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RESUMEN

“Obtencién de andamios por electrohilado de poli(acido
lactico) y colagena de dentina de bovino”

RESUMEN

Palabras claves: técnica del electrohilado, fibras, porosidad, resistencia a la tension.

Las enfermedades como caries o pulpitis pueden ser causa de la pérdida prematura
de la dentina. Una opcion para la regeneracion de este tejido es la ingenieria de tejidos,
la cual es una interdisciplina encargada de restaurar y regenerar tejidos. En la
ingenieria de tejidos los andamios son matrices porosas en donde se lleva a cabo la
diferenciacion y el crecimiento de células. Bajo esta interdisciplina se han elaborado
andamios por electrohilado de poli(acido lactico) (PLA), por ser un material
biocompatible y biodegradable que puede ser usado para la fabricacion de andamios
que den soporte a células en crecimiento. Asi mismo el objetivo de este trabajo fue la
obtencién de andamios electrohilados de PLA con colagena extraida de dentina de
bovino (CoD) ya que la colagena favorece el crecimiento celular. El procedimiento para
la extraccion de la colagena de dentina de bovino constd de la desmineralizacion del
material inorganico de dentina, por medio de acido clorhidrico al 0.6 M. La colagena
obtenida fue caracterizada por espectroscopia de infrarrojo y microscopia electrénica
de barrido. Se encontraron parametros para el electrohilado y se obtuvieron andamios
de la mezcla de PLA:CoD. Los andamios fueron caracterizados por microscopia
electrénica de barrido: se midieron los didmetros de las fibras y el &rea porosa relativa.
Se utilizdé un gonidbmetro para determinar el angulo de contacto de los andamios y, por

altimo, se les realizd un ensayo en tension para conocer sus propiedades mecanicas.
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Por medio de la espectroscopia infrarroja de la colagena se detectaron bandas en las
longitudes de onda de 3300, 1631, 1539 y 1234 cm%, caracteristicas de la colagena.
El diametro promedio de las fibras de los andamios de PLA:CoD fue de 442 + 92nm,
con un area porosa de 78.5%. Los andamios presentaron un angulo de contacto de
123° + 2.3° y su resistencia a la tension fue de 1.1 MPa. En conclusion, el
procedimiento de tres lavados con acido clorhidrico 0.6 M fue el adecuado para
obtener colagena sin desnaturalizar. Los pardmetros optimos para obtener fibras de
PLA:CoD por la técnica del electrohilado fueron: utilizar una concentracion del 16% en
un sistema de disolventes (trifluoroetanol/acido acético), una distancia de la salida de
la aguja hacia el colector de 25 cm, con un voltaje de 10 kV y un calibre de aguja de
0.80 mm. La adicién de acido acético a la solucion de PLA en trifluoroetanol provoco
la disminucién del didmetro de las fibras. Igualmente, la adicion de la coladgena produjo

el mismo efecto en el didmetro promedio de las fibras.
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INTRODUCCION

En la actualidad, en el campo de la odontologia, las enfermedades principales que
conllevan a la pérdida de los dientes son la caries dental y la periodontitis apical. Estos
problemas tratan de ser solucionados mediante la ingenieria de tejidos, la cual es una
interdisciplina que busca, por medio de la biologia celular, de la fisiologia, la bioquimica
y la ingenieria de materiales, la restauracion y funcion de tejidos, para darles a los
pacientes una mejor salud y calidad de vida.! Esta interdisciplina ha buscado regenerar
piel, hueso, pulpa dental, cartilago y tejido nervioso, principalmente con células
troncales, con la ayuda de andamios para el crecimiento de células y biomoléculas
tales como citosinas o factores de crecimiento que favorecen la diferenciacion de las

células.?

Las células para llevar a cabo su proliferacion y diferenciacion dependen de la
composicién y de la estructura del andamio, para regenerar el tejido deseado. De tal
manera que los andamios deben ser porosos, con estabilidad fisica y quimica para el
tiempo que estara en el cuerpo y deben tener propiedades mecanicas para soportar
las células y su ambiente. Se han empleados diferentes polimeros para fabricar
andamios. Sin embargo, los polimeros deben presentar algunas caracteristicas como
ser biocompatibles, biodegradables, faciles de esterilizar y con propiedades que

soporten las cargas a las que son sometidos.

El electrohilado es un proceso que se ha utilizado para elaborar andamios de
polimeros sintéticos como poli(acido lactico) (PLA), poliuretano (PU), poli(e-

caprolactona (PCL) y otros. Entre los polimeros naturales que son utilizados para
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producir andamios tenemos a los glicosaminoglucanos, la gelatina, el quitosano, los
alginatos y la colagena. El PLA es un poliéster alifatico que posee propiedades de
degradaciéon y esta aprobado por la Food and Drug Administration (FDA).® Este
polimero, en combinacién con la hidroxiapatita, se utilizé para el crecimiento de células
6seas y se logré la diferenciacion, proliferacién y mineralizaciéon de osteoblastos.* Por
otra parte, la colagena es una proteina que constituye la matriz extracelular de varios
tejidos, la cual puede ser incluida en andamios para favorecer el crecimiento y la
diferenciacion de células. La colagena tipo | de piel de becerro se empled para realizar
andamios con fibras de 100 + 40 nm sin embargo presenta propiedades mecéanicas
pobres.®> Esta proteina, en combinaciéon con PLA, ha demostrado ser apropiada para

producir andamios para el crecimiento y la diferenciacion de células osteoblasticas.®

La matriz del tejido nervioso se encuentra compuesta principalmente por dos tipos de
colagenas: tipo | y Ill. Los andamios electrohilados de poli(acido lactico)-co-poli(e-
caprolactona) y colagena tipo | y Ill presentaron mayor crecimiento celular para la
regeneracion de tejido nervioso, comparado con los andamios con solo un tipo de
colagena. Las proteinas similares a las de la matriz extracelular del tejido que se desea

regenerar son muy importantes para la elaboracién del andamio.”

Finalmente, se ha demostrado que la composicibn de los andamios para la
proliferacion de células de pulpa dental es un factor muy importante. En un estudio se
comparoé la proliferacion de células de pulpa dental humana in vivo con tres andamios
de diferente composicion; de poli (acido lactico), colagena y de fosfato de calcio. En
donde se encontré mayor crecimiento celular en el andamio de poli (acido lactico) y de

colagena.®
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Por medio de la ingenieria de tejidos se busca la generacion de la dentina, sin embargo
para conseguir este objetivo es necesario elaborar y obtener andamios con
propiedades fisicas y quimicas que puedan favorecer su uso en la regeneracion de
este tejido. Por lo cual, en busca de estos andamios, en este trabajo se fabricaron
andamios electrohilados de PLA con colagena extraida de la dentina de bovino para
obtener andamios con fibras de un diametro entre 50 y 500 nm, similar a la matriz
extracelular de los tejidos. Se evaluaron sus propiedades mecénicas en tension

uniaxial, la porosidad y su caracteristicas hidrofébicas de estos andamios elaborados.
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Ingenieria de Tejidos

Uno de los problemas més costosos para la salud es la pérdida de un tejido u érgano.
Este hecho afecta al paciente tanto en la funcion como en el aspecto psicoldgico. Para
lograra dar una solucion a este problema, se ha empleado la trasplantacién de 6rganos
o el remplazo de un tejido por medio de autoinjertos, aloinjertos (de la misma especie
pero diferente individuo), heteroinjertos (otra especie, tal como bovino) o dispositivos
metalicos. Sin embargo, aun se han encontrado limitaciones con dichos tratamientos
porque se pueden presentar problemas como por ejemplo; escasez de donadores,
poca integracion y reacciones inmunolégicas en el receptor.® Para superar estos
inconvenientes se han realizado avances en la medicina con la integracién de
disciplinas como la biologia, la ingenieria y las ciencias basicas para dar origen a una
interdisciplina, conocida hoy en dia como la ingenieria de tejidos.'° El concepto fue
propuesto en los Estados Unidos en la mitad de los 80s para reducir la falta de

donadores para el trasplante de érganost

La ingenieria de tejidos tiene como objetivo la busqueda de nuevas terapias para la
regeneracion, reparacion o remplazo de un tejido u 6rgano, debido a la pérdida por un
traumatismo, por enfermedades cronicas degenerativas o por malformaciones
congénitas. Para lograr el fin de esta interdisciplina se debe tener en cuenta cuatro
aspectos claves: las células, un andamio que imite la matriz extracelular del tejido a

regenerar, sefiales que favorezcan la diferenciacion de las células y la tecnologia de
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biorreactores (Figura 1). Las células son cultivadas en andamios a los cuales se les
agrega o no factores de crecimiento, en una atmosfera propicia controlada por los

biorreactores, con el fin de obtener crecimiento de tejido.?

En los Ultimos afos, gracias a la ingenieria de tejidos, se ha desarrollado una terapia
para la regeneracion de piel, asi como el remplazo de tejido 6seo en defectos grandes,
la formacién de cartilago,® asi como también importantes avances en la regeneracion
de la articulacion temporomandibular, el ligamento periodontal, la dentina y la

Hidrogeles

Andamios con nanofibras
Andamios por separacion de
fases

Células troncales
Células diferenciadas
Células embrionarias

Factores de crecimiento
e Acidos nucleicos
e  Polipéptidos

Biomoléculas

Estimulos mecanicos /
Cultivo celular dinamic

Figura 1. Esquema de la ingenieria de tejidos.'?
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Células en la Ingenieria de Tejidos

Las células en la ingenieria de tejido juegan un papel importante para poder llevar a
cabo la regeneracion o reparacion de un tejido. Bajo esta interdisciplina, las células
ideales deben ser faciles de obtener y de expandir, conservar el fenotipo, mantener su
funcion y ser multipotenciales para diferenciarse en células especializadas que sean
especificas del tejido que se requiera regenerar y, finalmente, no deben activar una
respuesta inmune. Comunmente se utilizada células adultas diferenciadas. Para
obtener estas células es necesario realizar una biopsia al tejido donador,
posteriormente la muestra del tejido se digiere enziméaticamente para liberar las células
del tejido, las cuales son disociadas y cultivadas para la expansion. Estas células
pueden ser reimplantadas directamente en el tejido del huésped o ser agregadas junto
con un soporte de matriz (andamio) y entonces reimplantarlo en el huésped. Sin
embargo, la capacidad de proliferacion de las células diferenciadas es muy limitada.
Por tal motivo, en investigaciones, se busca potencializar a las células troncales, que
son un tipo de células no especializadas, las cuales cuando se encuentran en
presencia de sefiales especificas que son capaces de autorenovarse y diferenciarse,

para generar multiples tipos de células diferenciadas.®

La etapa de desarrollo del tejido define si las células troncales se clasifican en células
troncales adultas o en células troncales embrionarias. Las células troncales adultas se
pueden encontrar en diferentes tejidos por ejemplo: en la medula 6sea, en los tejidos
adiposos, pulpar, nervioso, muscular, entre otros. Las células troncales embrionarias
son células pluripotenciales obtenidas de la masa celular interna del blastocisto o

células aisladas de la cresta gonodal (etapas del desarrollo embrionario). Este ultimo
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linaje de células son atractivas candidatas para el uso en la ingenieria de tejidos. Con
el desarrollo de técnicas para cultivar de células troncales humanas se podria conducir
a la regeneracion de tejidos, 6rganos, asi como también para el desarrollo de
tratamientos para combatir el cancer, traumas, tejidos deteriorados, osteoporosis,

Alzheimer entre otras enfermedades.1?

Células en la Regeneracion Dental

La ingenieria de tejidos también es aplicada en el campo de la odontologia, de tal
forma que se han encontrado varios linajes celulares potenciales para ser usadas en
la regeneracion de estructuras dentales.'® Las células troncales de la pulpa dental
(siglas en ingles DPSC) tienen la capacidad para diferenciarse en odontoblastos,
adipocitos, condrocitos, osteoblastos y neuronas. Las células troncales de dientes
temporales exfoliados (siglas en ingles SHED) tiene la capacidad de multiplicarse mas
rapido en comparacion con las células DPSC. Las células troncales del ligamento
periodontal, por sus siglas en ingles PDLSC, son capaces de diferenciarse en
cementoblastos, adipocitos y tejido conectivo rico en colagena. Las células troncales
de la papila apical (siglas en ingles SCAP) fueron implantadas in vivo en andamios de
hidroxiapatita y fosfatos de calcio, como resultado se logré la diferenciacion en
odontoblastos capaces de regenerar una capa de dentina y tejido conectivo sobre la
superficie del andamio. También se ha demostrado que tienen la capacidad de

regenerar el ligamento periodontal y el hueso alveolar.t: 15 17
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Andamios

En la ingenieria de tejidos, los andamios se consideran una matriz porosa que tienen
la intencién de imitar a la matriz extracelular, para promover la regeneracion o
reparacion de un tejido. Su principal funcion es dar el soporte adecuado a las células
implantadas en é€l, para que consecutivamente se lleve a cabo la adhesion, la
migracion, la proliferacién y la diferenciacion de las células sobre el andamio vy,
posteriormente, remplazar el andamio por el tejido nuevo a regenerar.'11218 | os
andamios, por ser un sustituto de la matriz extracelular, deben cumplir con varios
requerimientos biomecanicos, quimicos y fisicos. Los andamios deben presentar
propiedades mecanicas apropiadas para permitir la adhesion celular y facilitar el
desarrollo del tejido a regenerar. Las propiedades fisicas y quimicas caracteristicas
que debe tener un andamio son: que sea una estructura tridimensional y porosa,
debido a que es necesaria para la difusion de nutrientes y residuos a través de los
andamios. El tamafio de poro adecuado depende del tipo de célula que sera sembrada
en él. Por altimo, los andamios deben ser biocompatibles, se deber absorber y deben

presentar una superficie que facilite la migracion celular.®14

En la actualidad existen diferentes técnicas para la fabricacion de andamios:
separacion de fase, el autoensamblaje y el electrohilado.'® El autoensablaje es un
proceso en el que un sistema desordenado de componentes moleculares (péptidos,
DNA) forman una estructura tridimensional, como consecuencia de las interacciones
no covalentes de las regiones especificas de las moléculas. La técnica de separacion
de fase consiste en hacer una solucion polimérica, posteriormente una gelacién por

enfriamiento, seguida de la extraccion del solvente del gel con agua, que

10
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subsecuentemente es retirada mediante la liofilizacion. Esto da lugar a la formacion de
una membrana porosa. Finalmente, el electrohilado es una técnica que permite formar
redes de filamentos, a partir de una solucion polimérica a la cual se le aplica un voltaje.

Este Ultimo proceso es mencionado a mayor detalle al final de este capitulo. 2°

Biomoléculas para la Ingenieria de Tejidos.

Los bidlogos han enfocado su trabajo en la identificacién y aislamiento de
biomoléculas responsables de la formacién y reparacion de tejidos. Se ha demostrado
que estas biomoléculas pueden ser factores para la diferenciacion de células y para
poder mantener su fenotipo. De esta manera, en la ingenieria de tejidos, se incorpora
la liberacion de las biomoléculas en el sistema célula- andamio. Por lo tanto, la célula
reconocera la biomolécula para la proliferacion y diferenciacion, asi como también,
para poder secretar su propia matriz para la regeneracion del tejido. Las biomoléculas
usadas con mas frecuencia en la ingenieria de tejidos son: proteinas, factores de
crecimiento y secuencias genéticas.!? Las proteinas y polipéptidos se han utilizado con
éxito en varias investigaciones para la regeneracion de piel y de hueso.?! Sin embargo,
hay que tener en cuenta que las proteinas son complejas y su funciéon depende mucho
de su composicion quimica y de su integridad estructural. La principal funcién de los
factores de crecimiento de composicion proteica es el control externo del ciclo celular.
Los factores de crecimiento van a promover la proliferacion celular, la diferenciacion,
la migracion en la localizacion deseada y el crecimiento celular a lo largo de la matriz

del tejido a regenerar. Las secuencias genéticas (DNA y RNA) actuan sobre la

11
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transcripcion o transduccién genética o como la liberacién de conjuntos de genes que

afecta el genoma celular.??

