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Resumen

El tejido 6seo es un nanocompuesto constituido por proteinas (colagena) y por
minerales (nanocristales de HA). La Bioingenieria de tejido 6seo es vista como un
campo para desarrollar alternativas a los injertos 6seos convencionales; sin
embargo aun no se ha logrado aplicar completamente a la practica clinica como
consecuencia de que no se ha logrado mimetizar por completo la estructura
jerarquica del hueso. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un andamio
composite (PLA/SBA-15) utilizando la técnica Air Jet Spinning tratando de obtener

una morfologia y propiedades mecanicas similares a las del tejido éseo.

La ceramica mesoporosa tipo SBA-15 sintetizada fue sometida a XRD, FT-IR,
BET, SEM, EDS y TEM dando como resultado la confirmacion del material. EI PLA
comercial utilizado (192,000 g/mol, Nature Works D2002) se caracteriz6 mediante
FT-IR y SEM para corroborar que la técnica AJS no modificé su estructura.
Posteriormente se llevd a cabo la construccion del Composite PLA/SBA-15 a
diferentes concentraciones mediante la técnica AJS y fue caracterizado utilizando
las técnicas SEM, TGA, FT-IR, pruebas mecanicas y ensayo de toxicidad. Los
resultados obtenidos muestra que los composites a 0.1% y 0.15% presentaron un
mejor comportamiento mecanico en, mientras que a concentraciones mas
elevadas (0.5, 0.7 y 1%) disminuyé. En el ensayo de citotoxicidad se observé que
los composites elegidos permitieron una proliferaciéon celular similar a la del PLA,
lo que indica que no afecta el reconocimiento celular para su adhesion y

proliferacion.



ABSTRACT

Bone tissue is a nanocomposite consisting of proteins (collagen) and minerals (HA
nanocrystals). Bioengineering of bone tissue is seen as a field to develop
alternatives to conventional bone grafts; however still not been achieved fully
applied into clinical practice due that has not been achieved completely mimick the
hierarchic structure of the bone. The aim of this work was to develop a composite
(PLA / SBA-15) using the technique scaffold Air Jet Spinning trying to get a

morphology similar to the mechanical properties of bone tissue.

The ceramic mesoporous SBA-15 synthesized was subjected to XRD, FT-IR, BET,
SEM, EDS and TEM resulting in the confirmation of the material. The commercial
PLA used (192,000 g / mol, Nature Works D2002) was characterized by FT-IR and
SEM to confirm that the AJS technique did not change its structure. Subsequently
conducted Composite construction PLA / SBA-15 at different concentrations by
AJS technique and was characterized using SEM, TGA, FT-IR, mechanical testing
and toxicity testing techniques. The results shows that the composites to 0.1% and
0.15% had a better mechanical behavior, whereas at higher concentrations (0.5,
0.7 and 1%) decreased. In the cytotoxicity assay it was observed that composites
allowed chosen similar to that of PLA cell proliferation, indicating that does not

affect cell recognition for adhesion and proliferation.
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Introduccion POSGR/MDO

Introduccion

El tejido 6seo es el segundo tejido trasplantado con mayor frecuencia y la
demanda de nuevos materiales para la regeneracion de defectos 6seos en el area
meédica esta en aumento. Estos nuevos materiales deben ser capaces de
reemplazar y regenerar el tejido; actualmente se utilizan implantes metalicos y
poliméricos para los tratamientos de defectos vy fracturas Oéseas,
desafortunadamente, éstos presentan varias deficiencias; por un lado los
materiales metalicos utilizados presentan mas rigidez que el hueso natural y
después de cumplir su proposito tienen que ser retirados del cuerpo mediante una
segunda cirugia; por otro lado los materiales polimeros se caracterizan por la
pérdida de resistencia mecanica dentro del periodo de aplicacién.(”

Las caracteristicas que debe presentar un andamio ideal son: ser biocompatible,
osteoinductivo, osteoconductivo, poroso, asi como mecanicamente compatible con
el tejido 6seo; no obstante los andamios actuales sélo cumplen una parte de estos
requisitos, por lo tanto, la busqueda de mejores materiales continua. Una de las
soluciones propuestas puede ser la fabricacion de biomateriales en forma de
composites.

