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Resumen

En los ultimos afos, la bioingenieria de tejidos ha evolucionado de manera
considerable, debido a las incognitas en el &rea de la medicina y disciplinas
relacionadas, estudiando los materiales para la sustitucion o regeneracion de
organos o tejidos que han sido dafiados o perdidos. Actualmente, se ha trabajado
en la sintesis y caracterizacion fisico-quimica de andamios de poliacido l4ctico,
material que se ha comprobado que es biocompatible y biodegradable. Por ello, es
de suma importancia realizar estudios sobre los métodos de esterilizacion de las
muestras, ya que se pretende hacer medicina traslacional en animales de
experimentacién. Por tal motivo, es importante determinar cual es la mejor técnica
de esterilizacion, con la cual no se dafia ni modifica la estructura y composicion de
dichos andamios de PLA al 7%.

En el presente estudio, las técnicas de esterilizacién empleadas fueron, radiacion
gamma, 6xido de etileno y peréxido de hidrogeno. Se evalud la estructura superficial
de los andamios antes y después de ser esterilizados, por medio de Microscopia
Electronica de Barrido, Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier y de
manera In vivo se evaluo la respuesta histoldgica que provocaron dichos andamios
(esterilizados por diferentes técnicas y uno sin esterilizar como control) en tejido
celular subcutaneo de ratas macho cepa Wistar a diferentes periodos de tiempo, 4,
10y 21 dias, asi como la evaluacion de grado inflamatorio de los andamios de PLA
al 7% por medio de uSPECT/CT con Galio 67 ( Ga®’.)

Después de ser analizados los andamios de PLA al 7%, se demostro que la técnica

de esterilizacion por medio de plasma, es una alternativa util en la ingenieria de
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tejidos para lograr la traslacion de nanomateriales poliméricos con futuras
aplicaciones en la medicina regenerativa, ya que no modifico considerablemente la
estructura superficial de las fibras del PLA y su respuesta in vivo no causo reaccién

tisular desfavorable.

Summary

In recent years, tissue bioengineering has evolved considerably, due to unknowns
in the area of medicine and related disciplines, studying materials for the
replacement or regeneration of organs or tissues that have been damaged or lost.
Currently, work has been done on the synthesis and physical-chemical
characterization of scaffolds of polyacid lactic material, which has been found to be
biocompatible and biodegradable. For this reason, it is very important to carry out
studies on the methods of sterilization of the samples, since it is intended to perform
translational medicine in experimental animals. For this reason, it is important to
determine the best sterilization technique, which does not damage or modify the
structure and composition of such 7% PLA scaffolds.

In this research, the sterilization techniques used were gamma radiation, ethylene
oxide and hydrogen peroxide. The surface structure of scaffolds before and after
sterilization was evaluated by means of Scanning Electron Microscopy, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy and in vivo the histological response of the
scaffolds (sterilized by different techniques and one Without sterilizing as a control)
in subcutaneous cell tissue of male Wistar rats at different time periods, 4, 10 and
21 days, as well as the evaluation of inflammatory grade of 7% PLA scaffolds by

mean of ySPECT / CT with Gallium 67 (Ga®’.)
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After the 7% PLA scaffolds were analyzed, it was demonstrated that the technique
of plasma sterilization is a useful alternative in tissue engineering to achieve the
transfer of polymer nanomaterials with future applications in regenerative medicine,
because don’t significantly modify the surface structure of PLA fibers and their

response in vivo didn’t cause unfavorable tissue reaction.
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1.Introduccioén

La odontologia actual exige avanzar en el estudio de materiales que puedan ser
Gtiles para la regeneracién o sustitucion de tejidos u 6rganos dafiados o perdidos,
por alguna enfermedad, trauma o de manera congénita, es por ello que en el
Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la Divisién de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM, se estan caracterizando
de manera fisica, quimica y biologica el comportamiento de diferentes materiales,
los cuales serdn empleados en tratamientos para defectos 6éseos de tamafio critico,
con el fin de evaluar su potencial de regeneracion, por lo cual es muy importante
establecer una técnica de esterilizacion terminal que garantice que no haya dafio en
la estructura y composicién de la muestra, asi como irritacion en los tejidos.

En el presente estudio se identificO la mejor técnica de esterilizacion para los
andamios poliméricos de Poliacido lactico (PLA), empleando los métodos de
esterilizacion por radiacion gamma (y), 6xido de etileno (OE) y plasma (H2032). Se
evalud: la estructura superficial de PLA por medio de Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB), la composicion quimica de los andamios por medio de
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR por sus siglas en
inglés) y la respuesta inflamatoria mediante imagen molecular con galio 67 (Ga®’).
Finalmente a través del microscopio Optico se observo la respuesta histolégica que
presentaron ratas macho cepa Wistar en tejido subdermico a 4, 10y 21 dias, tefiidos

con hematoxilina y eosina (HyE).
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2.Marco Teorico

La Bioingenieria de Tejidos es una disciplina reciente, que asocia la biologia
celular y la ingenieria de materiales biocompatibles'’, es un campo que esta en
crecimiento’” y busca la combinacién de andamios, células y moléculas
biolégicamente activas®°, con la finalidad de desarrollar sustitutos biolégicos que
permitan reestablecer o mantener la funcion normal de un érgano o tejido'>* /-1, Su
aplicacion en el campo de la medicina abre nuevas alternativas de tratamiento para
pacientes con diferentes tipos de patologias'*>**! o aquellos que requieren cirugia

reconstructiva, entre otros*°,

Los materiales dentales han ido evolucionando de manera rapida gracias a los
adelantos tecnologicos, los cuales han ayudado para que estos materiales tengan
mejores propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas!'®/, en el area odontoldgica se
emplean andamios en defectos de cabeza y cuello, dando énfasis en defectos 6seos

ya sea por enfermedad periodontal o por alguna enfermedad adquirida o congénita.

En relacién con los biomateriales, estos pueden ser susceptibles a ser utilizados
como andamios 0 subestructuras porosas que permitan la integracién de un tejido
tridimensional similar a la estructura anatémica propia del tejido que requiere
regenerarse, el andamio debe realizar una serie de funciones criticas, primero debe
proporcionar una red de poros abiertos para la distribucion celular uniforme el cultivo
celular, asi como para el transporte de moléculas, sefalizacion, nutrientes, y la
eliminacion de deshechos metabolicos. Por dltimo los andamios deben proporcionar
una plantilla tridimensional que guie el crecimiento del tejido a regenerar 1*”, dichos

andamios deberan estar compuestos por una matriz biocompatible vy
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biodegradable”®!, “siendo capaces de alojar y permitir el crecimiento, la
reproduccion y la renovacion de las células incluidas en su matriz y a la vez ser

susceptibles de ser eliminados por el metabolismo propio del tejido hospedero”*?.