Biorreactores

La aparicion de nuevas tecnologias en los biorrectores ha dado un gran giro a la
ingenieria de tejidos. Los birreactores son sistemas construidos para crecer células o
tejidos, en donde es importante controlar varios parametros, para simular las
condiciones ambientales del crecimiento de células sobre los andamios y la formacion
del tejido, todo esto como si fuera in vivo. Algunas de las variables controladas por los
biorreactores son: las sefiales mecanicas, la temperatura, el pH, la ruta del fluido, las
concentraciones de oxigeno y didxido de carbono y las estimulaciones especificas que
se requieran para regenerar el tejido. Todas estas condiciones son con el propdésito de

formar un ambiente adecuado para la proliferacién y diferenciacion de células.*?23

Matriz Extracelular (MEC)

La matriz extracelular es un conjunto de estructuras y proteinas organizadas que
forman una ultraestructura tridimensional. La MEC es especifica para cada tejido y
organo. A la matriz extracelular se le confieren diferentes caracteristicas funcionales:
ayuda a organizar a las células en tejidos, coordina las funciones celulares que activa
las vias de sefalizacion intracelular, las cuales controlan el crecimiento celular, la

proliferacion y la expresion genética. Ademas, sirve como amortiguadora, debido a las

12
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fibras de colagena que la constituyen. De tal manera que la ingenieria de tejidos busca

imitar la matriz extracelular de cada tejido a regenerar.?

En la matriz extracelular abundan tres tipos de moléculas:

Los proteoglicanos: altamente viscosos, grupo de glicoproteinas que amortiguan el

contacto entre las células y unen una gran variedad de moléculas extracelulares.
Las fibras de colagena que proveen fuerza mecanica y elasticidad.

Las proteinas multiadhesivas de la matriz soluble que fijan e interconectan los
receptores de adhesion de la superficie celular y otros componentes de la matriz

extracelular. 25 26

Dentina de Humano

La estructura dental se encuentra conformada por diferentes tipos de tejidos, los cuales
son: esmalte, dentina, pulpa dental, cemento, tejido periodontal y hueso alveolar. La
dentina es un tejido mineralizado que conforma el eje estructural de un érgano dental.
La porcién coronaria se encuentra recubierta por el esmalte y la region radicular
revestida por el cemento. Sin embargo, en el interior de la pieza dental, la dentina
delimita una cavidad que corresponde a la camara pulpar, la cual aloja la pulpa dental.
En el hueso alveolar se aloja la pieza dental y el tejido periodontal une al diente con el

hueso alveolar (Figura 2).

El espesor de la dentina en un érgano dental varia dependiendo de la pieza dental, la
cual va desde 1 hasta los 3 mm. En la dentina podemos encontrar dos componentes:

la matriz mineralizada y los tubulos dentinarios, los cuales alojan los procesos odon-

13
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Esmalte Corona

Dentina

Camara pulpar

Cemento

Canal radicular

Figura 2. Estructura dental. 28

toblasticos. Estos son largas prolongaciones citoplasmaticas de los odontoblastos,
CUYO0S cuerpos se encuentran en la region periférica de la pulpa. Los odontoblastos

son células responsables de la formaciéon y mantenimiento de la dentina.?’

La composicion quimica de la dentina la conforma, aproximadamente, un 70% de
materia inorganica (hidroxiapatita), el 18% corresponde a la materia inorganica,
principalmente fibras de colagena que conforman la matriz extracelular de este tejido,
y el 12 % es agua.?® La matriz organica, a su vez, se compone de un 90% de colagena
(colagena tipo I, lll, Vy VI) y un 10% de proteinas no colagenas, entre estas proteinas
se encuentran las siguientes: la fosforina dentinaria, la sianoproteina dentinaria, la
amelogenina, la osteocalcina, la osteonectina, la ostepontina, los proteoglucanos, la

alimina, los fosfolipidos y los factores de crecimiento, entre otras.3°

Por otra parte, la matriz inorganica corresponde a los cristales de hidroxiapatita, con

un tamafio de 36 um de longitud, 20 um de ancho y 10 um de altura, son muy

14
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similares al del tejido 6seo. Estos cristales se posicionan paralelos a las fibras de la
colagenay en los espacios entre las moléculas de la colagena. En la matriz inorganica
también se pueden localizar fracciones de fosfatos amorfos, carbonatos, sulfatos y

oligbmeros.

La dentina tiene caracteristicas especificas; es un tejido de color blanco amarillento,
con una translucidez menor que el esmalte, presenta una elasticidad que permite
amortiguar los impactos de la masticacion, su modulo elastico en los dientes
permanentes oscila entre los 18 y los 25 GPa. Su permeabilidad es mayor al esmalte

debido a la presencia de tlbulos dentinarios que permiten el paso de solutos.3!

Dentina de Bovino

Morfolégicamente e histolégicamente los dientes de bovino son muy similares a los
dientes de seres humanos, por lo cual, los dientes de bovino son ideales como

sustitutos de los dientes humanos en investigaciones sobre materiales dentales.??

Los dientes de bovino presentan una corona y una raiz con un estrechamiento entre
los dos que es el cuello, y tiene una pulpa de mayor tamafio comparado con los dientes
humanos. Ademas estas piezas dentales presentan esmalte, dentina y cemento con

morfologia similar a las piezas dentales de humanos (Figura 3).
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Figura 3. Diente de Bovino. a) Cara vestibular y b) cara lingual de un incisivo

inferior. 33

La dentina de bovino es dura y ligeramente amarillenta, que en capas forma al diente

y presenta una cavidad interna, ocupada por la pulpa dental.33

La dentina de bovino esta conformada por tubulos dentinarios. Los cuales atraviesan
todo el espesor al seguir un trayecto en forma de S desde la union amelodentinaria
hasta la pulpa. En comparacion con los dientes humanos, en los dientes de bovino la
disposicion de los tubulos dentinarios es mas irregular y el didmetro y la cantidad de
los tabulos es mayor. El diametro de los tubulos dentinales de bovino en la porcion
media de la dentina es de 2-2.4 um y en los humanos es de 1.2 -1.5 ym. La cantidad
de tubulos dentinarios cerca del esmalte de los dientes de bovinos es de 24000-26026

por mm? vy en los humanos es 20000-23000 tdbulos por mm?2.34

En cuanto al analisis quimico, con espectrometria de emision, se encontré que tanto

en los dientes bovinos y humanos hay similitud en el tipo de elementos que los
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constituyen. Con respecto a las propiedades mecanicas en resistencia a la compresion
para la dentina de bovino es de 204.13 MPa, mientras que para la dentina humana es
de 297 MPa; el modulo elastico de la dentina de bovino es de 9.48 GPay en la dentina

de humanos es de 18.3 MPa.?33

Colagena

La coldgena es la proteina que se encuentra en un mayor porcentaje en el cuerpo
humano. La principal funcién de la colagena, en un tejido normal, es mantener una
integridad estructural y proveer de determinada flexién y resistencia a la tension al

tejido.36

La molécula de la colagena esta constituida por tres cadenas polipéptidicas llamadas
cadenas a. Estas tres cadenas se enroscan entre si, unidas por puentes de hidrogeno,
para formar una triple hélice dextrogira (Figura 4 b). Cada cadena polipéptidica a esta
formada por una secuencia de (Gly-X-Y), donde X y Y son frecuentemente amino

acidos de prolina y 4-hidroxiprolina (Figura 4 a).%’

Las cadenas a que forman la hélice no son todas iguales; su tamafio varia desde los
600 hasta los 3000 amino acidos. En la actualidad se han descubierto mas de 28 tipos
de colagenas diferenciados entre si, principalmente, por la combinacion de cadenas
alfas, por las funciones especificas que provee a nuestro cuerpo y por la interaccion
con proteoglicanos, células u otras proteinas. Los tipos de la colagena se designan

con los numeros romanos del | al XXVIII.

17



CAPITULO I: Fundamento Teorico

Las moléculas de colagena se alinean cabeza con cola en hileras que se superponen
parcialmente y dejan una brecha entre las moléculas de cada hilera y un desfase de
un cuarto de molécula entre la hilera contiguas de esta manera se van formando las

fibras de colagena (Figura 4 c).38:39

a OH
o H O R1 H (o} R2 (o}
| gu\ | | JJ\ |
_CH N _CH N_ _CH N -
)LT VY Y Y )
H o] H (o] H H (o} H
gly pro y gly X hyp
b
< G S0 l"".\\
SO SCS KIS
c onm

1.5nm

4
i6 7nm, |

300nm
Figura 4. Estructura de la colagena, a) cadena a ¢ por aminoacidos que

componen la colagena, b) estructura triple hélice de la colagena y c) formacion

de las fibras de colagena.3?

Biosintesis de la Colagena

La colagena es la proteina més abundante en el cuerpo humano, lo cual representa el
30% del total de contenido proteico. Para la formacion de una molécula de colagena
hasta la formacion fibras de colagenas, es necesaria la consecucion de varios pasos
tanto intracelulares como extracelulares, que contribuyen a la formacion de la

estructura para alcanzar las propiedades mecéanicas de una fibra de colagena final.*°
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El proceso de biosintesis de la molécula de colagena ocurre en organulos limitados
por membranas dentro de la célula. Los organulos principales son: los ribosomas del
reticulo endoplasmatico rugoso, el cual es una region de la célula donde se produce la
sintesis y la modificacion de las proteinas neosintetizadas. El aparato de Golgi se
encarga de modificar, clasificar y envasar proteinas y lipidos para su transporte intra y

extracelular.4?

Dado que existen mas de 28 tipos de colagenas, es necesaria la codificaciéon de un
gen en especifico para cada tipo de colagena, posterior a la codificacion del DNA se
transcribe a RNA mensajero (RNAmM), el RNAmM se une al ribosoma del reticulo
endoplasmatico y en este lugar se realiza la transduccion del RNAm a cadenas a de
la procolagena, cada cadena a polipeptidica se encuentra compuesta por la repeticion
de la secuencia de los amino acidos de Gly, X, Y, donde Gly es glisina y en donde la
posicion X y Y corresponde a otros aminoacidos, que por lo regular son los
aminoéacidos de prolina e hidroxiprolina o hidroxilisina Después, las cadenas a de la
procolagena pasan a las cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso, para la
transformacion de los residuos de prolina a hidroxiprolina y de los residuos de lisina a
hidroxilisina. Posteriormente, se lleva a cabo la glucosilacion de la hidroxilisina en el
O-ligando, en donde se involucra el acoplamiento de galactosa, seguida de la glucosa.
Las cadenas a del procolagena hidroxilisadas y con la glucosilacién, se asocian para
la formacion de la molécula de la procolagena. Para realizar este paso es necesaria la
alineacion y asociacion no covalente de las tres cadenas a a través de los dominios
C-propeptidico de la procolagena. Estos dominios implican el reconocimiento

especifico de las cadenas, para asegurar la correcta estequiometria de la colagena y
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para la formacion de nucleos estables, que favorecen el plegado de la triple hélice. La
tres cadenas a se estabilizan entre si por puentes de disulfuro intra e intermolecular,
que se forman debido a la catalisis de la enzima prolil 4-hidroxilasa (P4H) y de la
proteina disulfuro isomerasa (PDI), que cambian la configuracion de los enlaces de la
prolina. En el proceso de la formacion de la triple hélice también se ve involucrada la
participacion de la HSP47, que es el chaperén molecular de la colagena, la cual se
une al doblamiento de la triple hélice, para estabilizar la molécula helicoidal e impedir
la aglomeracion prematura de los trimeros. Cabe mencionar que la conformacion de
la triple hélice de la procolagena fibrilar se inicia con el plegamiento en direccion C-

terminal a N- terminal.

Después de la sintesis en el reticulo endoplasmatico, las moléculas de procolagena
pasan al aparato de Golgi, en donde se aglomeran y se envuelven en vesiculas de
secrecion para ser transportadas a la superficie celular. Las moléculas de la
procoldgena se convierten en moléculas de colagena madura, con la ayuda de la
enzima procolagena C-peptidasa y procolagena N-peptidasa, ambas enzimas
seccionan los extremos carboxilo y amino terminal, respectivamente, de la
procolagena (son cortas regiones en los extremos de la molécula de la procolagena
sin formacién de triple hélice). Finalmente, en el espacio extracelular de la superficie
de la célula, las moléculas de colagena se forman cabeza con cola y también se
aglomeran lateralmente. Posteriormente realizan un entrecruzamiento molecular por
enlaces covalentes, con la ayuda de la enzima lisil oxidasa, entre los grupos aldehido

de lalisina y de la hidroxilisina que se encuentran en los residuos de la N- y C- terminal
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del telopéptido de la colagena madura (los telopéptidos no tienen secuencia de Gly, X,

Y) para formar asi fibrillas de colagena (Figura 5).3138
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<5nm VL ONAARNS SRAVEY —— < 500 NM
S0 AN NN Entrecruzamiento
S AT S TP T
L |
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zem T AN ¢ —IINININ s
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F 1 f 1
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Figura 5. Sintesis de la colagena.*?

Poli(acido lactico)

El poli(acido lactico)(PLA) es un polimero biodegradable que pertenece a la familia de
los poliésteres alifaticos que proviene de la clase de los a-hidréxi —acidos (Figura 7).

En general, es un polimero termoplastico que presenta alta resistencia a la tension
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(59 MPa) y un modulo de Young elevado (2.7 GPa). Este polimero se utiliza en la
industria para el area de empaquetamiento. Ademas el poli(acido lactico) es
biocompatible, bioabsorbible, no téxico y se encuentra aceptado por la FDA (Food and
Drug Administration). Por éstas caracteristicas, se emplea en el sector farmacéutico,

para dispositivos médicos y en la ingenieria de tejidos. 43

Acido Lactico

El mondmero que corresponde a la unidad basica para realizar la sintesis del PLA es
el acido lactico. Fue descubierto en 1780 por Carl Scheele en la fermentacién de la
leche y, posteriormente, se comercializé en 1881. El &cido lactico es empleado en la

industria de alimentos como acidulante y conservante y también se emplea en la

industria de los cosméticos, los productos farmacéuticos.*

El acido lactico (a4cido 2-hidroxipropidnico) posee un carbono asimétrico, el cual
permite dos configuraciones Opticas conocidas como L acido lactico y D acido lactico

(dextro y levo) Figura 6.

L-Acido Léctico D-Acido Lactico
H CH
H.Ca # 3
USE. ojOH Asd " oH
v S C 7N »
HO Hoo ©

| I
O o)

Figura 6. Enantiomeros del acido lactico.