Los composites formados de polimeros reabsorbibles y nanoceramicas pueden ser
buenos materiales alternativos para la regeneracion de tejido 6seo, pues se piensa
que al unir estos materiales sus propiedades puedan ser superiores en

comparacion a los materiales convencionales.?

Osmar A. Chanes Cuevas 1
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Capitulo 1.- Antecedentes
1.1 Hueso

El tejido 6seo representa la parte mas importante del esqueleto. Desde el punto de
vista tecnoldgico es unico en cuanto a compendiar gran dureza y fortaleza con el
minimo peso posible. A pesar de su dureza y resistencia, el tejido 6seo posee
cierta elasticidad, que en conjunto, todas estas propiedades Ilo hacen
especialmente apto como material esquelético. El tejido 6seo, es una forma
especializada de tejido conectivo denso. Los componentes extracelulares sufren
calcificacion, lo que les da la dureza. El tejido 6seo provee al esqueleto de su
fortaleza necesaria para funcionar como sitio de insercidén y sostén de peso para

los musculos y dar cierta rigidez al organismo para protegerlo.(3)
1.1.1 Composicién y Estructura

Los huesos son auténticas matrices de nanocompuestos, principalmente
nanocristales de hidroxiapatita en una matriz rica de colagena, muy complejos y
con formas altamente especializadas para dar soporte mecanico y también sirven
de reserva de minerales, en particular de calcio y fosforo.®

La matriz del hueso esta compuesta por dos fases principales a escala
nanomeétrica: organica (proteinas) e inorganica (minerales), El mineral éseo esta
compuesto principalmente por hidroxiapatita y la parte proteinica por fibras de
colagena.

La colagena actua como base en la cual diminutos cristales planos de
hidroxiapatita se unen para formar el hueso. La colagena del hueso tiene una

estructura fibrosa tipica, cuyo diametro varia entre 50 y 500 nm.® De manera

Osmar A. Chanes Cuevas 3



Capitulo 1.- Antecedentes
similar, la hidroxiapatita en el mineral del hueso esta en forma de nanocristales de
dimensiones entre 4 , 50 , 50 nm.®

En el mineral del hueso también se encuentran otros elementos que intervienen en
funciones metabdlicas entre los que estan el sodio, magnesio, fluoruros, cloruros y
potasio. El principal papel de los minerales es dotar de dureza y rigidez al hueso,
mientras que la colagena la dota de resistencia a la tracciéon y flexibilidad. Se
piensa que la clave para la resistencia de los huesos es la compleja estructura
jerarquica en la cual se organizan con un auto-ensamblado. Es importante
puntualizar que los minerales no estan directamente ligados a la colagena, sino
ligados a través de las proteinas no colagenas, que conforman entre el 3 % y 5 %
de la composicion del hueso, y proveen emplazamientos activos para la
biomineralizacién y union celular.”)

La cantidad de agua presente en los huesos es un factor importante para
determinar su comportamiento mecanico. Los lipidos también son necesarios para
las funciones celulares y suponen un 2 % del hueso, ademas juegan un papel
importante en la biomineralizacion. El grado de biomineralizacion es el factor mas
importante para determinar las capacidades mecanicas del hueso.

El hueso puede ser considerado como la union de varios niveles de unidades
estructurales jerarquicas, diseiadas elegantemente en varias escalas, de macro a
nano, para cumplir multiples funciones.®

Cuando el hueso se deposita inicialmente es estructuralmente débil vy
desorganizado. Pero al cabo de pocos dias el hueso original se convierte en

hueso laminar. A nivel macroestructural el hueso laminar maduro se distingue en

Osmar A. Chanes Cuevas 4



Capitulo 1.- Antecedentes
compacto y esponjoso. Como indican sus nombres se diferencian en su densidad
y se organizan con poros a multiples niveles, de macro a nano, para el
establecimiento de multiples funciones, incluido el transporte de nutrientes,
oxigeno vy fluidos corporales. El hueso esponjoso o trabecular ocupa cerca del
20% del hueso total, es mas ligero, tiene mayor porosidad y concentracién de
vasos sanguineos que el hueso compacto; el diametro de los poros puede ser de
micrometros a milimetros. En cambio el hueso compacto es mucho mas denso y
ocupa el 80% del hueso total, tiene menor porosidad y concentracién de vasos
sanguineos.®

