0.00 0.47 + 0.01
PLLA/HAInj_20 0.71 £ 0.06 0.652 + 0.03 0.73 + 0.03 0.57 +£0.01 0.45 1 0.01
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En la figura 4.44 se observa que las células cultivadas sobre los andamios de PLLA, PLLA/HA_4,
PLLA/HA_10 y PLLA/HAInj_20 presentan un leve incremento en la proliferacion al segundo dia y al
tercer dia sobre los andamios de PLLA/HAInj 10. A diferencia, los andamios de PLLA/HA 20 no
presentaron variacién entre el primer y segundo, es decir, no se observa una variacién en el
comportamiento celular. Por otra lado, las células sobre los andamios de PLLA/HAInj_4 presentan una
disminucion en la proliferacién a partir del segundo dfa, esto podria sugerirse a que las células estdn
dirigiéndose hacia la diferenciacién. Las células sobre los andamios con HA y HAInj presenta un
decaimiento en la proliferacién al cuarto dia, esto indica que las células disminuyen su proliferacién y

probablemente inicien su diferenciacién.

De los resultades obtenidos, se observa que los andamios que favorecen a la proliferacion celular son
PLLA/HAInj 20, PLLA, PLLA/HA 4 y PLLA/HA 10, organizados de mayor a menor segin el
incremento en la proliferacién Sin embargo, los andamios de PLLA presentan una gran variacién en el
segundo dia. Este comportamiento probablemente obedece a la poca reproducibilidad en las
caracteristicas de la superficie de los andamios. Los andamios PLLA/HAInj_10 aunque presentan un
incremento en la proliferacion al tercer dia pueden incluirse en el grupo anterior. Y las células sobre los
andamios de PLLA/HAInj_4 presentan disminucién gradual conforme incrementan los dias de cultivo,
estos andamiajes no son descartados por haber presentado previamente una alta eficiencia en el culdvo

celular y €s necesario evaluar su comportamiento hacia la diferenciacidon osteobldstica.
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4.5.2.3 Evaluacion de la proliferacion celular en presencia de dexametasona
Se monitored a lo largo de 4 dias el comportamiento del componente celular sobre cada uno de los
andamios, cuando se conduce la proliferacién en presencia de un agente inductor. Los resultados se

muestran en la tabla 4.13.

Tabla 4.13. Evaluacién de la proliferacién de los andamios en presencia de dexametasona (DEX),
durante 4 dias.

Muestra en

dexametasona(DEX) Inoculo basal D-1 D-2 D-3 D-4
PLLA-DEX 0.68 £ 0.01 0.81 £ 0.26 0.93 + 0.01 0.60 £ 0.07 0.48 + 0.02
Sin injerto
PLLA/HA_4-DEX 0.58 £ 0.09 0.67 + 0.06 0.60 + 0.03 0.57 £ 0.05 0.46 £ 0.05
PLLA/HA_10-DEX 0.68 +0.11 0.65+0.16 0.52 + 0,00 0.48 £ 0.02 0.43 + 0.04
PLLA/HA_20-DEX 0.60 + 0.03 0.69 +0.14 0.70 + 0,04 0.55 + 0.03 0.42 + 0.04
Con injerto

PLLA/HATInj_4-DEX 0.65 = 0.03 0.63 £ 0.02 0.60 + 0.06 0.52+0.06 043=+0.04
PLLA/HAInj_10-DEX 0.69 £ 0.04 0.69 £ 0.04 0.65 £ 0.12 0.49 £ 0.01 0.46 £ 0.03

PLLA/HAInj_20-DEX 0.66 £ 0.05 0.66 + 0.00 0.73 + 0.05 0.59+0.03 049=+0.02

En la figura 4.45 se muestra, a manera de grifica de barras, la proliferacién celular medida con alamar
azul en presencia del inductor de diferenciacién osteobldstica (dexametasona, DEX). Estos datos

representan el promedio de 3 experimentos independientes.

Normalmente, cuando el proceso de diferenciacién comienza la tasa de prolifcracién debe ir
disminuyendo de manera gradual. En la figura 4.45 se puede obsetvar que el componente celular
cultivado sobre los andamios, exceptuando PLLA/HAInj_4 y PLLA/HAInj_10, presentan un
incremento en la proliferacién celular al segundo dia y, al tercer dia comienza a descender la
proliferacién. Al contrario los andamios con 4 y 10 % de injerto, presenta al segundo dia una reduccién
en la proliferacién. Este comportamiento es el esperado en andamiajes donde las células se estin

dirigiendo hacia la diferenciacién osteobldstica.
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Figura 4.45. Grafico de barras de absorbancia para la evaluacién de la proliferacién celular inducida

con dexametasona sobre los andamios, en un periodo de 4 dias

4.5.3 Evaluacién de la capacidad de diferenciacién de las células madre mesenquimales
cultivadas sobre los andamios

En esta parte se evalué si la composicién de los andamios tenia influencia sobre la capacidad de
mineralizacién generada por el componente celular. Para evaluar el grado de mineralizacién debida a los
depésitos de calcio se empled la téenica de rojo de alizarina. La concentracién de rojo de alizarina
mantiene una relacién directamente proporcional a la cantidad de calcio generado por las células en

respuesta al microambiente.

El rojo de alizarina es un colorante que posee gran avidez el por calcio. Sin embargo, para mejorar la
sensibilidad del ensayo es necesario realizar una extraccién dcida de este mineral. Este procedimiento
nos obliga a incluir un control del calcio que se generarfa por el componente celular en un medio que

no es inductivo hacia la mineralizacion.