22



CAPITULO I: Fundamento Teorico

El acido lactico se obtiene principalmente de la fermentacion de los carbohidratos
(glucosa, maltosa y dextrosa) que se realiza por bacterias, tales como las cepas de
Lactobacillus y también se puede procesar por sintesis quimica. Para la produccion de
acido lactico existen dos clases de bacterias las homofermentativas, que producen
acido lactico casi exclusivamente y las heterofermentativas, que producen
subproductos en cantidades apreciables, sin embargo, en la industria se emplean
bacterias homofermentativas. El acido lactico es miscible en agua y etanol y presenta

la propiedad de ser higroscépico.*®

- -n

Figura 7. Formula quimica del PLA.6

Lactida

La lactida es un monémero diéster ciclico del acido lactico, la cual se utiliza para
obtener un alto grado de polimerizacion del PLA. La lactida se obtiene por la
despolimerizacion de un prepolimero de bajo peso molecular de PLA. La
despolimerizacion se realiza con altas temperaturas y presion reducida del prepolimero
para obtener lactida, la cual puede tener tres isbmeros diferentes: L-lactida, D-lactida

y la mezcla racémica o meso-lactida, como se muestra en la Figura 8. La formacién de
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estos isdbmeros depende de los isomeros del acido lactico, de la temperatura y del

catalizador.?’
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D-icido lactico

Figura 8. Sintesis de la lactida.*?

Sintesis de Poli(acido lactico)

La polimerizacion del acido lactico para obtener poli(acido lactico), se puede realizar
por dos métodos: la policondesacién del acido lactico y la policondesacion por apertura
de anillo. Con el primer método se obtiene un polimero de PLA con bajo peso
molecular, fragil y vidrioso, el cual no es muy util. Sin embargo, con el segundo método

se puede lograr obtener un peso molecular mas alto.*®

La polimerizacion por condensacion directa del PLA se realiza en volumen, con la
destilacién de agua por condensacion con o sin catalizador, mientras la temperatura y
el vacio se incrementan progresivamente. Se obtiene un peso molecular bajo, debido
a que es dificil eliminar de la reaccién, el agua y los restos de catalizador. Sin embargo,
actualmente se han utilizados nuevas técnicas para aumentar el peso molecular por la

policondesacion del PLA, mediante la ruta de descompresién y esterificacion.
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La polimerizacion por apertura de anillo (ROP) de la lactida para la formacion del PLA
es el método que se usa normalmente para comercializarlo. La lactida es producida
por la degradacion térmica de un acido oligolactico, este es un mondémero facil de
purificar por sublimacién al vacio para eliminar agua e impurezas. Posteriormente, la
polimerizacién de la lactida puede ser iniciada con calor y a vacio, por complejos
metales, compuestos organicos o enzimas, con o sin alcohol y asi, obtener un peso

molecular alto del PLA. 4°

Propiedades del Poli(acido lactico)

El PLA es un polimero al cual se le puede modificar la estructura estereoquimica por
medio de la polimerizacion. Esto es debido a que los mondmeros que se utilizan para
la polimerizacion presentan quiralidad. De esta forma se puede obtener isémeros del
PLA ya sean L o D. Por lo cual, el tipo de composicion estereoquimica y el peso
molecular del PLA influirhn en las propiedades mecanicas y en el grado de
cristalizacion. Pero a su vez, la degradacion hidrolitica es afectada por la
cristalizacion.®® Esto implica que un polimero de PLA cristalino tardara meses o afios
en hidrolizarse completamente a acido lactico. Sin embargo, cuando el PLA es amorfo
es degradado en unas semanas. El poli(L-acido lactico) y el poli(D-acido lactico) son
polimeros semicristalinos y la degradacion se lleva a cabo en un periodo entre 18 a 26
meses. Sin embargo, la polimerizacion de la meso-lactida del PLA (PDLLA) forma un
polimero amorfo y se degrada en 12-16 meses. También hay que tomar en
consideracion que la degradacion del PLA depende del peso molecular. Se demostré

gue a un mayor peso molecular, el PLLA presenta mayor tiempo para la degradacién.>!
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El PLA a partir de la L-lactida (PLLA) y D-lactida(PDLA) presentan un temperatura de
fusion en un intervalo de 170°C a 180°C y una temperatura de transicion vitrea de 60-
65°C. Este intervalo se debe a que puede presentar imperfecciones de cristales,
impurezas y minimas ramificaciones. El PLLA y PDLA presentan un modulo de Young
alrededor de 2.7 GPa y una resistencia a la tension de 50 a 70 MPa. Por su parte, el
PDLLA gue da como resultado un polimero amorfo, presenta una temperatura de

transicion vitrea de 55-60°C y un médulo de Young de 1.9 GPa.*3%3

Degradacion del Poli(acido lactico)

En los polimeros la degradacion es la ruptura de los enlaces del polimero a través de
procesos quimicos, fisicos o biolégicos; si se lleva a cabo en un medio ambiente

adecuado, que lleva a la desintegracion del polimero.>

La degradacion del PLA se da por el rompimiento de las cadenas principales del PLA
y se puede realizar por degradacidén quimica y biolégica. EI comportamiento y la ruta
de la degradacion del PLA depende de varios factores, tales como: el peso molecular
del polimero, la estructura molecular, el grado de cristalizacién, asi como por la
morfologia, las dimensiones y porosidad de material. Sin embargo, también influyen
agentes externos como la temperatura, el pH, la humedad, la presencia de enzimas y

de otros de microbios presentes en el medio.>?

Principalmente, la degradacion del PLA se realiza por hidrolisis, la cual se lleva a cabo

en sus grupos éster, que son hidrolizados en presencia de agua y forma &cido lactico.
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Los oligobmeros son de bajo peso molecular, por lo tanto son digeridos por

microorganismos.>®

El Poli(acido-lactico) en la Ingenieria de Tejidos

El PLA en la elaboracién de andamios ha demostrado ser un polimero importante en
la ingenieria de tejidos, por su habilidad para soportar la proliferacion y diferenciacion
de varios tipos de células. Ha sido aprobado por la FDA para varias aplicaciones en el
ambito médico y se utiliza para suturas, ya que es un polimero que se hidroliza y los
productos de la degradacion no son téxicos y eventualmente son eliminados por el
cuerpo en forma de diéxido de carbono y agua. Sin embargo, hay que tomar en cuenta
gue es un polimero hidrofobo. Debido a que es un polimero soluble, facilita la
elaboracion de andamios en tercera dimension y con diferentes formas. El PLA es
termoplastico y esto lo hace practico para la fabricacion de andamios por distintas

técnicas como: extrusion, fases de separacion, y electrohilado.5®

Bajo la técnica del electrohilado se han realizados diferentes andamios de PLA. Uno
de ellos, fue electrohilar la solucion de PLA disuelto en cloroformo, en donde se
obtuvieron fibras con diametros de 10.3 £ 1.3 micras, con un médulo de 180 MPa. Se
demostré que es un buen andamio para crecimiento de células de muasculo liso de
aorta.>! Por otra parte, en la literatura se puede encontrar otros trabajos, en donde se
modificaron diferentes condiciones para electrohilar el PLA o copoélimeros del PLA y

posteriormente se utilizaron como andamios para crecimiento celular de diferentes
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tejidos. Se muestran en la tabla 1 algunos de los electrohilados de PLA, con las

condiciones del proceso, las caracteristicas de las fibras obtenidas y sus aplicaciones.

Tabla 1. Andamios electrohilados de PLA

mL/h Distancia: 18 cm
Voltaje: 15 kV

Polimero Disolvente Diametro de Condiciones para Aplicaciones (tipo de
Iconcentracién fibras electrohilar células)
Poli(acido lactico) Diclorometano/ 150-500 nm Concentracion: 1% y 5% I.T. Neural (Células del
(2005) Dimetilformamida 800-3000 nm Flujo de inyeccién : 1mL/h cerebelo de raton) 57
Distancia: 10 cm
Voltaje: 12 kV
Poli(L-acido-lactico) e | Diclorometano <500 nm Concentracion I.T Hueso (Células de
hidroxiapatita 1,4-dioxane Flujo de inyecciébn 1mL/h : | osteosarcoma de
(2007) Distancia: 10 cm humano).58
Voltaje: 10 kV
Poli(L acido | Hexafluro-2 propanol | 1290 nm Concentracion: 12 % (0.83 % | I.T Hueso
lactico)/colagena colagena) (preosteblastos)'59
(2007) Flujo de inyeccién: 5 mL/h :
Distancia: 11.5 cm
Voltaje:18 kV
Poli(L-4cido  lactico)/ | Diclorometano 217 nm Concentracion: 4 % p/p I:'T  Hueso (células
colagena tipo I/ BMP-2 | Hexafluro-2 propanol Flujo de inyecciéon: 14 uL/min : | troncales
(2011) Acido acético Distancia: 15 cm mesénquimales).eo
Voltaje: 10-18 kV
Poli(L-4cido  lactico)/ | Doclorometano —- Concentracion: PLA al 7%, y | I.T Hueso (propiedades
gelatina y poli(D-acido | Tetraflurano PDLA al 22% de las fibras).61
lactico) Dimetilformamida Flujo de inyeccién: 5 mL/h
(2012) Distancia: 15y 5 cm
Voltaje: 12 y 18 kV
Cloroformo- —_— Concentracion: 4% Obtener fibras alineadas
Poli(L-4cido l4ctico) Dimetilformamida Flujo de inyecciéon: 4 mL/h | 62
(2012) Distancia: 30 cm
Voltaje: 22 kV
Poli(L &cido lactico) co- 253 nm Concentracion: 13% y 10% I.T Nervioso (células
poli(caprolactona) Hexafluro 2 propanol Flujo de inyeccién: 1mL/h troncales nerviosas).7
colagena l/colagena Il Distancia: 11 cm
(2012) Voltaje: 12 kV
Poli(acido lactico) Dicloruro de metileno | 3-7 micras Concentracion: 12%: Obtener fibras
(2013) Distancia: 15 cm porosas.63
Voltaje: 12 kV
Poli(L-acido lactico)/ Diclorometano 500-1300 nm Concentracion: 3.8-5 % I.T  (fibroblastos de
poli(etilen glicol) Dimetilformamida Flujo de inyeccion: 0.6-14 ratén).64
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Electrohilado

El electrohilado es un proceso patentado por Formhals en 1934. Esta técnica se utiliza
para producir finos filamentos de polimeros. El electrohilado se ha empleado en
diferentes campos, desde la industria textil, y la farmacéutica, hasta la ingenieria de
tejidos. En la ingenieria de tejidos se utiliza para la elaboracién de andamios, debido
a que es un proceso Unico, versétil y apropiado para la fabricacién de fibras que se
encuentran en el intervalo del tamafio de la matriz extracelular. Las fibras con tamafos
pequefios proporcionan una mayor area superficial, que permite controlar la geometria
del poro de los andamios. El electrohilado es ampliamente usado por la facilidad de

fabricar fibras de diferentes polimeros, tanto sintéticos como naturales.? 5

De esta manera, el electrohilado crea micro o nano fibras a partir de una solucion
polimérica, a la cual se le aplica un diferencial de voltaje. El equipo se compone
principalmente de una fuente de voltaje de un intervalo de 0-30 kV, con dos electrodos.
Un electrodo es conectado al capilar (aguja) de una jeringa, la cual contiene la solucién
polimérica. La velocidad de inyeccion de la solucion polimérica se encuentra
controlada por una bomba de inyeccion y, finalmente, en el colector (placa de metal),
se depositan las fibras, en el cual se conecta el otro electrodo. El colector puede ser
estatico o dindmico y se puede ubicar a diferentes distancias, de 10- 45 cm, a partir de

la salida del capilar hacia el colector (Figura 9).56
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Solucion Polimero inyectado
olimérica : = .
Jeringa P Aguja \/ Colector
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7 =

Voltaje

Figura 9. Sistema del electrohilado.

La teoria del funcionamiento del electrohilado consiste en la aplicacion de un potencial
eléctrico alto a una gota colgante de una solucién polimérica, para formar un filamento
fino. Especificamente, se aplica un voltaje a la aguja de la jeringa cargada de polimero,
dirigido a un colector conductor que sirve como contraelectrodo. La resultante del
campo eléctrico externo aplicado produce un esfuerzo en direccién tangencial sobre la
solucién del polimero. Esto causa la deformacion de la gota (cono de Taylor). Cuando
la tension superficial de la solucidén polimérica es superada por el campo eléctrico,
permite la formacion de un chorro de la solucion. Durante la trayectoria de los chorros
de la solucion desde la jeringa hacia el colector, el disolvente se evapora y se depositan

las fibras sobre el colector.57:68
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Para poder obtener andamios con fibras con una determinada morfologia y el
porcentaje de espacio libre deseado, es necesario controlar varios parametros: los
parametros de la solucion del polimero, del proceso del electrohilado y los factores

ambientales.10

a) Los pardmetros de la solucion involucran; peso molecular del polimero, concentracion
del polimero, viscosidad de la solucién, conductividad de la solucion y la tension
superficial de la solucion. Estos parametros influyen en la formaciéon de defectos en las
fibras, como las denominadas cuentas, y en el diametro de las fibras.®®

b) Los parametros del proceso del electrohilado son: el voltaje aplicado, la velocidad con
gque se inyecta la solucién polimérica, el tipo de colector, el didmetro de la aguja y la
distancia de la salida de la aguja hacia el colector. Estos parametros tienen cierta
influencia en la morfologia de las fibras.58

c) Los parametros ambientales: humedad, tipo de atmosfera y presion. Se ha demostrado

gue estas condiciones estan involucrados en la formacién de poros sobre las fibras.”™
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CAPITULO Il: TECNICAS DE CARACTERIZACION

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) surge por la necesidad de observar

especimenes a mayor resolucion, lo cual no era posible de resolver con la longitud

de onda de la luz visible (centenares de nm). Esta microcopia utiliza electrones
acelerados con una longitud de onda de 2800 nm menor que la luz, y asi, se puede

obtener mayor resolucién en la imagen de la muestra.’®

El funcionamiento de un microscopio electronico de barrido consiste en que un haz de
electrones, con un diametro que es disminuido por una lente condensadora y objetiva,
hasta 4 nm y 200 nm. Este haz de electrones es enfocado sobre la superficie del
espécimen para realizar un barrido del area de interés, por lo cual, se generan varios
tipos de sefales (electrones secundarios, retrodispersados, Auger, Rayos X
caracteristicos, y catodoluminiscencia). Estas sefiales son recolectadas por un
detector especifico para cada sefial y procesado para formar una imagen, la sefial de
la muestra es mostrada en la pantalla del monitor como una imagen. Principalmente la
informacion que proporciona la SEM de una muestra es su morfologia, topografia y

homogeneidad quimica.’?

Las partes esenciales que conforman un microscopio electronico de barrido se

muestran en la siguiente imagen (Figura 10).72
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Figura 10. Microscopio electrénico de barrido. 73

Espectroscopia por Dispersion de Energia de Rayos X

La caracterizacion por espectroscopia de dispersién de energia de rayos X (EDS)
utiliza los rayos-X caracteristicos provenientes de una muestra cuando ésta es
bombardeada por el haz de electrones primario. Esta técnica de caracterizacion se
realiza habitualmente mediante un detector de rayos X acoplado a un microscopio
electrénico, el cual nos permite identificar y cuantificar los porcentajes atémicos de los
elementos presentes en una muestra. Un detector de estado sélido produce, por cada
fotén incidente, un pulso de voltaje proporcional a su energia. Los pulsos son
clasificados y contados por dispositivo electronicos que finalmente generan el
resultado de la cuantificacion. Ya que cada elemento emite rayos X con una energia

caracteristica, es posible identificar la composicién elemental de una muestra.’