Los materiales utilizados para implantes e interaccion directa con tejido biologico
deben cumplir con propiedades de biocompatibilidad, es decir, propiedades
bioldgicas, fisicas, quimicas y mecanicas aptas para procesos de locomocion y
adhesion celular, con baja toxicidad, proliferacion celular, estabilidad a la
degradacion y un adecuado comportamiento térmico, ademas, las propiedades
mecanicas de los andamios deben ser suficientes y no colapsar durante la

manipulacion en actividades normales del paciente!*® 1,

Hoy en dia, entre los materiales mas utilizados para fabricar andamios, se
encuentran los poliméricos sintéticos y naturales, los primeros pueden ser
producidos bajo condiciones controladas y por lo tanto sus propiedades mecanicas
pueden ser predecibles, reproducibles o modificables, las pruebas mas utilizadas
son, resistencia a la traccion y médulo elastico'*?. Para la fabricacién de andamios,
se deben considerar varios aspectos que son fundamentales, estos deben poseer
geometrias que permitan direccionar la regeneracion tisular o la generacion de un
nuevo tejido?’. Uno de los polimeros sintéticos mas utilizados a nivel biomédico es
el poliacido lactico (PLA). Este polimero sintético es un excelente candidato para
hueso y cartilago debido a su biodegradabilidad y biocompatibilidad, asi como la

facilidad de la fabricacion!*é21-23l.

Como se menciond anteriormente, los andamios necesitan ser biocompatibles y
biodegradables, ademas de que al momento de colocarlo en el tejido receptor debe

13



estar completamente estéril, para no dafar el tejido con algun agente

patdgeno!'®?42° asi garantizar el éxito del biomaterial.

Algunas de las formas con las que se pueden esterilizar los biomateriales son:

Radiacion Gamma

La radiacibn es la propagacion de energia, ya sea mediante ondas
electromagnéticas o de particulas subatémicas, a través de un medio material o
bien, vacio. La radiacion se clasifica en ionizante y no ionizante, la primera, tiene
capacidad esterilizante, la segunda, solo tiene capacidad desinfectante. La
radiacion ionizante al interactuar con la materia produce la ionizacién de la misma,
es decir, origina particulas con carga eléctrica (iones). El origen de estas radiaciones
siempre es atémico, produciendo tanto en el nicleo como en sus Orbitas, cargas
electromagnéticas!”®.. La dosis de ionizacion de 25 kGy y una maxima temperatura
de 30-40°C?"?¢l generalmente de una fuente de Cobalto 60 (Co®)*5-%? es un
proceso establecido a gran escala que es simple y altamente efectivo para la
esterilizacion de dispositivos médicos farmacéuticos, tejidos y materiales
termosensibles, a esto se le denomina, esterilizacion en frio o radio
esterilizacion/?®?7, La radiacion gamma es la forma mas cominmente empleada
para la esterilizaciébn de alta penetracion, se ha demostrado que puede destruir
acidos nucleicos. Esta tecnologia presenta una serie de ventajas sobre el 6xido de
etileno incluyendo que su alta penetracion elimina residuos quimicos, lo que

aumenta la seguridad de los productos!®?.
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La radiacion gamma provoca la escision de cadena del PLA, disminuye el peso
molecular y afecta adversamente las propiedades mecanicas del polimero'®*-=¢, El
proceso de escision de cadena ocurre debido a la formacién de radicales libres!®’.
Estos radicales libres pueden romper las cadenas poliméricas, y pueden dar lugar
al deterioro de las propiedades mecanicas del polimero. Dependiendo de la dosis
de radiacion y de la estructura quimica de los polimeros, la radiacion gamma puede
también provocar la reticulacién de las cadenas poliméricas, o que generalmente

da lugar a una resistencia a la traccién aumentada’®®..

Oxido de Etileno

El Oxido de Etileno (OE) es un producto que resulta de la oxidacion del etileno
(eteno). Su férmula empirica es C2H4O. Es un gas incoloro a temperatura ambiente
y presién normal, y un liquido incoloro por debajo de su punto de ebullicién (10,5 °C
con un rango entre 10,4°C-10,7°C). En forma de gas, su olor es perceptible a partir
de concentraciones de 700 ppm, es soluble en disolventes organicos y se puede
mezclar facilmente con agua a cualquier proporcion formando el etilenglicol (bajo
ciertas condiciones). Es muy inflamable en forma de gas, su punto de autoignicion
en presencia de oxigeno es de 429 °Cy en el vacio es de 571°C*?. La esterilizacion
con OE es un proceso de baja temperatura ampliamente utilizado para la
esterilizacion de dispositivos termosensibles (temperaturas menores de 60 °C),
como plastico, polietileno, catéteres y sondas reutilizables, endoscopios rigidos
termosensibles, sistemas Opticos, cables de luz de endoscopios y motores

neumaticos termosensibles. Aunque presenta efecto bactericida, esporicida y
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virucida, también tiene desventajas como su toxicidad, cambios en la morfologia de
los materiales, subproductos y residuos de gas!®®3440.41 necesitando un tiempo

especifico (generalmente largo) de aireacion del material.

La manera por la cual se esterilizan los materiales por esta técnica es con 100% de
oxido de etileno con una humedad entre el 40% y 70%, a presion negativa,
siguiendo un ciclo frio (37 °C) durante 5 horas y un ciclo caliente (55 °C) durante
dos horas. Finalmente las muestras deben de ser aireadas durante un tiempo
establecido, generalmente 12 horas para eliminar el gas retenido. La aireacion es
muy importante ya que libera el gas retenido, sin embargo su eficacia influye
dependiendo de las caracteristicas de los materiales como su compaosicion quimica,
grosor, estructura, etc., ademas de la distribucion y colocacion de la carga en la

camara de aireacion y renovaciones de aire por horas!*27:30.39,40,42-49]
Plasma (H2032)

El gas plasma de esterilizacién de peréxido de hidrégeno a baja temperatura
se ha aplicado a nivel hospitalario por casi una década, es seguro para el medio
ambiente y también es menos peligroso trabajar con él. Es una de las tecnologias
modernas para esterilizar el material termosensible, que consiste en ionizar el
peréxido de hidrogeno para convertirlo en gas plasma, éste a la vez se descompone
en vapor de agua y en oxigeno como producto final. A diferencia del 6xido de etileno
el peroxido de hidrogeno no es toxico y no deja residuos significativos en las
muestras esterilizadas. La esterilizacion por este medio no excede de 50 °C con un
ciclo entre 45-70 min. En este sistema de esterilizacion, el peroxido de hidrégeno
liguido se inyecta en la camara al vacio, después de la difusion, una onda de
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radiofrecuencia hace que el perdxido de hidrégeno se separe en radicales hidroxi e
hidroperoxi; esto se llama gas plasma. No es necesaria la ventilacion, en una hora,
aproximadamente, pueden ser utilizados y es apropiado para la esterilizacion de los
materiales que son termosensibles. El peroxido de hidrégeno destruye de manera
eficaz la mayor parte de las bacterias; asimismo, en concentraciones mas altas (10-
25%) provoca la destruccion de todos los microorganismos, incluidas las esporas.
La forma oxidante activa no es el peréxido de hidrogeno, sino el radical hidroxilo

libre formado tras su descomposicién!!/:30.46:47.50],

TECNICAS DE EVALUACION DE ANDAMIOS

Evaluacion de la estructura superficial de los andamios con Microscopia

Electronica de Barrido (MEB).

En el Microscopio Electrénico de Barrido, el haz de electrones no atraviesa
la muestra, sino que se explora (barre) su superficie. Es un método ampliamente
usado en biologia celular, siendo un método facil que permite observar de manera
tridimensional la morfologia de las muestras y los cambios o comportamientos en la

superficie de los andamios.