Con ¢l propésito de obtener este control se realizé la medicién de rojo de alizarina en las células que
fueron mantenidas en medio DMEM (sin dexametasona). En la figura 4.46 se pueden observar los
resultados derivados de este control en donde predominan valores de concentracién de rojo de alizarina
bajos, es decir que oscilan entre los 10 y 15 mM. Se aprecia asi mismo, que entre los andamios de
PLLA, PLLA/HA y PLLA/HAInj, la respuesta generada refleja poca variacidn entre ellos y ninguna

tendencia en relacién con la cantidad incorporada de hidroxiapatita pura o injertada.
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Figura 4.46. Concentracién de rojo de alizarina en células cultivadas en DMEM

La parte medular de este ensayo esta representada por la demostracion de que la composicion de los
andamios favorece la mineralizacién de los osteablastos, en este sentido, se midié la concentracién de
rojo de alizarina para cada uno de los binomios {célula-andamio). Fn la figura 4,47 se observa que las
células cultivadas sobrc los andamios con hidroxiapatita pura presentan un  microambicnte
medianamente adecuado para la mineralizacién, Esto se atribuye a la presencia de un mayor depésito de
calcio en comparacion con la cantidad de calcio contenido en las células que no fueron inducidas a

diferenciacidn.

Por otro lado, de manera interesante, se demuestra que las células cultivadas sobre los andamios con
hidroxiapatita injertada presentaron un mayor depésito de calcio (valores que varfan entre 65 a 83 mM)
cn comparacion con los resultades obtenidos para las células cultivadas sobre los andamios con

hidroxiapatita pura, las células no inducidas a la diferenciacién v los andamios sin cultivo celular.
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Figura 4.47. Comparacian de la concentracion de rojo de alizarina en células culeivadas en andamios
inducidos a la diferenciacién, andamios no inducidos a la diferenciacion osteobldstica v andamios en

ausencia de culiive celular

Lin la figuta 4.48 se muestra la concentracion de fejo de alizanna en células cultivadas sobte andamios
de PLLA/HA y PLLA/HAInj inducidos a la diferenciacion osteobldstica. La concentracidn medida
sobre las células en los andamios de PLLA/HATR_20 (77.25 mM) se encuenrra por encima de los
valores mostrados para los andamios PLIA/HAIn] 10 v PLLA/HAIn] 4 en un poreemaje de 13.27 v
19.74 9%, respecivamente. LEn contraste, los andamios con hidrodapatita pura PLLA/HA 4,
PLLA/HA_10 » PLLA/HA_20), muescran valores por debajo en porcentajes del 41595, 41.533 ¥ 35.28
%, respectivamente, Al incrementar la diferencia porcentual s¢ reduce la posibilidad de que las eélulas

generen un microambiente adecuado para la minerabzacién de la martiz exwracelular.

Lsto nos demuestra que la presencia de la hidroxiaparita injerrada coadyuva a que el componente
celular, en presencia de agentes osteogénicos, progrese exitosamente hacia la etapa de mineralizacion.
Esia propiedad es crucial, debido a que en la medida de que ¢l binomio oflula-andamio sea capar de
generar un microambiente adecuado, este serd simuluineamente apro para la regeneracion de la macnz

extracelular ésea “funcional” desde el punto de vista mecinico.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Se lograron desarrollar andamios de poli(L-lactida) con hidroxiapatita pura ¢ injertada mediante
la técnica de electrohilado con las caracteristicas esperadas. Las evidencias mecdnicas y
biolégicas demostraron que los andamios son aptos para aplicaciones en ingenierfa de tejidos

Oscos.

Se injerté poli(L-laciida) en la superficie de las nanoparticulas de hidroxiapatita mediante
polimerizacidn i siru en presencia y ausencia de octoato de estaiio. Se evidencié que el octoato

de estafio favorece la cantidad de injerto pero se descarté por su posible citotoxicidad.

Se lograron estandarizar las condiciones del proceso de electrohilado para las soluciones de
PLLA donde sc obtuvieron andamios homogéncos. Los pardmetros encontrados fucron
concentracién 16% pfv, flujo de inyeccidn 0,6 mL/h, volaaje aplicado de 15kV y distancia

entre el colector y el inyector de 30 cm.

La hidroxiapatita injertada promovié la formacién de andamios con fibras morfolégicamente
cilindricas y poca presencia de defectos. Esto se logré con el incremento de la conductividad en
las mezclas de poli{L-lactida) e hidroxiapatita injertada. La variacidon en la conductividad
inﬂuye directamente en el proceso de electrohilado y en la obtencién de andamios

estructuralmente homogéneos.

La porosidad obtenida en los andamios, 52 -73%, fue la adecuada pata permitit el crecimiento

celular, sin afectar significativamente las propiedades mecdnicas.
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» Los andamios con 4% de hidroxiapatita injertada presentaron las propicdades mecinicas mds
altas, tales como madulo eldstico de 167.94 MPa, esfuerzo de cedencia de 2.7MPa, resistencia a
la tensién de 3.93 MPa y deformacién de 103.47%. Estas propiedades aumentan la

probabilidad de que los andamios soporten la regeneracién de tejido éseo.

» La osteoconductividad se refiere a la capacidad que un material posee para actuar como un
substrato en el cual las células puedan adherirse y desarrollar sus funciones; en este sentido se
demostrd que los andamios con 4, 10 y 20% de refuerzo, tanto de hidroxiapatita pura e

injertada, poseen una capacidad de osteoconductividad privilegiada.

» Los andamios de poli(L-lactida) con hidroxiapatita injerta al 4, 10 y 20% presentaron una
estructura v distribucién de hidroxiapatita que influyen positivamente sobre la proliferacién
celular y diferenciacidn osteobldstica. Las células cultivadas sobre estos andamios, inducidos a la
diferenciacién osteobldstica, presentaron una respuesta positiva en la maduracién de

osteoblastos y mineralizacién de la matriz extracelular.
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PERSPECTIVAS

» Se recomienda modificar la polimerizacién por apertura de L-lactida en presencia de

hidroxiapatita utilizando catalizadores no citotdxicos, tales como complejos metdlicos de calcio.