1.1.2 Propiedades Mecanicas del Hueso

El sistema esquelético tiene como funcién conferir al cuerpo humano una
estructura que por un lado sea rigida, lo que le permite mantener la forma, y por
otro esté articulada, facilitandole los movimientos. Asi mismo sirve de punto de
anclaje al sistema muscular permitiendo que éste realice su funcidon. Esta
sometido, por tanto, a las fuerzas estaticas del peso del cuerpo y a las dinamicas
de la acciéon muscular y los ligamentos. Compuesto por un elemento fuerte y
variado (hidroxiapatita) incrustado en uno débil y flexible (colagena). El sistema
esquelético soporta cargas de diferentes tipos debido a las diversas actividades de
un individuo, tanto compresivas como de traccion 6 de cizalladura. Las
propiedades mecanicas difieren en los dos tipos de hueso. El hueso cortical es
mas rigido que el hueso esponjoso, soportando mayor esfuerzo pero menos
deformacion antes del colapso. El hueso esponjoso in vitro puede soportar hasta

un 50% de deformacién antes de empezar a deformarse, mientras que el hueso

Osmar A. Chanes Cuevas 5
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cortical cede y se fractura cuando la deformacion excede de 1.5 a 2.0 %. Debido a
su estructura porosa, el hueso esponjoso tiene gran capacidad para el
almacenamiento de energia.(g) La diferencia fisica entre los dos tipos de tejidos
0seos se cuantifica en términos de la densidad aparente del hueso, que se define
como la masa de tejido 6seo presente en un volumen de hueso (gramos por
centimetro cubico [g/cm3]). En la Figura 1 se detalla las cualidades tipicas de
esfuerzo-deformacioén del hueso cortical y esponjoso con diferentes densidades
4seas medidas bajo condiciones similares.®

Densidad Aparente

----- 0.30 gfec

= = - 0.90 glcc
Hueso Cortical — 1.85 g/cc

Esfuerzo (MPa)

. -
- s e

Deformacion (%)

Figura 1.- Curva tensién-deformacién del hueso cortical y esponjoso

El hueso cortical humano es considerado como un material ortotrépico, la
resistencia mecanica del hueso, depende de la direccidn en la cual es cargado el
hueso (flexiéon, compresién o traccion). Por todo esto, no es posible especificar la
resistencia o las propiedades elasticas del hueso cortical con un unico valor. Una
mejor forma es examinar la curva de esfuerzo-deformacién para el tejido dseo bajo
circunstancias de medicion; en la Figura 2 se observa una comparacion de las

curvas de esfuerzo-deformacion entre el metal, cristal y hueso.®

Osmar A. Chanes Cuevas 6



Capitulo 1.- Antecedentes PO

f Metal

Cristal

Esfuerzo

Hueso

Deformacion

Figura 2.- Curva esquematica de tensién-deformacion para tres
diferentes materiales en el que se observa el comportamiento
mecanico de cada uno.

Las variaciones en la rigidez se reflejan en las diferentes pendientes de las curvas
en la region elastica. El metal tiene la pendiente mas grande y es por tanto el
material mas rigido. La porcion elastica de la curva para el vidrio y el metal es una
linea recta, mostrando un comportamiento linealmente elastico; el hueso
practicamente no cede hasta que se alcanza el limite de elasticidad. En
comparacion, la medicion precisa del hueso cortical muestra que la proporcidn
elastica de la curva no es recta sino ligeramente curveada, indicando que el hueso
no es linealmente elastico en su comportamiento, si no que se tensa algun punto

durante la carga en la region elastica.('”

Osmar A. Chanes Cuevas 7



Capitulo 1.- Antecedentes
La tabla 1 detalla las propiedades mecanicas de los biomateriales seleccionados

para la comparacion.®1?

Tabla 1.- Propiedades mecanicas de diferentes biomateriales

Material Esfuerzo final Moédulo Elastico Elongacién
(MPa) (GPa) (%)

Metales
Aleaciones Co-Cr

% Férula 600 220 8

% Forja 950 220 15
Acero inoxidable 850 210 10
Titanio 900 110 15
Ceramico
Alimina 300 350 <2
Bioldgico
Hueso cortical 50-150 10-15 1-3
Hueso esponjoso 1.5-50 0.1-0.2 2-4
Tendén, ligamento 20-35 2-4 10-25