Cuando un haz de electrones interactla, los electrones de las capas internas de los

atomos de cada elemento salen de la muestra y generan vacancias, en esta condicion
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el atomo esta ionizado y asi se mantiene cierto tiempo. Posteriormente, el atomo
regresa a su estado fundamental mediante transiciones electronicas de las capas
externas a las vacancias. Estas transiciones electrénicas se presentan como energia
liberada en forma de fotones en el espectro de rayos-X y que corresponden a
transiciones entre capas internas denominados rayos—X caracteristicos.” Los
diferentes niveles energéticos para cada material estan perfectamente identificados.
Las transiciones electronicas entre las diferentes capas son propias de cada elemento,
ya que dos electrones en un atomo no pueden tener el mismo conjunto de nimeros
cuanticos y por tanto la misma energia. Con base en esto, es posible identificar
perfectamente de donde proviene la energia de los rayos-X caracteristicos y saber el

tipo de elementos que tiene una muestra en particular.

El resultado de la cuantificacion es desplegado en un espectro de dispersion de
energia en forma de histograma, donde el eje vertical representa el nUmero de cuentas
o la intensidad y el eje horizontal la energia del foton de rayos-X emitido en KeV. Una
limitante de la técnica en el andlisis quimico elemental al usar rayos-X se presenta
para elementos ligeros cuya radiacion se caracteriza por tener una longitud de onda
larga. La razon es que para estos elementos los rayos-X son facilmente absorbidos y
dificilmente son difractados, ademas de presentar dificultades para que el detector

pueda hacer una correcta recepcion de estas longitudes de onda largas. °
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Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica analitica que puede ser usada para
identificar materiales, determinar la composicion de mezclas, monitorear el curso y
grado de la reaccion, y proveer informacion Util para deducir la estructura molecular.
La radiacion infrarroja es un tipo de radiacion electromagnética de mayor longitud de
onda que la luz visible, pero menor que la de las microondas. La region infrarroja del
espectro comprende radiacién a un nimero de onda desde 12 800 a 10 cm™. Tanto
desde el punto de vista de las aplicaciones como del instrumento, es conveniente

dividir el espectro infrarrojo en tres regiones: infrarrojo cercano, medio y lejano.’®

El estudio de la espectroscopia infrarroja provee informacion de vibraciones
moleculares especificas de una muestra. Por lo tanto, es la interaccion de la materia
con un haz de energia en el intervalo del espectro infrarrojo medio, que se encuentra
en una longitud de onda de 4000-200 cmt. Cuando el haz infrarrojo se hace pasar a
través de la muestra, se puede absorber o trasmitir la radiacion todo depende de la
frecuencia y de la estructura de la muestra. Una molécula de la muestra absorbera la
energia de un haz de la luz infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la
necesaria, para que se dé una transicion de vibracion de la molécula. Es decir, los
enlaces de la molécula comienzan a vibrar de una manera determinada debido a la
energia que se le suministra mediante luz infrarroja. Como se sabe, una molécula
puede presentar los tres tipos de movimiento: traslacion, rotacion y vibracion. Por lo
tanto, se puede distinguir dos categorias basicas de vibraciones de la muestra incidida
por el infrarrojo que son: vibracién de estiramiento y de flexién.”” En una vibracién de

estiramiento hay cambio continuo en la distancia interatomica a lo largo del eje del
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enlace entre dos atomos. Estas vibraciones también pueden darse de forma simétrica
y asimétrica. Las vibraciones de flexion son debido a un cambio en el angulo entre
dos enlaces y son de cuatro tipos: de tijereteo, de balanceo, de aleteo y de torsion
(Figura 11). Con las vibraciones del espécimen se obtienen un espectro, en donde se
localizan bandas que indican aquellas vibraciones junto con transiciones rotacionales.
Por lo tanto, el espectro de IR consta de estas series de bandas que son presentadas
en una gréfica, donde la informacion se reporta en el eje x como la longitud de onda

y en el eje y la intensidad de absorcién o porcentaje de transmitancia.’®

Vibraciones de tension

NN

Simétrica Antisimétrica

X

Vibraciones de flexion

SA

Balanceo en plano Tijereteo en plano

Aleteo fuera del plano Torsién fuera del plano

XK

Figura 11. Movimientos de vibracion de una molécula7®
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Hay tres tipos de instrumentos para la medicibn de absorcion en el infrarrojo:
espectrofotometros dispersivos con monocromador de red, espectrometros por
transformada de Fourier con interferémetro y fotometros no dispersos equipados con
un filtro o gas absorbente. A continuacion se hara la descripcién de un espectrometro
por transformada de Fourier (el mas comun), el cual consta de tres elementos basicos:
una fuente luminosa, un interferometro de Michelson y un detector (Figura 12). Su
funcionamiento es el siguiente: un haz colimado, proveniente de una fuente que emiten
la region infrarroja. El interferometro modula la divisién del haz de luz en dos caminos,
para que un rayo golpee a un espejo fijo y el otro a un espejo movil. Los haces se
reflejan para rebotar y se recombinan al llegar al divisor de haz. El haz resultante pasa
a través de la muestra, en donde sucede una absorcidn selectiva de longitudes de

onda y, finalmente, llega al detector.89

Interferometro de Michelson

>

LR ] -

®

Fuente de IR

Figura 12. Interferémetro de Michelson
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CAPITULO llI: DISENO EXPERIMENTAL

Planteamiento del Problema

La pérdida de tejido de la dentina y la falta de la autoregeneracién en su totalidad, es
un problema para la salud dental. Para dar solucion a ello, se ha investigado la
generacion de la dentina mediante la ingenieria de tejidos, de tal forma que esta
interdisciplina busca por medio de células troncales, moléculas bioactivas y andamios

realizar la regeneracion de este tejido.

Sin embargo, aun se encuentra en investigaciones el andamio ideal para la
regeneracion de la dentina. De esta manera, se busca obtener los parametros 6ptimos
para elaborar andamios electrohilados de PLA con colagena de dentina de bovino, que
cumplan con los valores adecuados de resistencia a la tension, porosidad y con

didmetros de fibras de 50 a 500 nm.

Justificacion

La caries dental es una enfermedad que se caracteriza por la destruccion de tejidos
duros dentarios, hasta poder llegar a la pérdida de piezas dentales. Si es tratada a
tiempo se puede evitar dichos problemas, ya sea con rehabilitacion dental o en su caso
el tratamiento endodoncico, cuando se ve afectado el tejido pulpar. Uno de los retos
en la odontologia al restaurar piezas dentales es dar una restauracion adecuada, con
materiales que posean propiedades fisicas y quimicas similares al tejido dental. Sin

embargo, los materiales dentales aun no logran todas aquellas propiedades que
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necesita una pieza dental, debido a que estos materiales estan sujetos a erosiones,

degradacion y problemas en la interface del tejido sano y el material de relleno.(81)

La ingenieria de tejidos, en el area odontoldgica busca la regeneracion del tejido pulpar
y de la dentina, para lograrlo bajo esta interdisciplina, es necesario empezar por
obtener andamios con propiedades que favorezcan la adhesion, la proliferacion y la
diferenciacion de células pluripotenciales para la regeneracion de los tejidos dentales.
Se ha demostrado que la forma y la composicion de los andamios son importantes
para la proliferenciacion y diferenciacion de las células troncales de origen pulpar.82En
este trabajo se buscoé elaborar un andamio con un polimero sintético (PLA), que esté
aprobado por la FDA y que provee propiedades mecanicas para dar soporte a las
células,® y un polimero natural, que es la colagena, la cual ayuda a la adhesion y
proliferacion de células y es un material que se utiliza para curar heridas orales.® Si la
colagena se obtiene a partir de la de dentina de bovino, puede tener caracteristicas
similares a la dentina de los 6rganos dentales humanos y como también presentar la
colagena, tipo |, caracteristica de la dentina. Los andamios se obtendran por el proceso
del electrohilado, ya que se ha demostrado que por medio de esta técnica se puede
controlar el didmetro de la fibra de los andamios hasta obtener diametros de fibras
nanométricas. Cabe destacar que aun no se reporta en la literatura la elaboracién de
andamios con colagena de dentina de bovino y PLA por la técnica del electrohilado.
Se espera que estos novedosos andamios tengan un uso potencial para la

regeneracion de la dentina humana.
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Objetivos

Objetivo General

Obtener andamios de PLA mezclado con colagena extraida de dentina de bovino,
para comparar el efecto de esta coldgena en las propiedades mecéanicas, en la

morfologia y en la porosidad de los andamios electrohilados.

Objetivos Especificos

® Desarrollar un método adecuado para obtener colagena de dentina de bovino

con acido clorhidrico a 0.6 M.

@ Caracterizar la colagena obtenida por medio de espectroscopia infrarroja y por

calorimetria diferencial de barrido.

® Elaborar andamios por la técnica de electrohilado con una mezcla de poli(acido

lactico) y de colagena de dentina de bovino obtenida en este trabajo.

® Determinar el didmetro y la forma de las fibras y el area porosa de los andamios

por medio de microscopia electrénica de barrido.

® Conocer las propiedades mecanicas (modulo elastico y resistencia a la tension)

mediante pruebas de tension uniaxial de los andamios.
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CAPITULO IV: MATERIALES Y METODOS

Materiales y Reactivos

Para la Obtencién de Colagena de Dentina de Bovino (CoD)

a) Dientes inferiores (incisivos) de origen bovino del rastro municipal de San Martin
Texmelucan, Puebla, México.

b) Acido clorhidrico (HCI), grado reactivo ACS, al 37% Sigma Aldrich.

c) Agua desionizada.

d) Colagena de piel de becerro, Elastin Products Company, Inc.

Para Elaborar Andamios Electrohilados de PLA con CoD

a) Poli(acido lactico) de Naturewoks.

b) Colagena de dentina de bovino.

c) Trifluoroetanol (TFE) Sigma Aldrich.

d) Acido acético con pureza de 99%.(AC)

e) Agua desionizada.
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Desarrollo Experimental

Método para Obtener Colagena de Dentina de Bovino

Para extraer la colagena a partir de la dentina de bovino fue necesario recolectar las
piezas dentales de los bovinos en el rastro municipal de San Martin Texmelucan. Se
realizo la extraccion de los dientes anteriores inferiores, los cuales se lavaron con agua
desionizada, se les retiro con una cureta el cemento y tejido periodontal de la raiz.
Posteriormente, se elimin6 mecanicamente la pulpa cameral y radicular, por lo cual,
para realizar este paso y poder entrar al tejido pulpar, fue necesario efectuar un corte
horizontal a nivel del cuello del diente y asi se retird toda la corona dental e incluso el
esmalte. De esta manera solamente se trabajé con la dentina de la raiz del diente.
Subsecuentemente se almacenaron las raices en refrigeraciéon en agua desionizada a
4°C, conforme a las indicaciones de la norma ISO/TS 11405 (2003).(84) Finalmente,
con las raices limpias, se realiz6 una molienda en un molino planetario de bolas
PM100. Se obtuvo una molienda final de dentina, que se uso para realizar el proceso

para obtener la colagena.

El tejido 6éseo de bovino se encuentra compuesto por un 65% en peso de materia
inorgénica, un 25% en peso de materia organica y el 10% restante es agua. Por su
parte, la dentina se encuentra constituida por materia inorganica en un 70% en peso,
la organica corresponde al 20 % (principalmente colagena) y el 10% es agua.(31) Por
ser ambos tejidos muy parecidos, se decidié que el método adecuado para extraer
colagena a partir de la dentina de bovino, fue basandonos en la técnica de Longin con

modificaciones en el tiempo de la desmineralizacion. El método de Longin se desarroll
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basicamente para la extraccion de colagena de huesos arqueoldgicos. Las muestras
de hueso (100 mg en polvo) son descalcificadas en 10 mL de una solucion de 0.6 molar
de acido clorhidrico a 4°C por 1 hora. Este tratamiento es repetido en tres ocasiones y
entre cada paso, la fraccion organica es separada de la inorganica por medio de

centrifugacion a 6000 g. Posteriormente, los residuos son neutralizados con agua.®

El método de Longin se modifico en este trabajo para lograr la obtencion de colagena
de dentina de bovino y fueron practicamente los siguientes pasos: por cada 100 mg de
la molienda de dentina con un tamafio de particula menor a 27 um, se le realiz6 un
lavado en 10 mL con &cido clorhidrico al 0.6 molar por 24 horas y, posteriormente, se
centrifugd a 8000 rpm por 10 min a 4°C. Después de llevar a cabo la centrifugacion
nuevamente se realizaron otros dos lavados con este acido en las mismas condiciones
y entre cada lavado se centrifugé a 8000 rpm por 10 min. Después de efectuar el
altimo lavado, se realizaron otros tres lavados, subsecuentes, con agua desionizada y
centrifugacion a las mismas revoluciones por minuto anteriormente mencionadas para,
finalmente, tener compactada la colagena en el tubo de centrifugaciéon. Esta colagena
obtenida se liofiliz6 durante 24 horas y luego se caracterizé6 por SEM, FT-IR, EDS,

DSCy TGA (Figura 13).

Cabe mencionar que se caracterizé la materia prima (la molienda de dentina) por

medio de espectroscopia infrarroja y espectroscopia por dispersion de rayos X (EDS).
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Tejido de dentina de bovino molido

1¢" Lavado con solucién acida (acido
clorhidrico al 0.6 molar) por 24 horas
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Centrifugacién

1_/\

Sobrenadante

Precipitado

2° Lavado en solucidn &cida por 24 hrs.

Centrifugacion
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Sobrenadante Precipitado

3¢ Lavado en solucioén &cida por 24 hrs.

Centrifugacién

y
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Caracterizaciéon

Figura 13. Método de obtencion de colagena de dentina de bovino.
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Método para Obtener Andamios Electrohilados de PLA y PLA: CoD

Preparacion de Soluciones de PLA y PLA: CoD

Las soluciones de PLA se prepararon al 13y 16 % p/v en un matraz volumétrico de 2
mL, se utilizaron dos sistemas de disolventes: uno con trifluoroetanol y el otro con
trifluoroetanol en combinaciébn con acido acético. Las soluciones se dejaron en

agitacion por 24 horas, para posteriormente ser utilizadas para electrohilar.

Por otra parte, las soluciones de PLA con coldgena de dentina de bovino (CoD) se
realizaron en una relacion de 30:1y 15:1 (en una proporcion en peso). Las soluciones
se prepararon al 13 y 16% p/v respecto al PLA. Se utilizaron los dos sistemas de
disolventes: trifuoroetanol y combinacién de trifluoroetanol con &cido acético. Todas

las soluciones se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Soluciones para preparar los andamios.

SOLUCION TRIFLUOROETANOL: ACIDO ACETICO CLAVE
(proporcién en volumen)
100 0 F13
13% PLA
99 1 FA13
100 0 F16
16% PLA
99 1 FA16
13% PLA: CoD 30:1 100 0 CF13
100 0 CF16
16% PLA: CoD 30:1
99 1 CFAl6
100 0 C5F16
16% PLA: CoD 15:1
99 1 C5TFAl6
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Método para Obtener Andamios Electrohilados de PLA y PLA: CoD

Para elaborar los andamios, las soluciones de PLA y PLA con CoD se procesaron en
el equipo del electrohilado. Bajo este proceso, se tomaron en cuenta los siguientes
parametros: voltaje (kV), velocidad de inyeccion (mL/hr), diametro de la aguja (mm),
volumen total de la solucion electrohilada (mL) y la distancia entre la aguja y el colector

(cm). El proceso del electrohilado se realiz6 de la siguiente manera:

1. Lasolucién polimérica se colocé en una jeringa de plastico con una capacidad de 5 mL
y con una aguja de un diametro de 0.8. La jeringa se posicioné en la bomba de
inyeccion. Con la bomba de inyeccion se programo el flujo y el volumen de la inyeccién
que se desea de la solucion polimérica.