» Se sugiere evaluar el comportamiento celular de los odontoblastos sobre los andamios
electrohilades con hidroxiapatita injertada y sin injertar, con el propdsito de determinar su uso

potencial en aplicaciones dentales.
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ANEXO 2.

TECNICAS DE CARACTERIZACION

Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica basada en las vibraciones de los dtomos de una molécula.
Un espectro de infrarrojo es cominmente obtenido por el paso de una radiacion infrarroja a través de
una muestra, la cual absorbe parte de la radiacién incidente solo a frecuencias cortespondientes a los
modos de vibracidn. La energia a la cual aparece un pico en un espectro de absorcidn corresponde a la
frecuencia de vibracién de una parte de la molécula [103].

Las interacciones de la radiacidn infrarroja con la muestra deben entenderse como cambios en el
momento dipolar de la molécula asociado con vibraciones y rotaciones. Las vibraciones fundamentales
son de tension y flexién {(en el plano y fuera del plano). En la primera varfan las distancias de enlace
entre dos dtomos y en la segunda varfan sus dngulos de enlace, permaneciendo pricticamente constantes
las longitudes de enlace. Segiin la simetria se diferencian entre vibraciones simétricas (s): se producen
con retencién de la simetria molecular, antisimécricas (as): se producen con pérdida de uno o mds
elementos de simetria y degeneradas (e): vibraciones varias, que debido al mismo contenido energético,
absorben a la misma frecuencia y conducen por ello a una dnica banda de absorcién. En la
interpretacién de espectros, son especialmente ttiles aquellas vibraciones que se limitan a enlaces
aislados o grupos funcionales de una molécula, estas son conocidas como vibraciones localizadas. Para la
caracterizacién de estas vibraciones se emplean los siguientes simbolos: V: vibraciones de tensién, &:
vibraciones de deformacién, y: vibraciones de deformacién fuera del plano y T: vibraciones de torsiéon
(variacion del dngulo de torsién}). En la figura 2A.1 se pueden observar los diferentes tipos de

vibraciones [104].
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Figura A2.1. Vibraciones fundamentales de tensién y flexién [103]

Cuando la radiacién IR incide sobre una molécula, produce cambios en la vibraciones moleculares. En
efecto, la energia que se requiere para que las moléculas pasen de su estado fundamental de vibracién al
primer estado de excitacién de vibracién, es del orden de 1 a 10kcal/mol. Esta es la regién propia de la
radiacién electromagnérica en la zona del IR, es decir, la regién comprendida entre 400 y 4000 cm'.

En espectro de IR se compone de dos regiones bandas: por encima de 1500 cm’' se encuentran las
bandas de absorcién asignadas a grupos funcionales y por debajo de 1500 cm™ se tiene la region de
huella dactilar empleada para caracterizar la molécula.

Los espectrofotémetros trazan una grifica (espectro IR) del tanto por ciento de transmisién
(cransmitancia) de la radiacién IR absorbida por la muestra en funcién de la longitud de onda y/o de la
frecuencia de la radiacién. La intensidad de las bandas de absorcién es funcién de la magnitud del
cambio del momento dipolar, por lo tanto, serd elevada (absorcién fuerte) en los grupos polares y de
pequena magnitud (absorcién débil) en las vibraciones de los grupos poco polares.

Los cspcctrufotﬁmctms actuales, de doble haz, constan de tres partes fundamentales: 1) fuente de
radiacién, 2) monocromador y 3) detector-registrador [105]. La radiacién IR se produce por
calentamiento eléctrico de una fuente ya sea filamento de Nernst o Globar, Esta radiacién que surge de
la fuente se divide en dos haces mediante espejos, haz de referencia y haz de la muestra, los cuales pasan
por las celdas de referencia y de la muestra del compuesto, respectivamente. Tras atravesar la referencia y

a muestra, los haces de radiacion inciden sobre el monocromador, el cual los descompone segtin sus
1 , los haces de radiacién inciden sobre el dor, el cual los descompone segt
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longitudes de onda. El detector (termopar) se encarga de medir las longitudes de onda procedentes y las
convicrte en una carriente eléctrica alterna. El registrador traza una grdfica de las intensidades de la
corriente de la muestra en relacién a la de referencia como funcién del nimero de ondas o longitud de
onda, proporcionando el espectro de IR.

Este espectro se puede obtener mediante la téenica de espectroscopia de infrarrojo y se mide de
diferentes maneras, tales como: transmision, reflexion cspecular, reflexién difusa v reflexion toral
atenuada [106].

En la téenica de reflexién total atenuada (ATR por sus siglas en inglés, Attenuated Total Reflectance),
mide los cambios que ocurren en un haz de infrarrojo reflejado totalmente al entrar en contacto con la
muecstra. Esta técnica se basa en ¢l hecho de que cuando la radiacién clectromagnética que se propaga a
través de un medio épticamente denso llega a una interfase con un medio enrarecido {de menor indice
de refraccién), a un dngulo de incidencia mayor que el dngulo critico, la radiacién no escapa del medio
denso sino que es totalmente reflejada internamente. Sin embargo, debido a la naturaleza ondulatoria de
la radiacién electromagnética, la reflexién no ocurre directamente en la interfase de los dos medios. La
radiacién realmente sale del medio mds denso y se extiende una distancia corta del otre lado de la
interfase en el medio enrarecido antes de retornar. La extensién con la cual la radiacién penetra el medio
enrarecido depende de la longitud de onda de la radiacién, los indices de refraccién de los dos medios y

el dngulo de incidencia a la interfase.