Para el examen de la mayoria de los materiales, la muestra se fija, deshidrata
y se cubre con una pelicula de oro-carbono evaporado, se monta en un soporte de
aluminio y se coloca en la camara para muestras del MEB. El barrido se consigue
con el mismo tipo de exploracion que hace recorrer el haz de los electrones sobre

la superficie de un tubo de television. Los electrones reflejados desde la superficie
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(electrones retrodispersos) y los electrones que son expulsados de la superficie
(electrones secundarios) son recogidos por uno 0 mas detectores y reprocesados
para formar una imagen de alta resolucion tridimensional de la superficie de la

muestral®!.

Evaluacion de estructura quimica de los andamios con Espectroscopia

Infrarroja por Transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR por sus
siglas en inglés) tiene casi 125 afios de existencial®?l. Esta técnica permite investigar
e identificar la composicién quimica de una muestral”. En el andlisis de FTIR, la
absorcién de la radiacion infrarroja (IR) se produce cuando un foton se transfiere a
una molécula y lo excita a un estado de mayor energia>®. Los estados excitados
dan lugar a vibraciones de los enlaces moleculares, que ocurren a diferentes

tamanos de onda (o frecuencia) en la region IF del espectro de luz/>.

Existen diferentes técnicas para el estudio de espectroscopia FTIR, como
son la de FTIR de transmision, Reflectancia Total Atenuada (ATR) —-FTIR,
Espectroscopia de Transformacién de Fourier Infrarroja de Reflexion Difusa (DRIFT)
y la reflectancia micro-FTIR. La transmision FTIR es una técnica répida y
relativamente costosa que se ha utilizado ampliamente en la quimica, la geologia,
la determinacion del proceso en la hidratacion, las reacciones con distintos aditivos
y la cristalinidad de los productos y otros campos cientificos®>°¢l. Los espectros
ATR-FTIR proporcionan informacion quimica sobre grupos funcionales distribuidos
cerca de la superficie de un elemento de reflexion interno. A diferencia de la
transmision de FTIR, la radiacion IR no se transmite a través de la muestra ATR-
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FTIR, y en consecuencia, la muestra no necesita ser preparada como un granulo

fino. La incorporacion del cristal ATR permite al espectro de IR obtener mejores

relaciones sefial-ruido que se obtiene con el FTIR?%%, La espectroscopia FTIR de

reflexion difusa (DRIFT) requiere una preparacion de muestra mas sencilla; El haz

IR penetra la muestra analitica hasta cierta profundidad, y luego se re-emite desde

la muestra y se enfoca por un espejo sobre el detector. En la figura 1 se muestran

esquemas de las diferentes técnicas de FTIR que incluyen: a) FTIR de transmision,

b) reflectancia total atenuada (ATR) —FTIR, c) FTIR de reflexién difusa y d) micro-

FTIR de reflectancia®.

(a) Transmission FTIR spectroscopy

IR source Detector

0)

KBr pellet containing sample

(¢) DRIFT spectroscopy
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(b) ATR-FTIR spectroscopy
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Figura 1. Esquemas simplificados de modos comunes de andlisis de espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR). Fuente: Chen Y, Zou C, Mastalerz M, Hu S, Gasaway C,
Tao X. Applications of micro-fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) in the geological
sciences—A Review. Int J Mol Sci. 2015;16(12):30223-50.
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La evaluacion con FTIR ofrece andlisis cuantitativos y cualitativos para
muestras organicas e inorganicas, FTIR indica enlaces quimicos en una molécula
mediante la produccion de un espectro de absorcion de infrarrojos. Es un
instrumento analitico eficaz para detectar grupos funcionales y caracterizacion de la
union covalente de la informacion/®. En la figura 2 se muestra una imagen con el

espectro de PLAI®,

Pure PLA

g PLA/PBS (90/10)  : : —
2 | PLA/PBS (80/20) /\/\’\/«/\\
é W,AW :
£ | PLAPBS (6040) 4 ' »
pLaPBs o)A i/ V YV Vi A I\
A 4 == ) - A | \
LA/ z\.”‘/»v_/ .

Pure PBS

T L T % T ] T y T L7 T
800 1000 1200 1400 1600 1800
Wavenumber (cm~)
Figura 2. Espectro FTIR de andamios electrohilados de PLA, PLA/PBS (90/10), PLA/PBS
(80/20), PLA/PBS (60/40), PLA/PBS (40/60) y PBS. Fuente: Lan X, Huan X, Liang-Bin L,

Hsiao BS, Gan-Ji Z, Zhong-Ming L. Biomimetic Nanofibrillation in Two-Component
Biopolymer Blends with Structural Analogs to Spider Silk. Sci Rep. 2016;6(34572).
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TECNICAS DE IMAGEN MOLECULAR PARA LA EVALUACION DE ANDAMIOS

IN VIVO
Evaluacién del grado inflamatorio con Galio 67 (Ga®’).

El citrato de Ga®’ es un farmaco radioactivo que posee una vida media de 78
horas, actua biolégicamente como un anélogo del ion férrico. Una vez inyectado por
via intravenosa, el Ga®’ se une rapidamente a la transferrina y se difunde fuera de
los capilares, en los sitios de inflamacién hacia el espacio extracelular. En las
lesiones inflamatorias este espacio es rico en dos tipos de compuesto que se unen
al hierro: lactoferrina (sintetizado por leucocitos) y sideroforos (formados por
bacterias). La lactoferrina posee una alta afinidad por el hierro y se une a todo ién
férrico libre, con el fin de inhibir el crecimiento de las bacterias; ademas, tiene mayor
afinidad por el citrato de Ga®’ que la transferrina. La lactoferrina puede, entonces,
unirse a la superficie de los macréfagos (que estan presentes en el sitio de
inflamacion o infeccion). Las bacterias y otros microorganismos patégenos también
son capaces de captar directamente el citrato de Ga®’, a través de la accién de los
sidero6foros presentes en la superficie celular del patégeno!®®l. La captacién de Ga®’
es directamente proporcional al metabolismo celular. EI Ga®’ incrementa su
concentracion en el tejido afectado por la inflamacion y procesos infecciosos!®*. El
Ga® es el segundo radiofarmaco mas utilizado en las exploraciones, aunque para

procesos infecciosos el galio sigue siendo el mas habitual®®.
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Evaluacion del grado inflamatorio con uSPECT/TC.

La Tomografia Computarizada de Emision de Fotén Unico (SPECT por sus
siglas en inglés) es una técnica de gran alcance que utiliza radiontclidos emisores
de fotdn simple, es decir, que emiten rayos gamma como el tecnecio-99m
obteniendo como resultado, imagenes axiales de gran tamafio y alta definicion. . El
HCT emite un haz muy fino de rayos X. Este haz incide sobre el objeto que se estudia
y parte de este lo atraviesa. La radiacion que no ha sido absorbida por el objeto, en
forma de espectro, es recogida por los detectores. Luego el emisor del haz, cambia
Su posicion, y vuelve a realizar el proceso anterior hasta abarcar todo el objeto. El
ordenador transforma todos los datos recogidos por los detectores, en imagenes
virtuales. La microtomografia axial permite la obtencion de imagenes 2D de la
estructura interna de las muestra, sin necesidad de destruirlas y siendo una técnica
conservacionista y no invasiva. Estos cortes de alta resolucién, nos muestran la
estructura interna, y nos permiten la evaluacion anatomica virtual y el analisis
morfométrico, de forma muy precisa, de muestras de pequefio tamafio. Ademas a
partir de las imagenes 2D, podemos recrear los modelos en 3D, obteniendo una
reconstruccion digital del objeto, permitiendo analisis morfolégico, y la observacion
de formas en las muestras a una alta resolucion. La unién de estos dos equipos en
un mismo soporte constituye una gammacamara hibrida o SPECT/CT que permite

la obtencién simultanea de imagenes funcionales y anatémicas de los 6rganos!®®:67],
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3.Planteamiento del Problema

¢De las técnicas de esterilizacion por o6xido de etileno, radiacion gamma y
plasma, cudl es la mejor para esterilizar andamios nanofibrilares de PLA al 7%, sin

dafar su estructura, composicion y respuesta biolégica?