2. Posteriormente se midio la distancia a partir de la salida de la solucion polimérica de la
aguja hasta el lugar donde se coloca el colector.

3. Se utiliz6 como colector una placa de aluminio de 10 cm por 10 cm y con un grosor
de 4 milésimas.

4. Se coloc6 un electrodo en la aguja y el otro al colector.

5. Se encendio la fuente de voltaje, se programo el voltaje requerido para electrohilar y
se inicid la inyeccién polimérica.

6. Finalmente, una vez depositado el andamio en la placa de aluminio, se retir6 el colector

de la base y se almacen6 en un desecador hasta su caracterizacion.

Parametros para Electrohilar PLA y PLA:CoD

La técnica del electrohilado involucra varios pardmetros que se tienen que controlar

para lograr obtener andamios. Por estas circunstancias se dio a la tarea de buscar los
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parametros mas adecuados, por lo cual se varié en el tipo de disolvente, el voltaje
aplicado, la distancia de la aguja al colector, y la concentracion de la solucion
polimérica, todo esto con el fin de poder formar andamios con fibras de tamafo
nanometrico, para imitar el tamafio de las fibras de colagena de la matriz extracelular.
Sin embargo, se inicidé con los parametros reportados en un trabajo de PLA con

colagena de piel de becerro y posteriormente se fueron modificaron.8¢

En la tabla 3 se presentan las condiciones que se utilizaron para electrohilar el PLA'y

PLA:CoD.
Tabla 3. Parametros para electrohilar.
Solucioén Voltaje Distancia Flujo Diametro de | Volumen
la aguja
F13 ,FA13, F16,
FA16, CF13,
10,13y 20
CF16, v 10, 15, 25 cm 0.4 mL 0.80 mm 1mL

CFAl6 , C5F16,
C5TA16
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Técnicas de Caracterizacion de CoD

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Las bandas caracteristicas de la molécula de la colagena fueron detectadas por
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier por reflectancia total atenuada
(FTIR-ATR), en el equipo Thermo Scientific Nicolet 6700, en un espectro de un

intervalo de 4000 cm? -400 cm?.

Microscopia Electrénica de Barrido

Los estudios por microscopia electronica de barrido se llevaron a cabo en un
microscopio de emision de campo JEOL JSM 7600F, para observar la morfologia y
homogeneidad de la composicion de la muestra de CoD. Se coloco la colagena en un
porta muestra cilindrico y fue necesario recubrirla con una pelicula de oro mediante la
pulverizacion catodica asistida por plasma, para ser observada en el equipo, debido a

gue la muestra no es conductora.

Espectroscopia por Dispersion de Energia de Rayos X (EDS)

La técnica se utiliza para determinar los elementos presentes en una muestra. En este
caso se empleo para corroborar la ausencia de los elementos Ca y P que conforman
la hidroxiapatita (materia inorganica) de la dentina, porque a partir de este tejido se
extrajo la colagena. La muestra se colocé en un porta muestra de cobre y no se le

realizd ningun recubrimiento de oro a la muestra. EI equipo para realizar el analisis
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fue con un detector de rayos X acoplado a un microscopio electronico de barrido,

anteriormente mencionado.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La temperatura de desnaturalizacion de la coladgena de dentina de bovino se evaluo
con la técnica de DSC, en el equipo TA Instruments DSC Q100. EL estudio de la
muestra se realizé sobre una charola de aluminio para DSC, se utilizé una velocidad
de calentamiento de 10 °C/min, en un intervalo de temperatura de 0 °C hasta los
250 °C y en una atmosfera de nitrégeno. El termograma fue analizado por el software

TA Universal Analysis.

Analisis Termogavimétrico (TGA)

El TGA se realizé para determinar la pérdida de masa de la CoD en funcién de la
temperatura, para observar su proceso de descomposicién. Se realizé el estudio en un
equipo TGA Q500, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, a partir de una
temperatura ambiente hasta 600 °C, en una atmosfera de nitrégeno. El termograma

fue analizado por el software TA Universal Analysis.
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Técnicas de Caracterizacion de los Andamios de PLAy PLA: CoD
Microscopia Electrénica de Barrido

Los andamios electrohilados de PLA y PLA:CoD fueron observados por microscopia
electronica de barrido, para analizar la morfologia de las fibras y la porosidad de estos
andamios. Se seleccion6 una parte de la muestra del andamio de 5 mm de ancho por
6 mm de largo. Posteriormente se coloco en un porta muestra cilindrico y después se
le depositd una pelicula de oro, mediante la técnica de pulverizacion catodica asistida
por plasma, para ser observada posteriormente en SEM por electrones

retrodispersados.

Para obtener la medicion del didmetro promedio de las fibras de cada andamio fue
necesario utilizar el programa image J (National Institutes of Health, USA). Con este
programa en micrografia a 2000 aumentos con una area de 2700 micras, se llevaron
a cabo 30 mediciones de los diametros de las fibras de los andamios, Después de
realizar las mediciones, se obtuvo el promedio y la desviacion estandar de los

didmetros de las fibras.

La porosidad relativa o espacio libre se calcul6 con el programa image J. Se midio el
espacio libre por medio de contrastes de colores sobre las micrografias de los
andamios (el area total de la micrografia fue de 1350 micras). En la imagen de la
micrografia se realiz6 la medicidn del area del espacio libre de la red de fibras que se
encuentran en el primer plano de la micrografia. Las micrografias empleadas para

realizar esta medicion fueron tomadas a 2000 amplificaciones.
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Ensayo en Tension

Los andamios fueron caracterizados mecanicamente en un ensayo de tension
uniaxial, se emple6 un maquina de pruebas mecanicas universal marca Instron,
modelo 5500R, equipada con una celda de carga de 50 N. Las pruebas se realizaron
a una temperatura de 24 °C y a una velocidad de deformaciéon de 10 mm/min. Para
realizar esta prueba, fue necesario elaborar andamios de un grosor de 0.2 mm. Las
probetas ensayadas fueron cortadas con un suaje especial, cuyas dimensiones se
encuentran especificas en la norma ASTM D1708-96.8" Esta norma se emplea para
determinar las propiedades de resistencia a la tensidn de materiales plasticos de
peliculas de hasta un grosor menor de 1 mm. Se ensayaron 5 muestras de cada
material (PLA, PLA:CoD) y se obtuvo la resistencia en tensién y el médulo elastico

promedio.

Angulo de Contacto

Se ha demostrado, en la ingenieria de tejidos, que los andamios con propiedades
hidrofilicas pueden favorecer el crecimiento y la adhesién celular.8 De esta manera
para determinar la naturaleza hidrofilica o hidrofébica de los andamios de PLA y PLA:
CoD, fue necesario realizarles la medicion del &ngulo de contacto de estos andamios.
La prueba del &ngulo de contacto se realizdé en un goniémetro de la marca Ramé-hart,
inc modelo 100-07- 00, el cual se encuentra acoplado a un sistema Optico. Para medir
el angulo de contacto, una gota de agua desionizada con un volumen de 16 pl se
deposito sobre la superficie de la muestra del andamio, el cual estaba colocado sobre

el colector (placa de aluminio). La imagen de la gota fue captada por una camara de

51



CAPITULO IV: Materiales y Métodos

video durante un tiempo de 3 min. El angulo de contacto se midi6 al segundo 2, 90, y
180 para observa si con forme el tiempo llegara a presentar alguna disminucién En
esta prueba se ensayaron 3 muestra de 1.5 cm x 1.5 cm, para cada condicion del
andamio y se realizaron 5 mediciones en diferentes puntos de cada muestra. Las
mediciones se realizaron con el programa image J ® Con este programa se puede

procesar imagenes digitales y realizar la medicion de angulo de contacto.
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CAPITULO V: RESULTADOS

Caracterizacion de la Dentina de Bovino

En la espectroscopia infrarroja de la dentina de bovino se detectaron las bandas
representativas del agua, de la materia inorganica y de la organica. Las vibraciones
asociadas a la molécula del agua se detectaron en el nimero de onda cmde 3323y
1660 cm*. Esta Ultima banda es poco intensa, debido a que se traslapa con la banda

de la materia organica.®®

El material inorganico esta compuesto principalmente de carbonatos de hidroxiapatita.
Estos componentes se observan en el infrarrojo en la regién del hidroxilo, de
carbonatos y de radicales de fosfatos. De esta manera, las bandas de los radicales
de fosfatos se encuentran en 1016, 600, 560 y 470 cm™. La banda que corresponde al
grupo hidroxilo se detecté en 752 cm (Figura 14 a).*° Finalmente, la materia
inorganica se observé en el intervalo de 1644 y 1201 cm?. Solo se indicaron las bandas
mas importantes de la colagena que corresponde a: la amida | en 1644 cm~, amida Il

1539, 1451 cmt y amida Ill 1238 cm™* (Figura 14 b).8°
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Figura 14. a) Espectro de la dentina de origen de bovino. Se observan las bandas caracteristicas de
la dentina, basandonos en la descripcion de Luciano Bachmann y colaboradores.8® b) Amplificacion
del espectro de dentina de bovino en la zona de las bandas que corresponde al material organico.
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Se realiz6 un EDS a la dentina de bovino para determinar los elementos que se
encuentran presentes en este tejido. El andlisis se realizé en una zona de la dentina
como se observa en la Figural5 a. Los resultado del espectro de este andlisis
elemental indican la presencia del O, Ca, P y C (Figura 15 b). Estos elementos son
caracteristicos de la materia inorganica de la dentina humana, como se menciona en

la literatura.®!

o ¥Electon mageit ull Scale 58 cfs Cursor 5.545 (0 cts)

) Elemento % en peso % atémico
C 13.68 21.75
49.43 58.97
P 12.26 7.56
Ca 24.63 11.73
Total 100% 100%

Figura 15. Espectroscopia por dispersion de energia de rayos X de la dentina de bovino. a)
Micrografia de la dentina de bovino a una amplificacion de 1000 X, donde se observan los
tubulos dentinarios (flecha) y en el recuadro rosa, se enmarca la zona donde se realizé el
analisis de elementos. b) Espectro del andlisis de la dentina. ¢) Tabla de los resultados de

los elementos que se encuentran presentes en la dentina.
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Obtencion de CoD

El método de Longin modificado, el cual se menciono en los parrafos anteriores, fue
efectivo para obtener colagena de dentina, la muestra después de ser liofilizada se
observo con una consistencia esponjosa blanca. Se logroé obtener un rendimiento de

coldgena de 9 mg a partir de 100 miligramos de molienda de dentina.

Resultados de la Caracterizacion de la CoD.

Espectroscopia Infrarroja

En la Figura 16 se muestra el espectro infrarrojo de la CoD liofilizada, en donde se
pueden detectar las bandas mas representativas de los grupos funciones de la
coldgena, de acuerdo con el estudio de F. Maspero y colaboradores quienes
obtuvieron colagena a partir de hueso de bovino.®? Ellos mencionan que la banda de
vibracién en el nimero de onda de 3300 cm™ se asocia a la amida A, en 1631cm™ a
la amida I, en 1539 cm™ a la amida Il y en 1234 cm™ a la amida Ill, que corresponde a
las vibraciones de los grupos funcionales de la colagena representados en la tabla 4.
Las bandas detectadas del espectro infrarrojo de la coldgena de dentina, presentaron
nameros de ondas caracteristicas de las amidas anteriormente mencionadas lo que
indica que el material obtenido es colagena.®%49% E| material inorganico de la dentina
de bovino fue eliminado debido a que no se observaron vibraciones caracteristicas de
la hidroxiapatita, las cuales se encuentran en un nimero de onda de 3572 cm®

(asociado al movimiento de O-H), en 1085, 1016 y en 961cm™ (correspondientes al
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movimiento P-O), en 872 cm (enlace C-0), y en 562 y 373 cm™ (a la vibracién de O-

P-O).89‘96

Tabla 4. Asignacion de senales del infrarrojo de la colagena.®’

Grupo funcional Numero de onda [cm™]
Amida A 3325-3300
N=H estiramiento
Amida | 1636-1661
C=0 estiramiento
Amida Il 1537-1550
C-N estiramiento, N-H flexion
Amida lll 1200-1300
C-N estiramiento, N-H flexién, C-C estiramiento
100
95
90
g 85 \
S 3300
5 80
S X
|_
< 75 \ 1234
1539
70
65 1631
8800 — 3500 3000 2500

2000 1500 100

Ndmero de onda cm -1

Figura 16. Espectro de infrarrojo de CoD.
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Para cerciorarnos que efectivamente se obtuvo colagena a partir de la dentina, se
realizd una comparacion entre los espectros de infrarrojo de la colagena obtenida en
este trabajo con la colagena comercial de piel de becerro (Elastin Products Company,
Inc) empleada como la muestra control, contra la CoD. Se observa que las bandas
caracteristicas de la colagena se detectan en ambos espectros infrarrojos, sin
embargo, la banda de 1539 cm del espectro infrarrojo de la CoD se encuentra
recorrida hacia la derecha, comparada con la colagena comercial en la sefial de 1546
cmL. Esto implica que hubo un corrimiento de 6 cm™. Algunos autores mencionan que

puede estar la amida Il en el intervalo de 1537-1550 cm™* %8 (Figura 17).