En esta téenica la muestra se presiona contra un prisma o placa de material éptico denso que trasmite la
radiacién IR, tal como se muestra en la figura A2.1. La penetracién controlada de la onda evanescente
de la muestra hace que la radiacién IR pueda ser selectivamente absorbida en la superficie de la muestra
en contacto con ¢l prisma o placa. El espectro de la radiacién reflejada internamente es similar al
espectro IR de absorcién convencional de la muestra. La técnica de ATR es de mucha utilidad para el
registro de espectros de IR de muestras dificiles de tratar mediante otros métedos de esta espectroscopia.
La calidad del espectro obtenido puede ser influida por varios factores externos, tales como el efecto de
la presién en el portador de la muestra, la textura de la superficie de la muestra y el indice de refraccién

de esta [105].
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Muestra

Haz Incidente

Placa de reflexion

interna

Figura A2.2. Método de reflexién maltiple [106]

Espcctroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Las bases tedricas de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear fueron formuladas por W. Pauli
en 1924, quien sugirié que ciertos niicleos atémicos tienen las propiedades de espin y momento
magnético y que, como consecuencia, al exponerlos a un campo magnérico se produciria una divisién
de sus niveles de energfa. En 1946, Felix Bloch, en stanford, y Edward Purcell, en Harvard, con trabajos
independientes, demostraron que los nicleos absorben radiacién electromagnética en un campo
magnético intenso como resultado del desdoblamiento de los niveles de energia inducidos por el campo
magnérico. En los siguientes cinco afos después de la investigacién, algunos quimicos se dieron cuenta
de que el entorno molecular influfa en la absorcion de la radiacién de radiofrecuencia (RF) por parte de

un nicleo en un campo magnético, y que este efecto se podia correlacionar con la estructura molecular

[107].

La resonancia magnética nuclear se puede observar iinicamente en compuestos que contengan
elementos con nicleos magnéticos (aquellos cuyo espin nuclear sea distinto de cero). La sensibilidad
depende de varios parimetros, entre ellos la abundancia del isétopo y la magnitud de su momento
magnético nuclear. Por ejemplo, el 'H, con una abundancia natural del 99.98% y un momento
magnético grande, es mds ficil de observar que el 13C, que tiene un momento magnético menor y una
abundancia natural de 1.1% solamente. Actualmente con la técnica de RMIN multinuclear es facil de
observar espectros de aproximadamente 20 nicleos diferentes, incluidos muchos elementos que son
imporrantes en quimica inorgdnica, como 'H, “Li, 'B, *C, PN, F, #¥Na, ¥Al, #Si, *'P, *Pr y '""Hag.
Este tipo de nicleos son magnéticamente activos, es decir poseen espin, igual que los electrones, ya que
los nucleos poseen carga positiva y poseen un movimiento de rotacion sobre un eje que hace que se
comporten como si fueran pequenos imanes. En ausencia de campo magnético, los espines nucleares se

orientan al azar. Sin embargo cuando una muestra se coloca en un campo magnético, tal y como se
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muestra en la figura A2.3, los nicleos con espin positivo se orientan en la misma direccién del campo,
en un estado de minima energia denominado estado de espin o , mientras que los nucleos con espin
negativo se orientan en direccidén opuesta a la del campo magnético, en un estado de mayor energia

denominado estado de espin g [108].

a
» Estados de espin
o o” \
| P [FF]
v | )
", ._/‘ N

;‘i{ o, A /_ ?
¢

Figura A2.3. Orientacién de los nucleos en presencia de un campeo magnético [108].

Cuando una muestra que contiene un compuesto orginico es irradiada brevemente por un pulso
intenso de radiacién, los nicleos en el estado de espin o son promovidos al estado de espin g. Al
regresar los nicleos a su estado inicial emiten sefiales cuya frecuencia depende de la diferencia de energia
(AE) entre los estados de espin oy p. El espectrometro de RMN detecra estas sefales y las registra

como una grafica de frecuencias frente a intensidad, denominado espectro de RMN.

Un espectro de RMN convencional de un liquido o una disolucién estd formado por sefales muy
estrechas y bien resueltas que contienen informacién molecular. Sin embargo, un experimento similar
con un sélido produce sefiales muy anchas, que puede llegar a ser de varios kHz o incluso MHz, lo que
impide la obtencién de informacién de manera fécil. Este ensanchamiento implica, ademds, una pérdida
de sensibilidad, especialmente cuando se estudian nicleos poco abundantes como, por ejemplo el "C.
La diferencia den la forma de las lineas de sélidos y liquidoes proviene de la diferente movilidad de las
moléculas. En estado liquido o en disolucién, las moléculas se reorientas muy rdpidamente
promediando las interacciones anisdtropas, que estdn en muestras solidas. De este modo, la obtencién

de espectros de alta resolucién de sélidos exige la aplicacién de téenicas especiales.

La idea de Andrew (1958) y Lowe (1959) para suplir la insuficiencia de movimiento molecular en
s6lidos fue la rotacién macroscdpica de la muestra. Estos autores mostraron que si una muestra sélida se
gira suficientemente rdpido alrededor de un ¢je que forma un dngulo de 54.7° con la direccidn principal

del campo magnético externo, denominade gira al dngulo mdgico (MAS, del inglés magic angle
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spinning), el ensanchamiento dipolar se promedio y se pueden obtener espectros de alta resolucién

[109].

Anilisis termogravimétrico (T'GA)

La termogravimetria (TGA) es una técnica de analisis térmico en la que se determina la pérdida o
ganancia de masa de una muestra en funcién de la temperatura. Se pueden definir, bdsicamente tres

tipos de andlisis termogravimétricos:

1} Andlisis termogravimétrico isotérmico, en el que se mantiene la temperatura constante mientras

se registran los cambios de masa.

2) Andlisis termogravimérrico cuasi térmico, en el que la muestra a analizar se calienta miencras la

masa es constante v se estabiliza la temperacura mientras se van produciendo cambios de masa

3) Anilisis termogravimétrico dindmico, en el que la muestra se calienta en una atmésfera

controlada con una rampa de temperatura previamente fijada.