4. Hipotesis

La esterilizacion por Plasma da mejores resultados de esterilizacion para los
andamios de PLA al 7% tanto in vitro como in vivo, en comparacion con el Oxido de

Etileno y la Radiaciéon gamma.
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5.0bjetivos
5.2. Objetivo general

Establecer la mejor técnica de esterilizacion para los andamios de
PLA al 7% empleando los métodos de radiacion gamma (y), 6xido de etileno (EO) y
plasma (H202), asi como evaluar su respuesta inflamatoria en tejido celular

subcutaneo de rata macho cepa Wistar.

5.3. Objetivos especificos

- Evaluar el método de esterilizacion para los andamios de PLA al 7%
utilizando Radiacion Gamma (y), Oxido de Etileno (EO) y Plasma (H20>).

- Identificar por Microscopia Electronica de Barrido (MEB) el método de
esterilizacion que no modifique la estructura superficial de las fibras de PLA

- Evaluar por medio de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR) el método de esterilizacion en donde los andamios de PLA no
modifiqguen su composicidn quimica

- Identificar el grado inflamatorio por medio de Micro Tomografia
Computarizada por Emision de Foton Unico (WSPECT/CT por sus siglas en
inglés).

- Evaluar la respuesta histol6gica de los andamios de PLA esterilizados por

diferentes métodos en tejido celular subcutaneo de rata Wistar.
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6.Material y Método

6.1. Clasificacion del Tipo de Estudio

El tipo de estudio fue experimental, prospectivo, longitudinal.

6.2. Universo de Estudio

48 andamios nanofibrilares de PLA al 7% de 9 mm de didmetro.

9 ratas macho cepa Wistar de 250 g del bioterio de la Facultad de Medicina de

UNAM.

6.3. Muestra

la

Para este trabajo se emplearan 48 andamios de PLA al 7% de 9 mm de didmetro

de los cuales 12 fueron para su estudio in vitro y 36 para la evaluacioén in vivo.
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CRITERIOS DE SELECCION

- Criterios de Inclusion.

Andamios de PLA 7%, cada uno sintetizado bajo las mismas condiciones.
Ratas macho sanas, cepa Wistar de 250 g.

- Criterios de Exclusion.

Se consideraron todas las muestras que no tuvieron la concentracion de material y

tamafio requerido.
Ratas que no cumplieron con el peso y/o que estuvieran enfermas.
-Criterios de Eliminacion.

Andamios dafiados por causas independientes a alguna técnica de esterilizacion.

Ratas que desarrollaron alguna patologia que no estuvo involucrada en el estudio.

6.4. Material

Los materiales empleados en este trabajo fueron financiados por el proyecto
DGAPA-UNAM-PAPIT IN2108 y el DGAPA-UNAM-PAPIT IN209916.
En la tabla 1 se engloban el equipo, insumos, infraestructura y recursos humanos

empleados en este proyecto.
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Equipo

Insumos

Recursos
Humanos

Recursos
Animales

Recursos Financieros

Infraestructura

Irradiador
gamma

Esterilizador
de 6xido de
etileno

Esterilizador
de peroxido
de
hidrégeno

Microscopio
Electrénico
de Barrido

FTIR

Histoquinete

Microtomo

Microscopio
6ptico

HUPET/SPEC
T/CT (Albira
2009)

Guantes

Cubrebocas

Batas

Lentes

Jabon quirdargico

Toallas
desinfectantes

Campos

Cajas jumbo de
acrilico con tapa
para ratas

Bebederos

Aserrin

Alimento
estandar para
roedor (rodent
diet 5001)

Ketamina (80
mg/Kg)

Xilacina
(10mg/kg)

Jeringas de 1 ml

Rasuradora

Yodopavidona

Gasas

Mango de bisturi
#3

Hojas de bisturi 15

Espatula 7 A

Porta agujas

Pinzas Kelly
curvas y rectas

Pinzas de curacion

Tijeras Iris rectas

Tijeras para sutura

Sutura Nylon 5-0

Sutura Vicryl 3-0

Agua oxigenada y
solucion salina
estéril

Formol al 10%

Frascos
contenedores para
muestra

Portaobjetos y
cubreobjetos

Colorantes de
Hematoxilina y
Eosina

Resina para sellar
cubreobjetos

Polimero sintético,
Poliacido Lactico
(PLA)

Isarai Mendieta
Barrafién

Dra. Janeth Serrano
Bello (Directora)

CD. EOPB. Maria del
Carmen Salazar Vera
(Asesora)

Mtra. Maria del Socorro
Alvarez Martinez
(Sinodal)

Dr. Marco Antonio
Alvarez Pérez (Asesor
en técnicas de
laboratorio)

Dr. Luis Alberto Medina
Velazquez (Asesor en
Medicina Nuclear)

9 ratas
macho cepa
Wistar

Tabla 1. Lista de los recursos fisicos, humanos, animales y financieros.

Pérez DGAPA-UNAM-PAPIT
IN2108 Responsable Dr.
Marco Antonio Alvarez

DGAPA-UNAM-PAPIT
IN209916. Responsable Dr.
Luis Alberto Medina
Velazquez

Laboratorio de
Bioingenieria de
Tejidos DEPel,
UNAM.

Laboratorio de
Patologia DEPel,
UNAM.

Bioterio de la
Facultad de
Odontologia DEPel,
UNAM.

Instituto de Fisica,
UNAM.

Instituto Nacional de
Cancerologia,
Laboratorio de Fisica
Médica (INCan).

Instituto de Fisica
UNAM

Instituto de Ciencias
Nucleares de la
UNAM
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6.5. Método

PRIMERA FASE (In vitro)
Fabricacion de andamios de PLA por medio de propulsion de aire (AJS)

El aparato de hilado por propulsion de aire se encuentra dentro de una
camara Plexiglass para aislar el sistema de campos externos y evitar cambios en
las condiciones durante el proceso de hilado. El proceso de elaboracién de las
membranas de PLA, se llevd a cabo disolviendo 7 g/ml de PLA en cloroformo
(CHCI3) bajo agitacion magnética a 30°C toda la noche. Para generar las
membranas la solucién de la concentracion fue puesta en un aerografo con una
aguja de diametro de 0.3 mm, con una propulsion de aire a 30 psi dirigido a un
colector a una distancia de 15 cm recubierto por papel encerado para recolectar las
fibras hiladas. (Figura 3)’l, Una vez que se realizd el depdsito de las fibras, se
dejaron secar durante 24 horas y posteriormente con un sacabocados de 9 mm de
diametro se cortaron todas las muestras y se agruparon al azar para su

esterilizacion.