CoC

\\

1448 1 2%°

Transmitancia
~
o

3294

~
40) 1637 1546
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

CoD

100

90

Transmitancia

80 N
3300 \ 1450 1234
70 P 1539

1631

8600 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

, -1
Numero de onda cm

Figura 17. Comparacién de los espectros infrarrojos de la muestra control y la
experimental. Espectro de la colagena tipo | de piel de becerro (CoC) y el espectro de la

colagena de dentina de bovino obtenida (CoD).
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Microscopia Electrénica de Barrido

La morfologia de la CoD se observd por microscopia electrénica de barrido y como
referencia, se utilizé la CoC. Las imagenes que se presentan a continuacion, fueron
tomadas por electrones retrodispersados y las muestras fueron recubiertas con oro.
La micrografia de la Figura 18 a) corresponde a la colagena de origen de dentina de
bovino. En ella se observé una conformacién de membrana porosa como una red
trabecular. Presentd una colocacién aglomerada de particulas laminadas con forma
irregular y la composicion es homogeénea. Al comparar la morfologia de la muestra de
CoD con la de CoC, se observan diferencias, porque la coldgena de piel de becerro es
una pelicula compacta con dobleces, con algunas fibras y la composicion de la muestra
es homogénea (Figura 18 b) Las diferencias que se observaron en estos dos tipos de
coldgena se atribuyen al tipo de procesos al que fueron sometidas para su extraccion.
La CoD se obtiene con acidos mientras que la CoC, de acuerdo con el instructivo fue

obtenida con bases.
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I 10pm IIM-UNAM
15.0kV LABE SEM WD 7.6mm

10pm IIM-UNAM
SEM WD 7.8mm

Figura 18. Micrografias de SEM de dos tipos de coldgena, a) CoD y b) CoC, los circulos

marcan los poros y en las flechas las fibras. Aumentos 1000 X.
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Espectroscopia por Dispersion de Energia de Rayos X (EDS)

Esta técnica fue de utilidad para determinar que la coldgena CoD no presenta material
inorganico de la dentina (hidroxiapatita). Como anteriormente se menciond, el material
inorgénico se encuentra compuesto por los siguientes elementos: Ca, P, Cy elementos
presentes en un porcentaje de 0.6 a 0.06 %, Na, Mg, K, F y CI.2° Sin embargo, en esta
técnica nos enfocamos en buscar los elementos que se presentan en la dentina en
mayor porcentaje, los cuales son el calcio y el fosforo. El analisis se realiz6 con una
muestra de coldgena de dentina, la cual no se recubrié de oro y fue colocada en el
porta muestra con una cinta adhesiva de cobre. En la Figura 19 a) se observo la
micrografia de CoD a una amplificacién de 500 X y el recuadro rosa indica la zona
donde se llevo acabo el andlisis elemental. En la Figura 19 b) se presenta el espectro
del andlisis de CoD vy, por ultimo, la tabla nos indica los resultados del analisis
elemental, en donde se aprecio la ausencia de calcio y fosforo. Debido a la ausencia
de estos dos elementos se deduce que la coladgena obtenida a partir de la dentina de

bovino no presenta hidroxiapatita.
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1

ull Scale 526 ct= Cursor: 2.3953 (5 ct=)

C) Elemento | % Peso % Atémico
Cc 44.52 49.47
N 35.91 34.21
O 19.57 16.32
Total 100.0% | 100 %

Figura 19. EDS de la muestra de CoD, en a) se observa la zona en donde se realiz6 el

andlisis, b) el espectro que indica la presencia de elementos como C, O y N y c) tabla

con él % de los elementos encontrados.

Analisis Termogravimétrico (TGA)

Esta es una técnica de apoyo para identificar la temperatura de la desnaturalizacion

de la colagena de dentina de bovino. En la Figura 20 se presenta la derivada del

termograma del TGA de la CoD. Se observo en el intervalo de temperaturas de 30 °C

a 150 °C, la pérdida de masa del 14.6 %, que corresponde a la evaporacion de agua

absorbida por la estructura de la colagena. Posteriormente, se observo otra pérdida de

masa del 1.5% en las temperaturas de 150 °C a 227 °C (punto de inflexion en la

derivada del TGA), que involucra la desnaturalizacion y con ello un dafio en la

estructura terciaria de la CoD. Posteriormente, a partir de los 227 °C y hasta los 600
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°C, se determind una pérdida de masa del 62.1% lo que involucra pirolisis de la

colagena de dentina de bovino.®®
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Figura 20. Termograma de CoD, a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

En la Figura 21, se observé que la CoC present6 una pérdida de masa del 14.4% de

los 30 °C hasta la temperatura de 144 °C, esto significa que presenta un porcentaje

similar de evaporaciéon de agua absorbida comparada con la CoD. Posteriormente

hubo otra pérdida de masa del 1.6 % a partir de los 144 °C hasta los 217.1 °C vy,

finalmente, hay otra disminucién de masa de los 217 °C hasta 600 °C con un total de
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porcentaje de masa pérdida del 69.9 % que corresponde a la degradacion de la

colagena.t® E|l comportamiento de la CoD es similar a la colagena de piel de becerro.
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Figura 21. Termograma de CoC, a una velocidad de calentamiento de 10 oC/min.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

En la prueba de DSC de la colagena de dentina (CoD) se observdé un termograma

que presentd dos procesos endotérmicos (Figura 22), en el primer proceso

endotérmico con un pico maximo de una temperatura de 85.65 °C, el cual corresponde

a la pérdida del agua que contiene la colagena, posteriormente el segundo pico

64



Flujo de calor (W/g)

CAPITULO V: Resultados

maximo endotérmico a una temperatura de 226 °C, se le atribuye a la desnaturalizacion
de la proteina. La temperatura de desnaturalizacion en la colagena puede estar
presente en un intervalo de temperaturas de 60 °C a 250°C dependiendo de la cantidad

de agua u otras moléculas presente. %

Por otra parte, la CoC presenta un termograma de calorimetria de barrido con dos
procesos endotérmicos, el primero se localizé a la temperatura de 98.45 °C vy el
segundo a la temperatura de 217 °C. La temperatura de desnaturalizacion de la CoD
se presentd a los 10 °C para arriba de la CoC. Sin embargo, esta diferencia de
temperatura de desnaturalizacion de 10 °C, entre estas colagenas depende de la

cantidad de agua o por la fuente de donde se realizé la extraccion de la colagenat®t

0.5
CoC
----- CoD
///,/'ﬁii\\\\ ~
\ -7
0.0 \ 4
W
226.78°C
217.01°C
-0.5
-1.04
98.45°C
-1.5 T T T T T N T T T T T T T T T T T T T T T T T
-50 0 50 100 150 200 250
Exo Up Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 22. Termograma de DSC de CoC y CoD.
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Andamios Electrohilados de PLAy PLA: CoD

Las soluciones de PLA y PLA: CoD se prepararon bajo las condiciones mencionadas
en capitulo IV. Estas soluciones fueron electrohiladas bajo los parametros que se
sefala en la tabla 3 del capitulo IV. Cabe mencionar que partimos de pardmetros que
se mencionan en la literatura.®® Estos parametros se modificaron con el fin de obtener
andamios con fibras homogéneas y con el menor didmetro posible para imitar la matriz
extracelular. Todas las muestras se realizaron en condiciones ambientales, en donde

la temperatura fue de 23 °C y una humedad relativa del 30%.

Andamios Electrohilados de PLA y PLA:CoD al 13%

La solucion de PLA al 13% en TFE p/v (F13), se electrohilé a un voltaje de 10 kV, a
una distancia de 10, 15 y 25 cm de la salida de la aguja hacia el colector y se utilizo
una aguja con un diametro de 0.80 mm. Con este grupo de andamios se observé el
efecto de la distancia de la aguja al colector en la morfologia de las fibras. En las
micrografias de la Figura 23 se observd que a 10 cm de distancia se obtiene un
diametro de fibra de 925 nm, comparada con la distancia de 25 cm en donde disminuye
el didmetro a 864 nm. Sin embargo, las fibras con un menor didmetro (de 813 + 351
nm) se obtuvieron a una distancia de 15 cm, como se muestra en la Figura 23 b). Por
otra parte, a mayor distancia se obtuvo una desviacion estandar menor, lo que significa
gue tenemos diametros de fibras del andamio mas homogéneas, como se observa en

la Figura 23 c).
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957 £ 405 nm 813 £ 351 nm

F—
15.0kV LABE SEM

Figura 23. Micrografias de andamios de PLA al §
13%, con un voltaje de 10 kV. Se observa el
efecto de la distancia en los andamios sobre las
fibras, a) 10 cm, b) 15 cm, c¢) 25 cm, a 2000 X.

10pm  IIM-UNAM
WD 5.2mm

Con el fin de encontrar las condiciones idoneas para electrohilar andamios de PLA con
menor didmetro de fibras, se decidi6 estudiar el efecto del voltaje sobre la morfologia
de las fibras de los andamios. Para ello se electrohil6 la solucion F13 a tres distintos
voltajes: 10 kV, 13 kV y 20 kV y con tres distancias entre la aguja y el colector: 10, 15

y 25 cm. En las imagenes de la Figura 24 se observé la micrografia b) y c) de los
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andamios que presentan diametros de fibras de 813 + 351 y 864 + 337 nm
respectivamente, al comparar estos diametros con los andamios que se elctrohilaron
a 20 kV en las micrografias h) e i), se observé un aumento en la desviacion estandar
(794 = 608 y 705 + 540 nm). Estas fibras tienen una mayor heterogeneidad de
diametros a un mayor voltaje con una distancia de 15y 25 cm. Cuando se electrohilan
andamios a una distancia de 10 cm y a 10 kV se obtiene fibras de 957 nm (Figura 24
a). El diametro disminuye al electrohilar a 13 kV (825 nm) y a 20 kV (562 nm), figura

21 d) y g). Por lo tanto, cuando se electrohil6 a una menor distancia y a mayor voltaje.
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957 £ 405 nm 813 + 351 nm 864 + 337 nm

10 kV

c)

a)

825+ 210 nm 845 + 317 nm 714 + 341 nm

d)

562 + 223 nm 794 + 608 nm 705 + 540 nm

20 kV

) h) i)

Figura 24. Micrografias de SEM de andamios de PLA 13%, a) 10 kV - 10 cm; b) 10 kV - 15 cm; c) 10
kV -25cm; d) 13 kV =10 cm; e) 13 kV - 15 cm; f) 13 kV — 25 cm.; g) 20 kV- 10 cm; h) 20 kV- 15 cm; i)
20 kV-25 cm. Micrografias a X 2000 y escala 10 micras.
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Después de observar los andamios electrohilados de PLA puro, se procedié a
electrohilar PLA con colagena a una proporcion de 30:1 en peso, con una
concentracion final de PLA del 13% p/v, que corresponde a la solucion CF13. Se
electrohilé a 10 kV y a 13 kV, y a las distancias entre la aguja y el colector de 10, 15y
25 cm. La velocidad de inyeccion fue de 0.4 mL/h, con una aguja de 0.8 mm de
diametro y un volumen de 1mL. En la Figura 25 se observé que los electrohilados,
tanto a 10 kV como a 13 kV, presentaron defectos, denominados bulbos, ademas se
observa ensanchamiento del diametro en algunas zonas de la fibra. A una distancia
de 15cm, a 10 kV y 13 kV, la presencia de estos defectos es menor, de acuerdo a las

micrografias c y d de la Figura 25.

De esta forma al agregar colagena de dentina de bovino a la solucion de PLA con TFE
al 13 % y electrohilada, la morfologia de las fibras resultan ser afectadas, comparada
con los andamios de la solucion de F13, en donde no se observaron los defectos de

las fibras.
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13 kv

806 + 433 nm

714 + 341 nm

675 + 204 nm

627 £ 150 nm

d)

550 £ 123 nm 632 + 195 nm

10,
10.0kV LABE  SEM WD 7. Bmm

Figura 25. Micrografias de SEM de andamios de PLA:CoD (30:1) al 13% en TFE p/v, a) 10

kV - 10 cm; b) 13 kV - 10 cm; ¢) 10 kV -15cm; d) 13 kV-15 cm; e) 10 kV - 25 cm; f) 13 kV —

25 cm. Micrografias a X 2000 y escala de 10 micras.
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Andamios Electrohilados de PLA:CoD al 16%

Se buscé optimizar los parametros para obtener fibras electrohiladas de PLA con
colagena de dentina de bovino, con diametros de 50 a 500 nm y sin defectos. Para ello
se tomd en cuenta que la solucién CF13 con una proporcion de PLA: colagena de 30:1
proporcion en peso. Bajo los parametros que se electrohilaron, no fueron adecuados
para tener fibras sin defectos debido que al agregar colageno a la solucién de PLA y
electrohilarla se observaron bulbos en las fibras. De esta forma se decidiéo aumentar la
concentracion al 16% (F16) por que en la literatura se menciona que los bulbos
formados en las fibras, se atribuyen a una baja concentracion de la solucion y al
disolvente que se utiliza.’%? Por tal razén se electrohilé ahora PLA al 16%, para
observar su comportamiento y, posteriormente, elaborar fibras de PLA al 16% con CoD
a una proporciéon 30:1 y 15:1. Como disolvente se utilizé TFE y un sistema de

disolvente: TFE con acido acético (99:1 proporcion en volumen).

En las micrografias de SEM (Figura 26) se observan los andamios electrohilados de
la solucion de PLA al 16% en trifuoroetanol (solucion F16). Para su formacion se
usaron 10 y 13 kV, y una distancia de la aguja hacia el colector de 10, 15 y 25
centimetros, los demas parametros (el diametro de la aguja y el flujo de inyeccion) se

mantuvieron constantes.

En la Figura 26 a) se observa un andamio electrohilado a 10 kV y con una distancia
de 10 cm, este andamio presentd diametros de fibras de 1093 + 171 nm, sin embargo,
a una distancia de 25 cm el diametro promedio disminuyé a 943 = 243 nm. Con

respecto al voltaje cuando se electrohil6 la solucién de PLA/TFE al 16%, a 13 kV los
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diametros de la fibras (808, 947, 840 nm) disminuyen al compararlos con los andamios

electrohilados a 10 kV (1093, 1211, 943 nm).

1093 £ 171 nm 808 = 296 nm

10 cm

b)

1211 + 327 nm 947 + 180 nm

15 cm

840 + 143 nm

25cm

&)

Figura 26. Imagenes de microscopia de barrido de andamios de PLA en TFE al 16%.
Andamios electrohilados a) 10 kV - 10 cm; b) 13 kV-10 cm; ¢) 10kV -15cm; d) 13 kV — 15
cm; e) 10 kV - 25 cm; f) 13 kV — 25 cm. Micrografias a 2000 X y escala 10 micras.
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La Figura 27 presenta las fibras de los andamios electrohilados de PLA a una
concentracion del 16% en el sistema de disolventes de TFE/AC. Se observd un
diametro promedio de fibras de 823, 956, 853 nm en la imagenes a, c y e de la Figura
27, el cual es menor al compararlas con los didmetros de fibras de las imagenes a, ¢
y e de la Figura 26 (1093, 1211, 943 nm), en donde se utilizé como disolvente
solamente el TFE. En el grupo de micrografias de andamios de PLA al 16% en TFE/AC
se presenta menor diametro promedio de fibras de 706 + 166 nm, a una distancia de

25 cm con un voltaje de 13 kV.

10 kV 13 kV
823 +94 nm 797 +251nm

10 cm

15cm

25cm

Figura 27. Imagenes de microscopia de barrido de andamios de PLA en TFE/AC al 16%.
Andamios electrohilados a) 10 kV - 10 cm; b) 13 kV-10 cm; c¢) 10kV -15cm; d) 13 kV — 15 cm;
e) 10 kV - 25 cm; f) 13 kV — 25 cm. Micrografias a 2000 X y escala 10 micras.
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La incorporaciéon de colagena de dentina (30:1) a la solucion de PLA al 16% en TFE
p/v, afectd en el diametro de las fibras y al electrohilar esta misma concentracion de
solucion pero con el sistema de disolventes, el diametro disminuye alin mas . Esto se
demuestran cuando se electrohilaron los andamios de PLA al 16% con colagena de
dentina (30:1) disuelto en trifluoroetanol, con una distancia de 15 cm y 10 kV. En la
micrografia c) de la Figura 28 obtenemos un diametro promedio de fibras de 711 nm
con una desviacion estandar de 205 nm. Comparada con la micrografia de PLA en
TFE a 15 cm y 10 kV (Figura 26 c), la cual tiene un didmetro promedio de 1211 nmy
una desviacion estandar de 327 nm, por lo cual el diametro promedio de las fibras
disminuye al agregar colagena de dentina de bovino a la solucion de PLA al 16% en
TFE. Al comparar todas las micrografias de la Figura 28, las condiciones donde se
obtuvo menor didmetro de fibras, de 662 nm, fue a una distancia de 10 cmy a 13 kV,

sin embargo tiene una desviacién estandar de 351 nm.