En la figura A2.4 se muestra un termograma, también llamado curva termogravimétrica o curva de
descomposicién térmica. Como se puede observar, en este tipo de grdfica se representa la variacién de la
masa (generalmente en porcentaje de pérdida de masa} en funcién de la cemperatura o el tiempo. Para
una muestra dada, la variacién de la masa en funcién de la temperatura suministra informacién sobre la
estabilidad térmica y compaesicién de los intermedios que puedan formarse durante el andlisis y de la

composicién del residuo que queda al final del mismo [110].
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Figura A2.4. Ternogomy o curva enoogravimeirica [110]

Microscopia Llecrrénica de Barrido {(SEM)

[a microscapia clectrdnica de barrida (SLiv. en inglés Scanning lecrron Microscopel o5 nsada para la
observacion de superficies, Cuande una mucscra e iradiada con un haz de clectrones, electrones
sreundarios son emitidos de la suparficic de la misma, Ta topngmﬁ'a de la sup:_'rﬁcit puede ser ohaoreada
por un escanco bidimensional del haz de clectrones v la adquisicidn de la imagen ¢ obticne a parir de

Iow electrones secundarios,

Ll SEM requizre wn sistema dprice de elecorones para producir un haz de clecorones, una zoma para
colncar la minestra, un detector de clecrromes secundarios, wna unidad de visualizacian de la imegen. v
un sistzma do oporacian para concrolar ol cquipe, fignra A2.30 T sistome dprice de glecrrancs consists
cn wn canon de elecorones, un condensadoer, bobinas,  una lente objetivo, detector de elecorones

secundarios, entre otres componente 111
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Canon de electrones

Condensador

Baobinas

Monitor

Lente|objetivi

Detector de

electrones
Muestra
secundarios

Figura A2.5. Esquema general de un microscopio clectronico de barrido [111]

Conductividad eléctrica (CE)

La conductancia G de una solucién cstd definida como la suma de las contribuciones de cada tipo de
ion presente. La resistencia entre los electrados (K) es proporcional a la relacién de la distancia entre los

electrodos (1) y el drea superficial de estos (s). Esta relacion es conocida como constante de celda:

Generalmente, la conductividad (k) es calculada con la conductancia {(G), la constante de la celda de
conductividad y una constate de compensacidn para la registencia del cable. Ta conductividad es

calculada con la signiente ecuacién:

k=G*K [S/cm]

La medicion cléetrica sc cfeceia medianee un puente de Wheastone para medir resistencias, ver figura

A2.6. Las R1 y R2 son fijas y su valor se encuentra en ¢l rango que se desea medir. La resistencia Rx es
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Lt que proporciona la solucidn, Esea olima resistencia se varia en torma continug hasta aleanzamse o

equilibrio en el puenie, evitando asi pasos de corriente al medidor.

El Conduciimetro consia de un sensor, celda de conductividad, v un sisiema elecirdnico desde dande se
envia una senal eléctrica al sensor duranre cada medicidn. Los conductimetros miden la resistencia de
una solucidn al paso de una covriente cléetrica ¥ se convicrten estos valores en unidades inversas de la

conductividad elderica [112].

Rx

Amperimetro

i

Fuenre de pr ol er

R2 R3

Soluaan

Figura A2.6. Puente Wheastone para medir la conductividad

Prop icdades Mecdnicas

Las propicdades mecinicas describen come se comporta un material cuando se le aplican fuerzas
L% TiThaL, T;]S Hl{.'.l"f.a-‘j CATTTIAS lf,lL]lf,: a4 d.l_]]'ilf.an 5‘Ub1'|’,‘ In TTIdt{"TidI 0T (I[.' tl:rlﬁ:lle'll {:f_llT'lE}Ti,‘.Si(‘:]T'l. COTELRT :\«"

Lorsion (ver fira A2 7). Cualguier Tuerza que se apligue solwe un material casa su delormacion [1135]

tal (R

{d)

Figura A2.7. Fuerzas externas: (a} tensidn, (b) compresion, (¢} coranie v [d) torsidn [113].
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La fuerza de tensién consiste en estirar el material a lo largo de su linea de accidn, es decir, el material se
alarga en el sentido de aplicacién de la fuerza, y se acorta en la direccion transversal a la fuerza aplicada.
El alargamiento del marerial es el cambio de la longitud a lo largo de la linea de aplicacién de la carga.
Se define matemdticamente con la siguiente ecuacién, donde L: Longitud final y Lo: Longitud inicial de

la probeta.
(ALY=L-Lo

Para estudiar el comportamiento de los materiales ante fuerzas externas, se emplea el concepro de

esfuerzo. El término esfuerzo indica una carga o una fuerza por unidad de drea. Existen dos tipos de

esfuerzo para fuerzas de tensién, tales como: esfuerzo ingenieril () y esfuerzo real (o, ).

Esfuerzo ingenieril o nominal (& ): Es la relacion entre la fuerza aplica v el drea transversal inicial del

material, esta drea es perpendicular a la linea de accién de la fuerza.

Fuerza aplicada F
g =— = —
Area inicial del material A

[#}

Estuerzo real (o,): Se define como la relacién entre la fuerza aplicada y el drea transversal real o

instantdnea del material mientras actia la carga o fuerza.

Fuerza aplicada F
g, =— e
" Area real del material A

La deformacién unitaria se presenta de dos maneras: deformacion ingenieril y deformacién real.

Deformacién unitaria ingenieril o nominal { & ): Es la relacidn entre deformacién y longitud inicial del

material.