Colector
Aire comprimido
(30 psi)
Nanofibras
Aguja de 0.3 mm
para controlar el
flujo del polimero
Solucién del
polimero Sinie s >
Distancia
(15cm)

Figura 3.Esquema de la utilizacion de AJS. Fuente: Camela AS.

Tesis de Licenciatura, UNAM. Evaluacion de la degradacion in 28
vitro de fibras hiladas de (PLA) y la respuesta inflamatoria en ratas

Wistar, para su posible uso en regeneracion de tejidos.; 2017



TECNICAS DE ESTERILIZACION DE LAS MUESTRAS
Esterilizaciéon de Andamios de PLA con Rayos Gamma.

Las muestras se colocaron en tubos de plastico y se metieron a un irradiador
Gammabeam 651PT tipo alberca profunda con una fuente de radiacién de Co®° a
una dosis de 25 kGy, a temperatura ambiente en la oscuridad“*3/ en el Instituto de

Ciencias Nucleares de la UNAM.
Esterilizacion de andamios de PLA con 6xido de etileno.

Las muestras se metieron en bolsas de papel grado medico PMG® para
esterilizar en un equipo de 6xido de etileno en el Instituto Nacional de Cancerologia
(INCan), las condiciones fueron al 100% de 6xido de etileno con una humedad entre
el 40 y 70%, a presion negativa, seguido de un ciclo frio (37 °C) durante 5 horas y
un ciclo caliente (55 °C) durante 2 h. Al finalizar, las muestras fueron aireadas

durante 12 h para eliminar el gas retenido.
Esterilizacién por plasma (H20x2).

Las muestras se empaguetaron en bolsas de polipropileno de alta densidad
(bolsas Tyvek®) y se metieron y se esterilizaron en un equipo STERRAD® en el
Instituto Nacional de Cancerologia. El procedimiento de esterilizacion se llevo a
cabo con un ciclo de 54 minutos, a una temperatura de 50°C. Primero se cre6 un
vacio para eliminar el aire de la camara, seguido por la inyeccion del liquido de
peréxido de hidrégeno, al aumentar la presion en la camara se logré el contacto del

agente esterilizante y el material, esto crea la rotura de la molécula del peréxido de
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hidrogeno en agua y oxigeno, finalmente la camara alcanzo la presion atmosférica

y se repitio el ciclo una vez mas!®’.
Evaluacion de estructura superficial de los andamios de PLA por MEB

La estructura superficial se evalué por medio de Microscopia Electronica de
Barrido a bajo vacio (JEOL JSM 5600), en el Instituto de Fisica de la UNAM, las
muestras fueron previamente bafiadas con nanoparticulas de oro evaporado con la
finalidad de lograr que el material fuera conductor y asi poder facilitar su observacion
por el haz de electrones del microscopio, asi mismo, se montaron en un soporte de

aluminio y se colocaron en la caAmara para muestras del MEB.

Para evaluar si los diferentes métodos de esterilizacion modificaban la estructura
superficial de los andamios se contabilizo el diametro de las fibras por medio del
programa ImageJ® en el cual se contdé cada una de las fibras, los datos se
guardaron en Excel y las graficas se realizaron y analizaron en el programa Origin®.

(Figura 4)

18k #1a 3Dk 18 rm IFUMNAM

Figura 4. Fotomicrografia obtenida del MEB mostrando la contabilidad de fibras de andamios
de PLA al 7%. Fuente: Directa.
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Evaluacion de los andamios de PLA por medio de FTIR

Este estudio se llevé a cabo en colaboracion con el Instituto Politécnico Nacional
(IPN). Para caracterizar y confirmar la composicion real de cada uno de los
andamios se obtuvieron espectros por medio de la técnica de espectroscopia por
reflectancia ATR-FTIR. La resolucién de los espectros fue de 4 cm™ con un total de
64 barridos. El area de reflectancia total atenuada fue de 2 mm de didmetro y la

penetracion de la radiacion fue de cerca de 2 um.
SEGUNDA FASE (In vivo)

Se utilizaron 9 ratas macho cepa Wistar de 250 g, las cuales fueron divididas de
manera aleatoria para formar 3 grupos a los cuales se les colocé la muestra y se

evaluaron a diferentes tiempos 4, 10 y 21 dias!"".

Se siguieron los parametros de las siguientes normas oficiales de México las cuales

regulan el uso y bienestar de los animales de laboratorio:

NOM-062-Z001999. Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso

de los animales de laboratorio!’*!.

NOM-029-Z00-1995. Caracteristicas y especificaciones para las instalaciones y

equipo de laboratorios de pruebas y/o andlisis en materia zoosanitarial’..

NOM-033-Z00-1995. Sacrificio humanitario de los animales domésticos vy

silvestres!’®.
NOM-046-Z0O0-1995. Sistema Nacional de Vigilancia Epizootiol6gical’*..

NOM-051-Z00-1995. Trato humanitario en la movilizacién de animales!’>..
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Asi mismo, los procedimientos establecidos por el comité de ética de la

Facultad de Odontologia de la UNAM.
Procedimiento quirdrgico con ratas macho cepa Wistar

Las ratas se sedaron con Ketamina (80 mg/kg) y Xilocaina (10mg/kg), ambas
por via intramuscular. Se rasuré el lomo de la rata y se realizé antisepsia de rutina,
posteriormente se dividié el lomo en cuadrantes, se hizo una incision lineal de 2 cm
para formar un colgajo triangular, posteriormente se suturaron los andamios (uno
en cada cuadrante) con nylon 5-0, cabe sefalar que el grupo control fue la muestra
sin esterilizar (Unicamente desinfectada con alcohol). Finalmente se afronto el
colgajo con puntos aislados utilizando vicryl de 3-0 y se realizaron seguimientos

postquirargicos, valorando el estado general del animal y aspecto de la herida.

Los procedimientos quirdrgicos y el cuidado de los animales, se realizaron en
el bioterio de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia, los cuales contaron con un fotoperiodo de 12 h, a una temperatura de
22 °C y humedad relativa a 50%, siendo su alimentacion (Roodent diet 5001) y agua

ad libitum.
Evaluacion de respuesta inflamatoria en ratas Wistar por medio de uSPECT/CT

Este estudio se llevé a cabo en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan).
Se utilizaron las mismas 9 ratas macho cepa Wistar de 250 g, las cuales fueron
anestesiadas con Isofluorano a una dosis de 0.15 ml en 80% de oxigeno,
posteriormente en los dias 1, 7 y 18 después de la cirugia, fueron inyectadas en la

vena caudal con una dosis de 200 pCi de Citrato de Ga®’, finalmente, después de
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72 horas de tiempo de distribucién del farmaco en cada grupo, se metieron a la
equipo de USPECT/CT para observar la captacion del Galio®” en la zona de la lesién

y asi determinar el grado de inflamacién en cada una de las zonas donde se

colocaron las muestras en tejido subcutdneo de ratas Wistar. (Tabla 2)

Grupo . DIf! d_e; Caracteristicas DIE! d(_a’ DIE: c_je_ Caracteristicas Tipo d_e
inyecciéon evaluacién  Sacrificio andamio
del Inflamatoria
farmaco en
radioactivo USPECT/CT
1 1 Inyeccién del farmaco 4 4 Evaluacion histologica PLA
en la vena caudal de de los diferentes tipos
las ratas macho Wistar de condiciones
2 7 Inyeccién del farmaco 10 10 Evaluacion histolégica PLA
en la vena caudal de Y Sl existe respuesta
las ratas macho Wistar inflamatoria aguda
3 18 Inyeccién del farmaco 21 21 Se evaluara el estado PLA
en la vena caudal de y Si existe respuesta
las ratas macho Wistar inflamatoria crénica

Tabla 2. Division de grupos de PLA de manera aleatoria, sefializacion de dias de evaluacion, inyeccion del farmaco
radiactivo y/o sacrificio animal.