Por otra parte, la Figura 29 corresponde a las fibras de PLA: CoD (30:1) y se utilizo
como disolvente TFE/AC (99:1), se realiz6 electrohilado a 10 y 13 kV, a un distancia
de 10, 15 y 25 cm. Se distingue en la micrografia de la Figura 29 c) el diametro
promedio de las fibras de este andamio que es de 465 nm y una deviacion de estandar
de 100 nm, los diametros promedio de estas fibras es menor, comparada con la
micrografia de la Figura 28 c) con un diametro promedio de 711 nm y una desviacion
de estandar de 205 nm. Las fibras de los andamios electrohilados a 10 kV de la figura
29 a) c) e) son de menor diametro (diametros de fibras 487, 465, 465 nm), comparados

con los andamios electrohilados de la figura 28 b) d) y f) (diAmetros de fibras 711, 711,
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851 nm), esto se debe al emplear diferente disolvente para la preparacion de la

solucioén.
10 kv 13 kV
711+ 335 nm v 662+ 351 nm
=
(]
o
—
a) b)
=
(]
Lo
—
c) d)
851 + 234 nm
=
(]
Lo
(qV]

e)

Figura 28. Imagenes de microscopia de barrido de las fibras de la solucién CF16
(30:1), a) 10 kV - 10 cm; b) 13 kV - 10 cm; c) 10kV -15cm; d) 13 kV — 15 cm; e) 10
kV - 25 cm; f) 13 kV — 25 cm. Micrografias a 2000 X y escala de 10 micras.
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10 kv 13 kV

487 + 122 nm 629 + 183 nm

10 cm

a) b)

15 cm

465 £ 178 nm 505+ 219 nm

25 cm

e)
Figura 29. Micrografias de SEM de los andamios de PLA: CoD (30:1) al 16 % en

TFE/AC, a) 10 kV - 10 cm; b) 13 kV - 10 cm; ¢) 10kV -15cm; d) 13 kV — 15 cm; €)
10 kV - 25 cm;f) 13 kV — 25 cm. Micrografias a 2000 x y escala de10 micras.
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Una mayor cantidad de colagena de dentina en una proporcion 15:1 a la solucion de
PLA al 16% en TFE (Figura 30), provoco la reduccion de los diametros promedio de
las fibras de los andamios a 600 + 217 nm (Figura 30 c), comparado con los diametros
de fibras de 711 £ 205 nm (Figura 28 c) que corresponde a los andamios con
proporcion de colagena 30:1. Por otra parte, en el electrohilado a 25 cm y a 13 kV
presentd un diametro promedio de fibras de 917 + 330 nm (Figura 30 f). El diametro
promedio de las fibras es mayor al comparar con los andamios de PLA:CoD 30:1 al

16% en TFE los cuales tuvieron un diametro de fibras de 752 + 282 nm (Figura 28 f).

Los andamios electrohilados a 10 kV y a una distancia de la aguja al colector de 10,
15y 25 cm de la solucién de PLA:CoD 15:1 TFE, confrontados con los andamios de
PLA:CoD 15:1 TFE/AC a las mismas distancias. Se determind que los andamios de la
primera solucién presentaron fibras promedio de 601 + 238, 600 + 217 y 791+ 300 nm
(Figura 30 a, c y e). Los andamios de PLA:CoD 15:1 TFE/AC obtuvieron fibras
promedio de 472 +152, 524 + 154y 442 + 92 (Figura 31 a, c y e), por lo tanto, disminuyd
el diametro promedio de las fibras cuando se utiliza como disolvente TFE/AC, al
compararlos con los andamios que se electrohilaron en donde se utiliz6 como
disolvente solamente el TFE. En el grupo de los andamios de PLA:CoD 15:1, en TE/AC
, electrohilados a 13 kV presentan mayor desviacién estandar de los diametros de las
fibras de 331 nm (Figura 31 a), comparados con los andamios de 10 kV, que presento
la desviacién estandar de 238 nm. La distancia de la aguja hacia el colector para
obtener menor diametro de fibras la solucion de PLA: CoD TE/AC 15:1 con el menor

diametro fue a 25 cm (Figura 31 e).
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10 kV 13 kV

601 + 238 nm 682 + 331 nm

10 cm

600 + 217 nm 654 £ 226 nm

15 cm

_ _

791 £ 300 nm 917 £ 330 nm

25cm

e)
Figura 30. Micrografias de las fibras electrohiladas de la solucion C5F16, a) 10
kV - 10 cm; b) 13 kV - 10 cm; c) 10kV -15cm; d) 13 kV — 15 cm; e) 10 kV - 25

cm; f) 13 kV — 25 cm. Micrografias a 2000 X y escala de 10 micras.
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10 kv 13 kv

901 + 359 nm

472 £ 152 nm

524 £ 154 nm 776 £310 nm

442 £ 92 nm 449 £ 159 nm

f)

Figura 31. Iméagenes de SEM de los andamios electrohilados de la solucion. C5T-
A16,a) 10kV - 10 cm; b) 13 kV - 10 cm; c) 10kV -15cm; d) 13 kV — 15 cm; e) 10 kV
- 25 cm; f) 13 kV — 25 cm. Micrografias a 2000 x y escala 10 micras.
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Con el fin de determinar la distancia adecuada para electrohilar idealmente nuestra
solucion polimérica, se realizé una gréafica de la influencia de la distancia, contra el
diametro promedio de los datos anteriores de las fibras electrohiladas de PLA, PLA:
CoD (30:1) y PLA: CoD (15:1), a una concentracion del 16% con TFE y TFE/AC como
disolvente. Se dejé constante el voltaje (10 kV), el flujo (0.4 mL/hr) y diametro de aguja
0.80 mm. Se decidié ya no obtener las fibras a 13 kV, porque de acuerdo con los
resultados anteriores, se obtuvo una desviacion estandar mayor, bajo las mismas

condiciones del electrohilado anteriormente mencionadas.

En la Figura 32 se observa los diametros promedios y su desviacion estandar de los
andamios con PLA al 16% en TFE y en el sistema de disolvente TFE/AC. De acuerdo
con la figura 32, al utilizar el sistema de disolvente (TFE/AC) los didametros de las fibras
disminuyen, comparados con los diametros de las fibras de TFE. Los menores
diametros de fibras de PLA se obtuvieron a una distancia de 10 cm y con el sistema

de disolvente.

PLA 16%

1600
€ 1400

< 1200
2 1000
800
600
400
200

10 15 25 10 15 25

Distancia (cm)

1

o

Diametro promed

Figura 32. Gréfica del efecto del disolvente y la distancia en los andamios
electrohilados de PLA 16%.
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Por otra parte, para conocer el efecto del contenido de la coladgena sobre los diametros
promedio de las fibras de los andamios, se usaron 2 porcentajes de la proteina. Al
agregar un porcentaje de colagena al PLA (30:1) en TFE/AC se obtienen menores
diametros promedio de las fibras comparadas con las de PLA/TFE/AC, se observa
claramente en la Figura 33. La diferencia entre los diametros promedio es de 100 nm
aproximadamente. La distancia ideal para obtener andamios de PLA: CoD (30:1) con

menor diametro de fibras es a 15 cm y se debe utilizar el sistema de disolventes

TFE/AC.
PLA: CoD (30:1)
1200
E
£.1000
=
E 800
E
O 600
o
S 400
whd
B
© 200
a
0
10 15 25 10 15 25
Distancia (cm)

Figura 33. Gréafica del efecto del disolvente y la distancia en los andamios
electrohilados de PLA: CoD (30:1) al 16%.

Los diametros de las fibras de los andamios de PLA:CoD (15:1) en TFE/AC disminuyen

respecto a los andamios que usaron TFE (Figura 34). La distancia de la aguja al
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colector también afecta en el diametro debido a que al electrohilar PLA: CoD (15:1) en
TFE/AC se obtiene menor didmetro de fibras a 25 cm, comparadas con los andamios
electrohilados de PLA: CoD (15:1) en TFE a esa misma distancia, en donde aumento

los diametros de las fibras y la desviacion estandar.

PLA:CoD 15:1
1400 -
E 1200 -
o
5 1000 -
]
£ 800 -
o
o 600 -
e N
2 400 -
% 200 -
a
O n T T T T T T 1
10 15 25 10 15 25
Distancia (cm)

Figura 34. Gréfica del efecto del disolvente y distancia en los andamios
electrohilados de PLA: CoD (15:1) al 16% .

Con los resultados anteriores se concluye que las condiciones apropiadas para
electrohilar PLA con colagena de dentina de bovino encontradas en este trabajo, se
debe utilizar una solucién con una concentracion final de 16 %, y con el sistema de
disolventes TFE/AC. El voltaje adecuado es de 10 kV y no a 13 kV, debido a que a
mayor voltaje la desviacion estandar de fibras es mayor y por lo tanto se tiene fibras
mas heterogéneas, sin embargo el diametro promedio es mayor a 13 kV por 7 nm

(Figura 31 e y f). Las distancias convenientes para electrohilar nuestras soluciones de
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PLA:CoD es a 25 cm, con un flujo de inyeccion de 0.4 mL/hr y con una didmetro de

aguja de 0.80 mm de diametro.

En la tabla 5 se resumen los seis andamios con sus respectivas condiciones finales
para el electrohilado. A estos andamios se les determiné el porcentaje de area porosa,

sus propiedades mecanicas e hidrofobicas.

Tabla 5. Andamios con los parametros finales.

Distancia
Solucion (16%) Disolvente | Voltaje (de Ia aguja hacia Flujo Diametro
el colector) de la aguja
PLA TFE
PLA TFE/AC
PLA;CoD (30:1) TFE
10 kV 25cm 0.4 mL/hr | 0.80 mm
PLA;CoD (30:1) TFE/AC
PLA:CoD (15:1) TFE
PLA:CoD (15:1) TFE/AC

Caracterizacion de los Andamios Electrohilados con los

parametros finales de PLA y PLA: CoD

Porcentaje de Area Porosa

En la tabla 6 se muestran los datos de los resultados del area porosa relativa de los
andamios de PLA y PLA: CoD al 16%. Los andamios fueron electrohilados en las
condiciones que se muestran en la tabla 5. Los andamios de PLA/TFE presentaron un

porcentaje de area porosa de 56.5% comparada con los andamios de PLA:CoD (30:1)
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TFE, que present6 un porcentaje de 58.8% el area porosa de los andamios aumenté
cuando disminuye el diametro de las fibras, aunque esto también puede deberse al
arreglo aleatorio de las fibras. El mayor porcentaje de area porosa se obtuvo en los

andamios electrohilados con PLA: CoD (15:1) usando como disolvente de TFE/AC.

Tabla 6. Area porosa de los andamios.

Andamio % de area porosa
PLA/TFE 56.5%
PLA:TFE/AC 62.00%
PLA:CoD (30:1) TFE 58.80%
PLA:CoD (30:1) TFE/AC 77.60%
PLA:CoD (15:1) TFE 57.50%
PLA:CoD (15:1) TFE/AC 78.50%

Propiedades Mecanicas

Los andamios de la tabla 6 fueron sometidos a una prueba de tension uniaxial. La
prueba de tensién se realiz6 en la norma ASTM D1708. Se tomé en cuenta un total de
5 muestras por cada andamio. Con la prueba de tension se obtuvo los valores de

resistencia a la tension y el médulo de Young que presentaron los andamios.

Los andamios elaborados de PLA disuelto en TFE present6 un esfuerzo a la tension
de 3.71 + 0.39 MPa y su valor del médulo de Young fue de 93.8 + 14.6 MPa. Por otra
parte, los andamios de PLA disuelto en TFE/AC presentaron un esfuerzo a la tension

de 2.11 £ 0.37 MPa y un mdédulo de Young de 22.7 £ 3.9 MPa. Los valores de sus
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propiedades mecanicas de los andamios de PLA en TFE/AC, al compararlo con los
valores de los andamios de PLA disuelto en TFE, se not6 una disminucion en la
resistencia a la tension del 43.1 % y el médulo de Young disminuyo el 75.7%. De tal
manera, la disminucion de las propiedades mecanicas y la disminucion de los
diametros de las fibras de los andamios, cuando se utilizdo como disolvente el TFE/AC,

se puede deber al efecto el acido acético sobre la degradacion del PLA.

Los andamios de PLA con CoD (30:1) disuelto en TFE presentd un esfuerzo a la
tension de 1.51 + 0.36 MPa y su modulo de Young fue de 14.1 + 4.6 MPa. El modulo
de Young del andamio de PLA:CoD (30:1) en TFE disminuy6 un 84.9%, comparada
con el médulo de Young con un valor de 93.8 MPa, que corresponde al andamio de

PLA/TFE (sin colagena de dentina de bovino).

Los valores del esfuerzo a la tension de 1.26 + 0.25 MPa y el médulo de Young de
10.6 £ 3.2 MPa corresponden a los andamios de PLA:CoD (30:1) en un sistema de

disolventes (TFE/AC).

Los andamios de PLA:CoD (15:1) en TFE, tuvieron un moédulo de Young de 12.6 + 2.5
MPa y una resistencia a la tensién de 1.35 + 0.17 MPa. El valor de resistencia a la

tension de este andamio fue similar al a los andamios de PLA:Col (30:1) en TFE/AC.

Los resultados de propiedades mecéanicas de los andamios de PLA: CoD (15:1) en
TFE/AC fueron los siguientes: esfuerzo a la tension de 1.18 + 0.23 MPa y un médulo
de Young de 9.7 £ 1.63 MPa. En la Figura 35 se presentan los valores promedio de

resistencia en tension de los 6 diferentes andamios.
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Resistencia a la tension
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Figura 35. Gréfica de resistencia a la tensién de los andamios de PLA y PLA: CoD.

En la Figura 36 se observa una imagen de microscopia electrénica de barrido, del
andamio de PLA en TFE/AC antes y después de la ruptura en la prueba de tension
uniaxial. Las fibras de los andamios se encuentran en una orientacion aleatoria antes
de la prueba en tensién, posterior a esta prueba sufrieron una alineacién en direccion

al esfuerzo aplicado y la ruptura de las fibras.

87



CAPITULO V: Resultados

10pm
X 1,000 10.0KV LABE  SEM

Figura 36. Imagen de SEM de andamios de PLA TFE/AC al 16% p/v, a) micrografia del

andamio antes de la prueba en tensién, b) después de la prueba en tensién.

Angulo de Contacto

El PLA es un polimero biodegradable e hidrofébico. En la literatura se menciona que
los andamios electrohilados de PLA presentan un angulo de contacto de 140.75° +
3.24°, El angulo de contacto de los andamios de PLA/TFE se mididé en un goniémetro;
se usO como muestra control para determinar cambios en las propiedades
hidrofébicas de los andamios a los cuales se les agreg6 colagena de dentina de bovino.
En la Figura 37 se puede observar la imagen de la gota depositada en la superficie de
la muestra del andamio de PLA/TFE. Se usé esta imagen y con la ayuda del sofware

Image J se realizé la medicion del angulo de contacto.

El angulo de contacto de los andamios de PLA/TFE fue de 134 ° + 3.7° comparada

con los andamios de PLA/TFE/AC, en donde se observd un angulo de contacto de
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134° + 5° por lo que practicamente no hay un cambio considerable. Sin embargo, esto

nos confirma que tenemos andamios hidrofobicos de PLA.

Figura 37. Angulo de contacto, a) imagen de la gota depositada en el
andamio de PLA: CoD 15:1 en TFE/AC, b) medicién de angulo de contacto

sobre el andamio.