& B

Deformacion unitaria real (g, ): Se determina en cualquier valor de la carga empleando la distancia

entre la longitud inicial y la longitud instantdnea.
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a;':_.-dL:ln £ =In %

¥ o

Después de obtener el esfuerzo y la deformacion con distintas magnitudes de carga, se traza un diagrama
esfuerzo en funcién de deformacién unitaria. En la figura A2.8 se comparan las curvas de esfuerzo-
deformacién reales e ingenieriles. El esfuerzo real continua aumentando después de la deformacién del

cuello porque aunque la carga necesaria disminuye, el drea disminuye atin mds [100].

Ingenieril

£

Figura A2.8. Comparacién curva esfuerzo-deformacién real e ingenieril [100]

Para fines técnicos son adecuados el esfuerzo nominal y la deformacién unitaria nominal. Cuando se
rebasa la resistencia de cedencia, el material se deforma. El componente fallé porque ya no tiene la
forma que se pretendia al principio. Ademads se desarrolla una diferencia apreciable entre las dos curvas
sélo cuando comienza la formacién del cuello. Cuando esto sucede, el componente ya estd deformado y

no sirve para cl uso.

De la curva esfuerzo-deformacién unitaria se obtienen varias propiedades mecdnicas en tensién para el
marerial, tales como médulo de elasticidad (£ ), resistencia a la tensién (&, ), ducrilidad (% &),
médulo de resiliencia (£, ), resistencia a la fluencia (()'y), relacién de Poisson (), tenacidad (drea

bajo la curva), ver figura 2.36. En los polimeros se especifican las tres primeras propiedades, y se

explican a continuacién:

1. Médulo de elasticidad (£ ): El médulo eldstico es una medida de la rigidez del material. Es la

pendiente de la linea recta que se forma en la zona eldstica de la curva, donde se cumple:
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c=FE*g,

2. Resistencia a la wensidén 0y : Es cl valor miximo del esfuerzo ingenicril que sc pucde aplicar

sobre el material, Cuando el esfuerzo aplicado iguala a la resistencia a la tensién inicia la

estriccién y luego la fractura del material.

3. Ducelidad: Es una medida de la cantidad de deformacidn p]istica que puede darse en un

I'l'l:—ll.EI‘i(-].l antes (]llf':,’ se ésle se I‘(')I'I'l[l{-].. Puede I‘IlEd.il‘SE en (](‘)S 1Manerds:

¥ Porcentaje de elongacion: %06 = —*100
] g I

o
‘ o5 : TR
¥ DPorcentaje de reduccion de drea: %8 = *100
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Figura A2.9. Curva cslucrzo-dclormacién para materiales ingenieriles.

Fractura de Polimeras

La resistencia a la rotura de los materiales poliméricos es relativamente menor que la de los merales ¥
ceramicos. En la clasificacion de los Polimcms sc tienc los termocstables ¥ termio pl:istic.os quc prescntan

propiedades diferentes [101]:
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» Termoestables: Son materiales duros, resistentes y frigiles Presentan fractura frigil, formacién
de grictas donde se localizan los esfuerzos (estrias, fisuras y cortes). Durante la rotura se
deshacen los enlaces covalentes de las estructuras entrecruzadas y reticuladas. Su procesamiento

es complicado por no presentar temperatura de fusién [100]

¥ Termopldsticos: Materiales blandos y dietiles, polimeros lineales o ramificados con cadenas
flexibles. Presentan fractura dictil y frigil, y muchos experimentan transicién ductil-frigil. La
baja temperatura, alta velocidad de deformacién, presencia de entallas agudas, incremento del
espesor de las muestras y modificaciones de la estructura polimérica {quimica, molecular y/o

microestructural) son factores que influyen en la fractura frigil-

Debido a los inconvenientes que algunas veces presenta los materiales poliméricos se han propuesto el
desarrollo de mareriales compuestos para combinar las propiedades de dichos materiales y abarir

problemas de baja resistencia.

Materiales compuestos

Los materiales compuestos se han creado para mejorar la combinacién de propiedades mecdnicas, como
rigidez, tenacidad y resistencia a la traccidn a temperatura ambiente y temperatura elevada, La mayor
parte de los materiales compuestos estin formados por dos fases: (1) Matriz y (2) fase dispersa. Las
propiedades de los compuestos estdn en funcién de las propiedades de las fases constituyentes, de sus
proporciones relativas y de la geometria de las fases dispetsas (forma, tamafio, distribucién y otientacién

de las particulas).

Generalmente los compuestos son reforzados con particulas v fibras, Las particulas pueden tener gran
variedad de geometrias pero suelen presentar la misma dimensién en todas las direcciones. El
reforzamiento es tanto mds efectivo cuanta mds pequena sean las particulas y mejor distribuidas estén en
la matriz. Mientras la matriz soporta la mayor parte de la carga aplicada, las pequenas particulas
dispersas dificultan o impiden el deslizamiento de dislocaciones. De este modo se restringe la
deformacién pldstica de tal manera que aumenta el limite eldstico, la resistencia a la traccién y la dureza

[101].

Ensayo de tensién
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[ste ensavo mide la resistencia de un material a una fuerza estdtica o aplicada lentamente. Las

velocidades de deformacién { £} de un ensayo de tensidn suelen ser bajas enue 10-* a 10° 5. En la
figura A2.10 sc presenta un arreglo del ensayo, una probeta estindar se eoloca en la maquina de pruehba
y LE ;lp]"ll:il ung Fl]!:‘.r'/.il |'., ”(’”T]Eldzl L:Elr‘g‘il, ].US (_]EltUS SEHT ﬁ(‘lﬁctil(l(_?s TT]E‘.(_H&”]T.E'. un Si-ﬁtt‘.”];l 'L]{:'. (.:i_’””l‘.]l]tl_}_,
donde previamente se han Ingresado los datos de espesor v longitud equivalente de la probera, y asi
mediante csre sisrema se determina el esfucrzo ¥ junto con los daros de deformacién construye la curva

csfucrro-deformacion para posteriores andlisis [100].

o,

—» | Mordazz 'I_-| ‘
' 1 m Le: Longitud equivalente
| E
h i S
/ ‘[._ i : Le F: Fuerza
g ‘-_-_ g
| |_[' d: Didmetro

Figura A2.11). Ensayo de tension mediante puente o cabeza mévil [ 10].