Sacrificio de los animales y procesamiento histolégico

Alfinalizar los tiempos establecidos (4, 10y 21 dias), los animales se sacrificaron
mediante sobredosis de cloroformo hasta llegar al paro cardiorrespiratorio.
Posteriormente se corté la zona donde se colocaron los andamios teniendo un
margen de seguridad de 2 mm, posteriormente las muestras se metieron en formol
al 10% durante 24 horas para su fijacién. Posteriormente se procesaron de manera
histol6gica por medio de un histokinette, se incluyeron en parafina y se realizaron
cortes seriados de 5 um de grosor, los cuales fueron tefiidos con Hematoxilina y

Eosina para su evaluacién en microscopia éptica.
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6.6. Variables

Las variables dependientes e independientes se desglosan a continuacion en la
tabla 3.

Andamios de PLA Muestra obtenido de material sintético Cualitativa Bueno
polimérico ordinal Malo
MEB Evaluacion de la estructura fibrilar de Cualitativa Descriptiva
los andamios por MEB nominal
FTIR Evaluacion de la composicion quimica Cualitativa Descriptiva
de los andamios por FTIR nominal
Respuesta Inflamatoria . . - Cualitativa Leve
X Respuesta inflamatoria por injerto de .
por imagen molecular : ; ordinal Moderado
material experimental
Severo
Efecto histolégico en Efectos en los tejidos secundarios a la Cualitativa Descriptiva
tiempo implantacion de andamios nominal

Esterilizacién por Método de esterilizacion Intervalo Correcta
radiacién gamma continua Incorrecta
Esterilizacién por 6xido Técnica de esterilizacion Intervalo Correcta
de etileno continua Incorrecta
Esterilizacién por Técnica de esterilizacion Intervalo Correcta
plasma continua Incorrecta

Tabla 3. Clasificacion de las variables dependientes e independientes.

6.7. Disefno estadistico

Los datos fueron evaluados en el programa estadistico SPSS 20.0 (IBM), por

andlisis de varianza (ANOVA),

significativa p < 0.05.

teniendo como diferencia estadisticamente
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7. Resultados

Evaluacion de estructura superficial de los andamios de PLA por MEB

Los resultados obtenidos por microscopia electronica de barrido de los
andamios electrohilados de PLA al 7%, esterilizados por las diferentes técnicas son
los siguientes; en la Figura 5, se muestra una serie de fotomicrografias en donde la
imagen B y D, demuestran que; los andamios esterilizados por radiacion gamma
presentan mayor cantidad de fibras en comparacion con el control (Figura 5, imagen

AyC).

HSBEB  SEm IFUrAM =1t IEUNAM

IFUMNAM 15kU ¥Z, @688 18um IFUNAM

Figura 5. Fotomicrografias de andamios de PLA al 7% a 500x y 2000x (A y C) Control (B y D)
esterilizados por Radiacion gamma. Fuente: Directa.
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En la Figura 6, se puede observar en las imadgenes que corresponden a los
andamios esterilizados por OE (E 'y G) y a los que fueron esterilizados con plasma
H202 (F y H), que su estructura fue modificada, ya que se distinguen conglomerados
en la superficie del material (flechas), siendo méas evidente en los esterilizados por

OE.

X588 508m IFUNAM KSEB | SEwam IFUMAM

A/// ‘///

15kU ¥1s588  dBkm IFUNAM 15kU HZ.BE8 . 18mm IFURAM

Figura 6. Fotomicrografias de andamios de PLA al 7% a 500x y 2000x (E y G) esterilizados por 6xido de etileno
(F y H) esterilizados por H202. Fuente: Directa.
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Para corroborar de manera cuantitativa si existian cambios en la estructura
superficial de los andamios esterilizados por diferentes métodos, se cuantificaron
los diametros de las fibras por medio del programa ImageJ® y se obtuvo que los
andamios control (sin esterilizar) el diametro promedio fue de 0.7y + 0.1, para los
andamios esterilizados con radiacion gamma el diametro disminuy6 a 0.5u £ 0.07,
en los andamios esterilizados con oOxido de etileno y plasma el promedio del
diametro fue de 0.6u + 0.1, siendo menos notable con respecto a los de radiacion

gamma.

En las figuras 7, 8, 9 y 10 se observa de manera grafica los promedios con respecto

al nimero de fibras en funcién del diametro.

14
_

12

10

N® de fibras

_

| N\

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.5 0.7 ] 0.5 1.0 1.1 1.2

=1

Didmetro en pm
Figura 7. Namero de fibras y didmetro del andamio control.
Fuente: Directa.
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M de fibras

N*® de fibras

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2
Didmetro en pm

Figura 8. Numero de fibras y didmetro del andamio esterilizado con Ry.
Fuente Directa.

0.0 0 1 0.3 04 05 06 0y 08 0% 1.0 1.1 1.2
DiJdmetro en pm

Figura 9. Namero de fibras y didmetro del andamio esterilizado con OE.
Fuente: Directa.
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M*® de fibras

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.2 0.5 1.0

DiJmetro en pm
Figura 10. Numero de fibras y diametro del andamio esterilizado con H20:x.
Fuente: Directa.
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Evaluacion de los andamios de PLA por medio de FTIR

Los resultados obtenidos por medio de espectroscopia por reflectancia de
FTIR, demuestran que no hubo presencia de cambios significativos en ninguna de
las diferentes técnicas de esterilizacion, radiacion gamma, Oxido de etileno y
plasma, en las figuras de la 11 a la 14 se observan los espectros individuales los
cuales muestran el patrén caracteristico del PLA (A), diéxido de carbono (B) y agua
(C), en la figura 15 se pueden comparar las cuatro condiciones observando que no
existe diferencia entre ellas, siendo para a) radiacion gamma, b) plasma, c) oxido

de etileno y d) control.