Los andamios electrohilados de PLA:CoD (30:1) en TFE y los andamios con el sistema
de disolventes, tuvieron un angulo de contacto de 130° + 3° y de 126° + 1.9°
respectivamente. Este ultimo &ngulo de contacto comparado con el angulo de contacto

de los andamios de PLA presento un decremento de 8°.

Por dltimo, las muestra de PLA:CoD (15:1) en TFE, presentaron un angulo de contacto
de 124° + 3.6° mientras que los andamios obtenidos con la solucion de PLA:CoD (15:1)
en TFE/AC, presentd un angulo de 123°+ 2.3. Finalmente hay descenso de angulo de
contacto en los andamios de PLA:CoD. De estos resultados obtenidos se deduce que
los andamios de PLA y PLA:CoD en TFE y TFE/AC presentaron un comportamiento
hidrofobo. Sin embargo, el angulo de contacto tiene una aparente disminucion al
agregar la colagenay el AC. Todos estos resultados se pueden observar en la grafica

de la Figura 38.
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Figura 38. Gréfica de los 4ngulos de contactos de los andamios de PLA y PLA: CoD, A)
PLA/TFE, B) PLA/TFE/AC, C) PLA:CoD (30:1) TFE, D) PLA:CoD (30:1) TFE/AC, E)
PLA:CoD (15:1) TFE y F) PLA:CoD (15:1) TFE/AC.
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CAPITULO VI: DISCUSIONY CONCLUSIONES

Discusion

En este estudido se obtuvieron andamios electrohilados de PLA con colagena de
dentina de bovino, con un diametro promedio de las fibras de 442 nm y un espacio
libre de 78.5 %, con una resistencia a la tension de 1.18 MPa.

Los andamios empleados para la ingenieria de tejidos deberian ser similares a la
matriz extracelular en la composicion tanto quimica como en las propiedades fisicas
del tejido a regenerar. En la actualidad se ha confirmado que el PLA es un polimero
apto para la ingenieria de tejidos. Sin embargo, en el 2007, Jonathan B. Chui y
colaboradores demostraron que la funcionalizacidon de los andamios electrohilados de
PLA con colagena presenta una mayor adhesion y migracion que con los andamios de
PLA puro. Por estos motivos se realizaron andamios electrohilados de PLA y colagena

de dentina de bovino para su uso potencial en la regeneracion de dentina®

El método de Longin es un proceso de obtencién de colagena a partir de huesos
antiguos, que se utiliza en la arqueologia para conseguir informacién del proceso
evolutivo. El método consiste en la desmineralizacion del hueso para asi obtener la
colagena. Posteriormente se gelatiniza la proteina y se llevan a cabo los estudios de
interés para la arqueologia. En este trabajo, para obtener colagena a partir de dentina
de bovino, se modificd el método de Longin.®? Las variables que se cambiaron fueron
el tiempo de desmineralizacién y el hecho de que no se gelatinizo la proteina. Este

método fue adecuado para extraer la proteina de la dentina de bovino. El utilizar acido
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clorhidrico para obtener colagena de dentina de bovino fue adecuado porque se
elimind la materia inorganica del tejido. Este resultado concuerda con el de Timothy vy
colaboradores quienes mencionan que el proceso en donde se utiliza acido clorhidrico
para extraer colagena es un método adecuado porque desmineraliza en su totalidad
la materia inorganica del hueso.'%* También se tiene una gran ventaja al utilizar HCI,
segun David Magne *¢y colaboradores, mencionan que este acido elimina la mayor
parte de proteinas no colagenas de la dentina.

El método de Longin modificado para obtener colagena de dentina de bovino presenta
ventajas, comparado con el método de Ana Marina Ferreira y colaboradores. En este
altimo trabajo se utilizo6 EDTA para desmineralizar materia inorganica y obtener
colagena, sin embargo este proceso tiene la desventaja de requerir 4 semanas para la
desmineralizacion,'®* mientras que con el método realizado en este trabajo se utiliz6
menor tiempo, el cual fue de 72 horas. Por otra parte Zhongkai Zhang 1% utilizé acido
acético con tripsina para disolver la colagena y después empleo6 cloruro de sodio para
precipitar la proteina. Bajo este proceso se tiene mayor rendimiento de extraccion de
proteina, comparado con el método que se utilizé en este trabajo. Sin embargo, el
método de ZhongKai presenta desventajas debido a que la colagena obtenida
mantiene el cloruro de sodio usado para precipitarla, a diferencia del método
desarrollado en este trabajo, no hay presencia de Ca y P, provenientes del material

inorganico de la dentina de bovino, que es corroborado con el EDS.

La desnaturalizacion de la colagena corresponde a la pérdida de la triple hélice.

Después de llevar a cabo el proceso de Longin con las modificaciones para obtener
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colagena a partir de la dentina de bovino y caracterizarla por espectroscopia infrarroja,
se busca identificar en qué estado se encuentra la colagena obtenida, puede ser
colagena desnaturalizada, no desnaturalizada o colagena hidrolizada. En el espectro
infrarrojo de la coldgena de dentina se observan las bandas en 3300, 1631, 1539 y
1234 cm™ que corresponden a las amidas A, I, Il y lll, respectivamente, son bandas
caracteristicas de la colagena basandonos en la descripcion de Ana Maria Ferreira'®*
y colaboradores, ellos mencionaron que la colagena de hueso presenté bandas en
1633 cm* y 1547 cm las cuales se relacionan con la amida | y la amida II,
respectivamente. Cabe sefialar que la amida | se encuentra asociada a la estructura
de las cadenas a de la colagena. La amida lll se localiza en la banda correspondiente
a 1238 cm?, que pertenece al movimiento de estiramiento del enlace C-N.

La desnaturalizacion de la colagena se puede determinar por medio de espectroscopia
infrarroja. Para comprobar si se encuentra desnaturalizada la colagena de dentina de
bovino nos basamos en Plepis y colaboradores, quienes mencionan que la relacién de
la intensidad de absorbancia entre la banda correspondiente a la amida Ill y la de la
banda de 1450 cm™, debe dar la proporciéon de aproximadamente 1.0, lo que indica
que la colagena presenta su estructura tripe hélice.®® Se realizé esta relacion con la
colagena de dentina de bovino, entre las alturas de absorbancia de la banda a 1234 y
1450 cm™ y como resultado presentaron una relacién de 1.0, lo que de acuerdo a la

literatura citada, significa que la CoD no se encuentra desnaturalizada.

La colagena obtenida a partir de dentina de bovino como la coladgena comercial se

encuentran sin hidrolisis, esto debido o que ambas presentan la ausencia de la banda
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a 1725 cm que aparece cuando ocurre la hidrolisis de esta proteina, de acuerdo a los
resultados de F. Maspero.®?

Como se demostro en el espectro infrarrojo de la colagena de dentina de bovino, esta
no se encuentra desnaturalizada. Este resultado se reforzé con los termogramas del
estudio de calorimetria diferencial de barrido y de termogavimetria. Los termogramas
del DSC de la colagena de dentina presentan una temperatura de desnaturalizacion
de 226 °C y la colagena de piel de becerro tiene una temperatura de desnaturalizacion
de 217 °C estos resultados son de acuerdo a Lozano LF y colaboradores, quienes
describen el termograma del DSC de la colagena de tenddn de bovino: con dos picos
endotérmicos, uno a 90°C, correspondiente a la evaporacion del agua y en 220 °C el
cual se le atribuye a la desnaturalizacion de la colagena.®® Respecto a esta diferencia
en las temperaturas de desnaturalizacion, de acuerdo con al trabajo de Ana Marina
Ferreira y colaboradores, mencionan que la temperatura de desnaturalizacién en el
termograma de DSC puede variar de 60 a 250 °C, lo cual depende de la cantidad de
agua y la presencia de otras moléculas sobre la estructura de la colagena. En un
estudio, el resultado del analisis realizado por TGA de la colagena de tendén de bovino
mostré una pérdida de masa alrededor de 180 °C, que corresponde a la evaporacion
del agua y, posteriormente, a partir de los 220°C empieza la mayor parte de pérdida
de masa, esto se debe a la descomposicion de la proteina. El termograma de TGA de
la colagena de dentina presenta las dos perdidas de masa: una pérdida de masa
alrededor de los 150°C y otra a partir de los 227 °C, que corresponde a la evaporacion

de agua y a la desnaturalizacion, como la marca la literatura.
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Para la fabricacion de los andamios se utilizo la técnica del electrohilado, puesto que
es eficaz para realizar andamios con fibras de diferentes polimeros, andamios con
fibras alineadas o aleatorias, ademas de ser una técnica en donde es posible controlar
el diametro de las fibras. Los factores que controlan el diametro y la morfologia de las
fibras de los andamios electrohilados se dividen en dos grupos: parametros del sistema
y parametros del proceso. Los parametros del sistema involucran la concentracion de
la solucion, el tipo de disolvente a utilizar, la conductividad de la solucion y la
viscosidad. Los parametros del sistema son: el flujo de inyeccion de la solucion
polimérica, la distancia entre la aguja y el colector y el voltaje aplicado. La
concentracion del polimero en el disolvente afectd los diametros de las fibras: a mayor
concentracion, el diametro de las fibras fue mayor. Este comportamiento se observo
en nuestros andamios electrohilados de PLA al 16% en TFE, ya que presentan un
mayor didmetro, comparadas con los andamios de PLA al 13 % en TFE. Se puede
explicar este fendmeno debido a que las soluciones con menor concentracién de PLA
tienen mayor cantidad de disolvente, por lo tanto tarda mas tiempo para que se
solidifique el chorro del electrohilado y de esta manera el chorro se alarga y se
adelgaza con el tiempo y asi fibras se forman con didmetros mas delgados. Cuando
la concentracion de PLA es mayor, la fraccién de disolvente es menor, por lo cual el
chorro del electrohilado se solidifica mas rapido y se forman fibras mas gruesas. Se
puede comparar este comportamiento con los resultados de Huang Zheng y
colaboradores, que al electrohilar gelatina, proteina derivada de la colagena, a una
concentracion del 5%, 7.5% 10 %,12.5 y 15 % en TFE aumentan los diametros

promedios de las fibras al aumentar la concentracién.1%
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Molamma P y colaboradores demostraron que el PLLA se puede electrohilar con
1,1,1,3,3,3-haxafluoro-2-propanol (TFP) a una concentracion del 16% (p/v), con un
voltaje de 10 kV y a una distancia de la salida de la solucion del polimero de la aguja
hacia el colector de 15 cm, ellos obtuvieron fibras de 860 + 110 nm.# En este trabajo
se obtuvieron andamios electrohilados de PLA bajo las mismas condiciones
anteriormente mencionadas y se obtuvieron andamios con fibras de 813 + 351 nm,
aungue se observo una mayor desviacién estandar respecto al trabajo anterior. Esto
se lo atribuimos a la diferencia de disolvente utilizado, porque la seleccion de
disolventes es una variable del proceso del electrohilado que afecta la morfologia de
las fibras. Este efecto del disolvente se observa claramente al electrohilar el PLA al
16%, en donde se utiliz6 una distancia de 25 cm y un voltaje de 10 kV. Se observa que
al emplear como disolvente el TFE se obtuvo diametros de fibras de 943 + 243 nm,
comparadas con las fibras de menor diametro de 853 + 126 nm en donde se utilizo la

mezcla de disolventes de TFE/AC.

El voltaje es una variable que se buscé optimizar para obtener menor diametro de
fiboras de los andamios de PLA. Se dej6 constantes los deméas parametros. Al
electrohilar PLA al 13 % en TFE a tres voltajes 10, 13 y 20 kV, se observo que,
conforme se aumenta el voltaje, la desviacion estandar de los diametros promedio de
las fibras se incrementa notablemente. De la misma manera en el trabajo de Youg lui
y colaboradores, afirman que al aumentar el voltaje en el proceso del electrohilado se
forman varios chorros de diferentes diametros, de la soluciéon polimérica'®” lo que

provoca aumento en el diametro y la desviacion estandar de las fibras, mientras que

96



CAPITULO VI: Discusién y Conclusiones

al realizar el electrohilado con un voltaje menor se forman menores chorros de la

solucion polimérica.

En los andamios de PLA con colagena de dentina de bovino se observo que la
colagena disminuye los diametros promedio de las fibras, porque cuando se
obtuvieron andamios electrohilados de PLA al 16 % en TFE/AC (25 cm y 10 kV), se
observd un disminucién en el diametro promedio de las fibras de aproximadamente
500 nm al comparar con las fibras de los andamios de PLA: CoD al 16% (15:1) en
TFE/AC (25 cm y 10 kV). La disminucién del didmetro de las fibras al agregar la
colagena se comprueba en el estudio de Rajeswari Ravichandran y colaboradores (en
el 2012) quienes encontraron que al electrohilar PLA con Poli-(a,B)-DL-aspartico y
colagena tipo | y lll disminuye el diametro de las fibras cuando hay presencia de la

proteina, en comparacion con andamios de solo PLA.108

El comportamiento de los didmetros promedio de las fibras de PLA y PLA: CoD en
funcién de la distancia entre la aguja y el colector depende de la concentracion de la
solucion polimérica. Con la solucion de PLA: CoD al 16% (30:1) TFE se observo que
la distancia adecuada para obtener menores diametros de fibras es a 15 cm, a 10 kV
con un flujo de inyeccion de 0.4 mL/hr, mientras que al realizar electrohilados de PLA:
CoD 16 % (15:1), se observé que la distancia adecuada para tener menores diametros

es de 25 cm, con el mismo voltaje y flujo de inyeccion.

En el ensayo de tension se observo la disminucion de las propiedades mecanicas de
los andamios que contienen colagena comparados con los andamios de solo PLA.
Esto se debe a que la colagena presenta propiedades mecanicas pobres comparadas

con las del PLA.
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Conclusiones

Se elaboraron andamios electrohilados de PLA con colagena de dentina de
bovino con diametros mayores 442 nm, con una resistencia a la tensién menor
a 1.1 MPa, un &rea porosa de 78.5 % y con morfologia apropiadas para su uso

en la ingenieria de tejidos en el &rea de la odontologia

El método de Longin, con modificaciones en el tiempo de los lavados, donde se
usa acido clorhidrico a 0.6 molar para eliminar la materia inorganica, es

adecuado para la obtencién de colagena de dentina de bovino.

Las condiciones 6ptimas para obtener las fibras de los andamios con tales
caracteristicas de PLA con colagena de dentina de bovino, en una proporcion
de 15:1 con respecto al PLA y a una concentracion final de la solucién del 16%,
se debe utilizar un sistema de disolvente de TFE y acido acético y electrohilar
con una velocidad de inyeccién de 0.4 mL/hr, con un voltaje de 10 kV y una

distancia de la aguja hacia el colector de 25 cm.

El tipo de disolvente utilizado es un parametro determinante para el proceso del
electrohilado, debido a que afecta directamente el diametro de las fibras

electrohiladas.
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e Lacolagena es una proteina que influye considerablemente en las propiedades
fisicas de los andamios, ya que disminuye las propiedades mecénicas y el

diametro de las fibras.
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Perspectiva

% Se recomienda realizar microscopia de fluorescencia en las fibras de los
andamios de PLA con colagena de dentina de bovino para determinar la

distribucion de la colagena sobre las fibras.

% Se propone realizar crecimiento de células troncales de la pulpa dental sobre
los andamios de PLA con colagena de dentina de bovino, para determinar la

biocompatibilidad de los andamios.
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