Propiedades Biolégicas

Las células madres mesenquimales (CMM) son una alternativa viable en la regeneracion de numerosos,
ver ligura A2.11 tejidos. Fstas son eflulas pluripoienciales, es decir, que denen el potencial de
diferenciarse hacia distintos linajes celulares, con una tasa de proliferacion mayor a la de mudchas células
diferenciadas como los osweoblastos y condrocites [114]. La diferenciacién hacia un linaje deseado se
puede lograr a través de medios condicionados con facrores de crecimiento u otras moléeulas especificas
para tal fin, Fn el caso de la diterenciacidn osteoblastics, medio suplementado con g-glicerotosfato,
dexametasona y acido ascorbico, es suficiente para activar cambios morfolégicos v funcienales; las
CMM, que usualmente denen una apariencia fibrobldstica, asumen una forma cuboldal ¥ comienzan a

crear colonias que finalmente lormardn nddulos mineralizados con hidroxiapatita.
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Figura A2.11. Diferenciacion de células madres mesenquimales [114].
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La diferenciacién osteobldstica estd conformada en tres perfodos definidos. El primero es de
proliferacién, en el cual la principal funcién celular es la expansién mitética y la produccién de
cantidades importantes de coligeno tipo T. En la segunda etapa, la proliferacién y produccién de
coldgeno I se ve disminuida por la sobreexpresion de la enzima fosfatasa alcalina y de ciertas proteinas
asociadas a la matriz extra celular (MEC) ésea, como la osteopontina y osteocalcina. En la tercera etapa,
la produccién de fosfatasa alcalina disminuye drdsticamente, presenta un pico en su curva de
produccién en el tiempo y se comienza a observar el depésito de cristales de calcio entre las fibras de
coldgeno. Durante este periodo de maduracién, la proliferacién celular disminuye adn mds [115]. La
matriz extracelular calcificada, que ademds incorpora numerosas moléculas bioactivas propias del wjido
dsco, jucga un papel crucial en la interaccion del implante con el entorno a través del reclutamiento de
células nuevas, y suministra las condiciones favorables para la formacién de nuevo tejido 6seo dentro del
injerto. Actualmente, existen terapias regenerativas que se basan en el uso de CMMs, que han
demostrado ser inductivas a la formacién de nuevos tejidos [116]. No obstante, las consideraciones
mecdnicas y estructurales particulares de los huesos hacen necesario el uso de una matriz tridimensional

que sirva de soporte al componente celular.

La respuesta de las células a sus interacciones de adhesién con otras células y la matriz extracelular
andamio, incluyen cambios en la morfologia celular, proliferacién, migracién-adhesién y la

diferenciacion, estas caracteristica se engloban enla propiedad conocida como mecanotransduccién.

Mecanotransduccién celular

La mecanotransduccidn se define como la conversién de un esdmulo mecdnico en una respuesta
bioquimica y estd mediada por la estructura del citoesqueleto, la mattiz extracelular (ECM), los

receptores integrales de membrana y las adhesiones focales.

Las adhesiones focales anclan al esqueleto celular de actina a la matriz extracelular. Las proteinas
transmembranales de las adhesiones focales son las integrinas. Las integrinas se unen por sus dominios
extracelulares a moléculas de la matriz extracelular y por sus dominios citoplasmdticos a los filamentos

de actina.

La observacién del interior de la célula en tres dimensiones revela interconexiones entre estructuras de
proteinas filamentosas dentro del citoplasma de células. Estas estructuras forman un esqueleto celular, el

citoesqueleto, que mantiene la organizacion de la ¢élula, le permite moverse, posiciona sus orgdnulos y
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dirige el trdnsito intracelular de vesiculas y distintos materiales. Se han identificado tres tipos diferentes
de filamentos como integrantes principales del citoesqueleto: los microtdbulos, los microfilamentos

(filamentos de actina principalmente) y los filamentos intermedios.

Estructuras del citoesqueleto

El citoesqueleto consiste de tres tipos de fibras citosdlicas de polimeros ordenados a partit de
monémeros unidos por enlaces no covalentes: los microfilamentos con un didmetro de 7 2 9 nm, los
filamentos intermedios de 10 nm de didmetro y los microtibulos de 24 nm. Una caracteristica del
movimiento de todas las células es la polaridad, esto es, unas estructuras siempre estdn al frente de la
célula (lamelipodio) y otras en la parte de atrds. La maquinaria que permite la migracién celular estd
formada por el citoesqueleto de actina, que tienen un tamafio superior y variable a cualquier organelo
celular. Por su capacidad de ensamblarse y desensamblarse puede cambiar ficilmente la forma de la

célula.

Microfilamentos - Citoesqueleto de actina

La actina es la proteina intracelular mds abundante en eucariotes. Puede llegar a representar hasta el
10% del peso total de proteina. Pesa alrededor de 43 kDD y estd conservada evolutivamente. Existe como
un monémero globular llamade G-actina y come polimero filamentose, F-actina. Cada molécula de
actina tiene un ién de Mg+2 que forma complejo bien con ATP o con ADP, existiendo por lo tanto
cuatro formas diferentes de actina. El plegamiento de la proteina permite la formacién de dos I6bulos
con una hendidura en la mitad que permite la unién del ATP y el Mg+2, y un cambio de

conformacién.