PLA Control

WT
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e’

Figura 11. Espectro FTIR del andamio nanofibrilar control de PLA.
Fuente: Directa.
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Figura 12. Espectro FTIR del andamio nanofibrilar de PLA
esterilizado con radiacion gamma. Fuente: Directa.
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Figura 13. Espectro FTIR del andamio nanofibrilar de PLA
esterilizado con 6xido de etileno. Fuente: Directa.
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Figura 14. Espectro FTIR del andamio nanofibrilar de PLA
esterilizado con plasma (H202). Fuente: Directa.
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Figura 15. Espectros FTIR de los andamios nanofibrilares de
PLA esterilizado con las diferentes técnicas. Fuente: Directa
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Evaluacion de respuesta inflamatoria en ratas Wistar por medio de uSPECT/CT

Los resultados obtenidos del uSPECT/CT, demuestran que el Ga®’ se unié

en las zonas correspondientes donde se implantaron los andamios de PLA, en la

figura 16 se observa en a, la ubicacion de la cuatro muestras en el lomo de ratas

Wistar, en b, se muestran los resultados al dia 4 de evaluacién, en el cual el farmaco
se observa en las 4 zonas donde se colocaron las muestras, siendo mas evidente
en el andamio control y en el de 6xido de etileno, en C, se muestran los resultados

del dia 10 de evaluacion, en donde se observa mayor captacién del radiofarmaco
en las zonas de los andamios control, 6xido de etileno, en menor medida en el de
radiaciébn gamma y sin captacion en la zona correspondiente a plasma, en d se
muestran los resultados al dia 21 de evaluacién en donde el radiofarmaco Ga®’
muestra claramente una disminucién de la captacion, siendo mas evidente la

disminucién en los andamios esterilizados con radiacién y y con H202.

Figura 16. a) Ubicacién de los andamios en el lomo de la rata. Imagenes fusionadas de pySPECT-CT a
diferentes tiempos. Fuente: Directa.
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Evaluacion histologica de la respuesta inflamatoria en tejido subcutaneo en

ratas Wistar

Respuesta a 4 dias post implantacion

En la figura 17 se observan fotomicrografias de cortes histologicos tefiidos
con Hy E a diferentes aumentos correspondientes a los 4 dias de evaluacion, donde
se observan en las cuatro condiciones las fibras del material implantado y moderado
infiltrado inflamatorio crénico para los cortes correspondientes al grupo control, en
los cortes correspondientes a Oxido de etileno y plasma presentan infiltrado
inflamatorio leve con células gigantes de cuerpo extrafio, siendo menos evidentes
en los esterilizados por plasma, en el caso de los cortes correspondientes a
radiacibn gamma se observa moderado infiltrado inflamatorio crénico también con

células de tipo cuerpo extrafo.

Respuesta a 10 dias post implantacion

En la figura 18 se observan fotomicrografias de cortes histoldgicos tefiidos
con H y E a diferentes aumentos correspondientes a los 10 dias de evaluacion,
donde se observa la presencia del material y alrededor moderado infiltrado
inflamatorio crénico para los cortes correspondientes al grupo control y abundantes
células gigantes multinucleadas de tipo cuerpo extrafio, en los cortes
correspondientes a radiacibn gamma y Oxido de etileno presentan infiltrado
inflamatorio severo con moderadas células gigantes de cuerpo extrafio, siendo

menos evidentes en los esterilizados por radiacion gamma, en el caso de los cortes
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correspondientes a plasma se observa moderado infiltrado inflamatorio crénico con

escasas células de tipo cuerpo extrafio.

4 dias post implantacion de andamios de PLA
10X | 20X

40X

Control

Ry

OE

H.O;

Figura 17. Fotomicrografias de cortes histologicos teflidas con H y E correspondientes a los 4 dias posteriores a la implantacion
de andamios de PLA a 7%. Fuente: Directa.
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10 dias post implantacién de andamios de PLA

10X 20X 7 40X

H202

)

Figura 18. Fotomicrografias correspondientes a los 10 dias post implantacion de los andamios de PLA al 7%. Fuente: Directa.
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Respuesta a 21 dias post implantacién

En la figura 19 se observan cortes histologicos tefiidos con H y E
correspondientes a los 21 dias de evaluacion, donde se observa diferentes
aumentos. En el grupo control se observa infiltrado inflamatorio cronico con
abundantes células gigantes de cuerpo extrafio, en los cortes correspondientes a
radiacion gamma y 6xido de etileno presentan infiltrado inflamatorio severo con
abundantes células gigantes de cuerpo extrafio, siendo menos evidentes en los
esterilizados por 6xido de etileno, en el caso de los cortes correspondientes a
plasma se observa una disminucion en el infiltrado inflamatorio asi como en las

células gigantes de tipo cuerpo extrafio.
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21 dias post implantacion de andamios de PLA
20X

10X

Control
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Figura 19. Fotomicrografias correspondientes a los 21 dias de evaluacion de los andamios de PLA al 7%. Fuente: Directa.
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8. Discusion

Algunos autores como Colorado y cols/*®) mencionan que los biomateriales
utilizados para interaccion directa con tejidos biolégicos, deben cumplir con ciertas
propiedades fisico-quimicas y biol6gicas, ademéas deben presentar baja toxicidad,
en el trabajo de Chachques y cols'", refieren que los biomateriales tiene un papel
principal en la bioingenieria de tejidos, porque deben servir no sélo de apoyo fisico
a las células, sino también tienen que proveer las sustancias quimicas y bioldgicas
necesarias para guiar el crecimiento, diferenciacion, implantacion, distribucion y
organizacion celular. Dichos biomateriales al ser implantados en el organismo
deben de estar libres de bacterias, hongos y/o virus. Es por ello, que en este trabajo
se estudiaron las diferentes técnicas de esterilizacion en los andamios de PLA al
7%, el cual es considerado un material de alta compatibilidad haciendolo un buen
candidato para su utilizacién en bioingenieria de tejidos, por tal motivo es necesario
dilucidar cual de las técnicas de esterilizacion cumplen con la mayoria de las
propiedades bioldgicas para lograr una interaccion directa con tejido biolégico, esto

encaminado en un futuro para lograr una traslacion a la clinica.

Algunos investigadores como Valente y cols/*?/, mencionan que en los andamios
esterilizados con 6xido de etileno, conducen a la pérdida de orientacion de las fibras,
resultando una modificacién en su morfologia de estructura superficial, asi como
una alta toxicidad y de los andamios, en los resultados obtenidos en este trabajo,
en la observacion por medio de Microscopia Electronica de Barrido (MEB), los
andamios esterilizados con este medio, coinciden en que la estructura superficial se

modifico formando pequefios cumulos, sin embargo, para las muestras de los
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andamios de PLA esterilizados por radiacion gamma con una dosis de 25 kGy, una
temperatura entre 30-40°C y una fuente de 60<°, las muestras modificaron su
superficie, ya que las fibras que la constituyen son de mayor cantidad, sin embargo
Valente y col, mencionan que no influye esta técnica en la morfologia o alineacion
de las fibras, contrastantemente estudios como el de Loo y cols®*’.. asi como en el
de Cottam y cols*®/, mencionan que debido a la formacion de radicales libres y la
posible reticulacion de las fibras del PLA, al ser esterilizadas por esta técnica, se
estén haciendo mas delgadas asi como el didmetro nanofibrilar del PLA con

respecto al andamio control.

Para el andlisis de las muestras esterilizadas con plasma (H202) Rediguieri y
cols?’!, mencionan que existe una conservacion de la morfologia de las fibras, asi
como su porosidad y su compaosicion quimica, en este estudio de investigacion, se
realizé la misma evaluacion para los andamios de PLA resultando que en la
estructura superficial el diametro de las nanofibras es muy parecido a los andamios
del grupo control; concordando con Rediguieri. Po otro lado, Silinder>® menciona

gue ésta técnica es apropiada para la esterilizacion de materiales termosensibles.

En las pruebas para determinar la composiciéon quimica y grupos moleculares
de los andamios nanofibrilares de PLA al 7%, por medio de FTIR, Valente y cols!*?,
mencionan que existe una cristalizacion de los andamios esterilizados por 6xido de
etileno, en el estudio de Rutala y cols!“®), mencionan que los tres métodos de
esterilizacion, radiacién y, EO y H202, modifican las propiedades fisicoquimicas de
los andamios de PLA, asi como también Bhatnagar y cols!’®, en su trabajo,

mencionan que aunque sea minimo, todas las técnicas de esterilizacion modifican
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de manera fisica y quimica el polimero, sin embargo, para los andamios de PLA al
7% incluidos en el presente trabajo, los resultados indican que no hubo una
modificacion significativa en la composicion en los esterilizados con las diferentes
técnicas en comparacion con el andamio control de nanofibras de PLA al 7%, y
quiza la cristalizacion sea solo un conglomerado del polimero debido a los
resultados obtenidos por FTIR, por lo que de manera quimica no se modifica este

polimero al someterlo a cualquiera de estas técnicas de esterilizacion.

En el estudio de Duch!®® menciona que el citrato de Ga® es un farmaco
radioactivo que posee una vida media de 78 horas y que tiene una concentracion
mayor del farmaco en donde existe inflamacion, esto debido a su adherencia a las
bacterias y leucocitos, sin embargo, para este trabajo basado en ratas, las horas de
vida media podrian estar lejos de lo reportado en la literatura, y aunque se encontro
captacion del concentrado del radiofarmaco en la zona donde se realiz6 la prueba
no existe una claridad para poder diferenciar las caracteristicas de las técnicas de
esterilizacion en los andamios injertados, asi como su respuesta inflamatoria, por
ello, proponemos que se siga estudiando esta técnica para obtener resultados mas

concretos.

En el estudio de Broon y cols!’’, mencionan que los tiempos de 4, 10 y 21 dias
de evaluacién y respuesta inflamatoria en tejido celular subcutaneo de rata Wistar
son convenientes para obtener resultados veridicos y de diferenciacion en células
inflamatorias, en el presente trabajo se obtuvieron resultados visibles a la diferencia
de dias, por lo que se esta de acuerdo con el autor en los tiempos de evaluacion

para poder determinar la respuesta inflamatoria de manera histologica.
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9. Conclusiones

Todas las técnicas de esterilizacion empleadas modificaron la estructura
superficial de las muestras, en mayor medida las sometidas a 6xido de
etileno, (formacion de cumulos).

La técnica de esterilizacion por radiacion gamma modifica el diametro de
las fibras haciéndolas méas delgadas.

Las diferentes técnicas de esterilizacion utilizadas no modifican la
composicién quimica de los andamios, en la evaluacion por FTIR.

Se encontré captacion del radiofarmaco en la zona de implantaciéon sin
embargo, es necesario realizar la cuantificacion de la dosis acumulada
para dilucidar por esta técnica el nivel de inflamacion.

De manera in vivo, los andamios esterilizados por plasma (H2032),
generaron una menor cantidad de células gigantes de tipo cuerpo extrafio
al dia 10 de evaluacion, en comparacién con los andamios esterilizados
por EO y radiacion y. Esta respuesta inflamatoria desaparecié al dia 21,
ademas, en este tipo de esterilizacién se observa una reabsorcion mas

rapida del material en comparacion con los demas métodos.

Con base en los resultados obtenidos de manera in vitro e in vivo los andamios

de PLA al 7%, esterilizados por plasma, dieron mejores resultados en comparacion

con los andamios esterilizados con los métodos de EO y radiacion y. Por ello, se

propone que para este tipo de muestra en especifico la esterilizacion con plasma

(H202) es la mejor estrategia a seguir en cuanto a esterilizacion.
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EVALUACION FISICOQUIMICA DE ANDAMIOS NANOFIBRILARES DE PLA ESTERILIZADOS POR DIFERENTES TECNICAS Y SU RESPUESTA INFLAMATORIA EN RATAS WISTAR
ISARAI MENDIETA BARRANON

11. Anexos
Documento de recoleccion de datos para ySPECT/CT

Estudio: Esterilizacion de andamios Fecha: 27/03/2017

Nombre Peso Dosis Hora de inyeccion
Rata 1 PLA 4D 2899 176.5 pCi 12:48pm
Rata 2 PLA 4D 2539 177.8 uCi 1:00pm
Rata 3 PLA 4D 2599 169 pCi 1:12pm

Estudio: Esterilizacion de andamios Fecha: 03/04/2017

Nombre Peso Dosis Hora de inyeccion
Rata 1 PLA 10D 2929 244.2 pCi 12:50pm
Rata 2 PLA 10D 2879 245.9 pCi 1:00pm
Rata 3 PLA 10D 3349 263.4 uCi 1:.07pm
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EVALUACION FISICOQUIMICA DE ANDAMIOS NANOFIBRILARES DE PLA ESTERILIZADOS POR DIFERENTES TECNICAS Y SU RESPUESTA INFLAMATORIA EN RATAS WISTAR

ISARAI MENDIETA BARRANON

Estudio: Esterilizacion de andamios Fecha: 03/04/2017

Nombre Peso Dosis Hora de inyeccién
Rata 1 PLA 21D 291¢g 236.4 uCi 12:27pm
Rata 2 PLA 21D 3369 239.7 pCi 12:19pm
Rata 3 PLA 21D 3429 240.1 pCi 12:35pm
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Glosario

Absorcion: (Lt. Absorptio) 1. Penetracion de un liquido en la estructura interna de
un sdlido y su retencion en el interior de este. 2. Captacion de liquidos por solidos,

o de gases por sélidos o liquidos.

Andamio: 1. Marco o elemento estructural que mantiene las células o tejidos juntos.

2. Soporte natural o artificial, que mantiene el contorno del tejido.
Autoignicién: Inicio de la combustién.

Biocompatible: Es la capacidad de un material para desarrollar una respuesta

adecuada en el huésped en una aplicacién especifica.

Biodegradable: Sustancia u objeto que se puede degradar mediante el accionar de

un agente bioldgico.

Bioingenieria: Ciencia que aplica los métodos de la ingenieria a la resolucion de
problemas biolégicos, mediante la combinacién de andamios, células y moléculas

biol6gicamente activas.

Escision: (Lt. Scissio, corte + onis, divisién) 1. Extirpacion de un 6rgano o tejido. 2.
Divisién, dislocacion, fisuracion, o desdoblamiento de un érgano o tejido mediante
incision.

Haz: Conjunto de rayos que emiten una fuente de luz.

Locomocién: Accion de trasladarse de un lado a otro.

Médulo elastico: Es un parametro que caracteriza el comportamiento de un

material elastico, segun la direccién en la que se aplica una fuerza.
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psi: Libra por pulgada cuadrada.

Radionucleido: Un nucleido inestable y que por tanto degenera emitiendo

radiaciones ionizantes.

Reticulacion: La reticulacibn es una reaccién quimica mediante el cual los
polimeros forman una red tridimensional por la unién de diferentes cadenas

poliméricas.

Termosensible: Que sufre cambios en respuesta a la temperatura externa.

Traccidn: Acto y consecuencia de tirar de una cosa con el objetivo de desplazarla

0 de conseguir que se mueva.
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