La actina presenta principalmente dos arreglos dentro de la célula: uno en forma de ramillete y otro en
red de filamentos entrecruzados. El primero se presenta principalmente hacia la periferia de la célula y
forma unas protrusiones por el alineamiento de fibras paralelas y son la base de la formacién de
microvellocidades y filopodios. Las redes entrecruzadas pueden ser de dos tipos, las cercanas a la
membrana que le sirven de sopofte y es bidimensional, y las que ocupan todo el citosol que tienen un
caricter tridimensional y que le dan caracteristicas de gel. Las fibras se mantienen juntas por proteinas

que permiten el entrecruzamiento y en la zona cortical por anclaje a proteinas de membrana.
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Matriz extracelular 6sea (ECM)

La matriz extracclular (ECM, en inglés extracellular matrix) ésea es mucho mas abundante que el
componente celular, Estd constituida por dos componentes quimicos principales: matriz orgdnica y sales
minerales. Las propiedades biomecdnicas del hueso derivan de la composicién y la estructura de la
matriz Gsea. Asi, las fibras coldgenas proporcionan flexibilidad y resistencia a la traccién, en tanto el

companente mineral aporta dureza, rigidez y resistencia a la compresion.

La matriz orgdnica del hueso estd constituida por una red de fibras coldgenas incluida en un material
amorfo mucoproteico. El principal componente de la martriz orginica es el coligeno tipo I, que
representa alrededor del 95% del contenido toral de coldgeno y cerca del 90% del total de proteinas

pI‘ESEHI’ﬁS cn 61 hllSSO. El porcentaje restante COI’[‘&SPOﬂdﬂ a proteinas no colégenas.

La molécula de coldgeno tipo I consiste en una triple hélice que contiene dos cadenas & idénticas y una
cadena ¢, . Estas cadenas se caracterizan pro la recepeién del triplete glicina X-Y, en donde X suele ser
prolina ¢ Y hidroxiprolina. Otro coligenos, come los tipos ITT y V, estdn presentes en el hueso en baja
proporcién y se cree que su papel es el de modular en didmetro de las fibras colagenas. Las caracteristicas
del tejido dseo depende, en gran medida, del grado de organizacién de las fibras coligenas. En el hueso
fibroso, adoptan una disposicién aleatoria, en tanto que en el hueso laminar presentan una disposicién

ordenada.

El componente inorgdnico de la matriz constituye el 50-70% del hueso, en tanto que el agua representa
solo el 5-10%. La elevada presencia de sales minerales aporta dureza, rigidez y resistencia a la
compresion. El componente mineral de la matriz dsea estd constituido, en su mayor parte, por fosfawo
de calcio en forma de cristales de hidroxiapatita. Estos cristales, de aspecto fusiforme o en forma de
ldmina, se disponen sobre las fibras de coldgeno y entre ellas, y tienden a estar orientados en la misma

direccién de las fibras de coligeno [117]
Receptores integrales de membrana y adhesiones focales

Las receptores integrales o las integrinas bisicamente median la adhesién célula-célula o bien la adhesion
célula-matriz. Una integrina individual consiste en 2 sub-unidades & y ﬁunidas no covalentemente,
estos se encuentra dentro de la categorfa de los receptores heterodimeros. Cada subunidad es una

glicoproteina transmembranal tipo T, que tiene un dominio extracelular relativamente grande y una cola
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citopldsmica corta. En mamiferos existen cerca de 18 subunidades ¢y 8 subunidades g, que se
combinan para producir al menos 24 diferentes heterodimeraes, cada uno de los cuales puede unirse a un

repertorio especifico de proteinas de la matriz extracelular o ligando proteicos solubles

Las integrinas son receptores altamente versitiles, transmiten sefiales desde el exterior al interior de la
célula, viceversa. Muchos procesos como la modlidad, la morfologia celular, proliferacién,
diferenciacién y muerte son regulados a través de esta senalizacion bidireccional. Dicho proceso requiere
por un lado las integrinas unidas a ligandos y por otro lado componentes subcelulares. Las integrinas no
solo se encargan de unir las proteinas de la célula a la matriz extracelular sino que se encuentra
mediando las interacciones célula-matriz extracelular [118]. Enwe los ligandos de las integrinas
presentes en la matriz extracelular estin: la fibronectina, laminina, varias Colzigenas, tenascina,

vitronectina, osteopontina, sialoproteina dsea, dentina entre otros.

En la cara interna de la membrana celular se observa una gran variedad de proteinas, muchas de las
cuales interaccionan con las integrinas transmembranales formando complejos de adhesién, los cuales
comunican a la matriz extracelular con la actina del citoesqueleto y con componentes de senalizacién, de
esta forﬂla estas estrucruras se convierten en una PiCZEl CSCHCiﬂl para CS[ﬂblCCCf la polaridad Celular,

dirigir la migracién celular y mantener €l crecimiento y su supervivencia.

Las adhesiones focales cumplen con un rol mecdnico y de sefializacién, las proteinas transmembranales
de las adhesiones focales son las integrinas y estas se unen por sus dominios extracelulares a las
moléculas de la matriz extracelular mientras que por sus dominios citoplasrn:'{ticos a los filamentos de la
actina. Las adhesiones focales son altamente complejas en su composicion molecular, estudios han
revelado la presencia de proteinas del citoesqueleto (tenasina, vinculina, paxilina, o -actinina,
parvina/actopaxina y talina), tirosincinasas (Sre, FAK, PYK”, Csk, Abl) serin/treonin cinasas (ILK, PKC
y PAK), moduladores de GTPasas péquelas {ASAP, Gral y PSGAPD), tirosin fosfatasas (SHP-2 y LAR
PTP) y otras enzimas (Pl 3-cinasa y la proteasa calpalina II). Algunas de estar proteinas pueden unitse
directamente a los filamentos de la actina (vinculina, tensina, actinina, VASP, parvina/actopaxina y las
proteinas ERM) mientras que otras se unen directamente en la regién citoplasmdtica de las integrinas

(talina, tensasina, FAK, ILK y & -actinina).
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