1.1.3 Injertos para la regeneracion 6sea

La regeneracion tisular es la respuesta que consigue la restitucion integra del
tejido, a diferencia de la reparacién, donde el tejido que se forma es un tejido
fibrético, con caracteristicas diferentes al original. En este sentido el hueso es el
unico tejido del organismo, a excepcion del tejido embrionario, que se restituye

totalmente tras una lesion."" La regeneracion 6sea origina una respuesta en la

Osmar A. Chanes Cuevas 8




Capitulo 1.- Antecedentes POSGRADOR
que estan involucrados los vasos sanguineos, las células y la matriz extracelular.
Dentro de los materiales de sustitucion ésea se encuentran los autoinjertos, los
aloinjertos y los xenoinjertos. El hueso autégeno sigue siendo considerado hoy en
dia como el estandar de oro ya que éste cumple con todos los requisitos fisicos,
quimicos y bioldgicos, independientemente de sus inherentes limitaciones
(disponibilidad, dolor postoperatorio).'? Dentro de las caracteristicas bioldgicas
que presenta el hueso autdbgeno se encuentra el potencial osteogénico, donde las
células del sitio donante permiten sintetizar nuevo hueso en la zona que se realiza
el implante; también presenta la capacidad de osteoinduccién, en donde se forma
nuevo tejido 6seo mediante la utilizacion de células troncales vecinas del sitio
donante, en el que se diferencian en células formadoras como son los
osteoblastos, y por ultimo posee la capacidad de osteoconduccién, la cual permite
guiar la formacion del tejido. Todas estas caracteristicas deben estar presentes en
un material de sustitucion ésea ideal.!"

La alternativa mas comun al material de injerto autdégeno son los injertos
alogénicos (organismos de la misma especie) y los xenoinjertos (especies distintas
por ejemplo bovino). Los aloinjertos presentan la desventaja de su baja
disponibilidad y de la posibilidad de trasmision de infecciones mientras que los
xenoinjertos las dudas que surgen son: la respuesta inmunolégica del huésped

que pueda presentar y la posibilidad de transmision de infecciones.

Osmar A. Chanes Cuevas 9
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Capitulo 1.- Antecedentes
1.2 Polimeros Biodegradables

Los polimeros biodegradables son uno de los biomateriales primarios y comunes
que se utilizan para la reparacion 6sea en la ingenieria de tejidos.
Estos polimeros biodegradables requieren una interaccién éptima a nivel celular
para obtener un resultado positivo el cual es la formacion de un tejido funcional.("®
Existen algunos criterios para polimeros biodegradables con el fin de ser utilizados
con éxito para aplicaciones de reparacion de hueso y de ingenieria de tejidos:
(i) La superficie del polimero debe permitir la adhesion celular y el
crecimiento del tejido
(i) Después de la implantacién in vivo, no deberia haber ninguna respuesta
inflamatoria o téxica hacia el polimero o sus productos de degradacion.
(i)  Tener alta porosidad y que esté interconectado.
(iv)  Tener buena area superficial y un espacio adecuado para la matriz
extracelular.
(V) Ser degradable.
(vi)  El material polimérico debe permitir el procesamiento reproducible de
estructuras tridimensionales (3D). (%6)
En base a su origen los polimeros biodegradables pueden clasificarse como
naturales y sintéticos, Los polimeros biodegradables naturales pueden ser:
++ Polisacaridos: almidon, alginato, quitina / quitosano, derivados de acido
hialurénico.
% Proteinas: colagena, geles de fibrina, seda, de soja.

No obstante el uso y aplicaciones de estos biopolimeros naturales llegan a
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restringirse debido a su elevada actividad fisiolégica, tasa de degradacién
desconocida y bajas propiedades mecanicas.'?

Por otro lado, los polimeros sintéticos pueden ser producidos en condiciones
controladas vy, por tanto, presentan propiedades fisicas predecibles vy
reproducibles, tales como resistencia a la traccion, modulo de elasticidad y tasa de
degradacion etc.; ademas de la ventaja de controlar las impurezas del material.
Respecto a su biodegradabilidad, la tasa de degradacion controlada es muy
beneficiosa para las aplicaciones clinicas.?? La degradacion de los materiales
poliméricos se puede modificar cambiando su composicién estructural y la técnica
de fabricacion.?" El proceso Yy tiempo de degradacion se ve afectado por varios
factores: como lo es su composicion molecular, peso molecular y la
cristalinidad.® Los tipos de mondmeros que componen el material polimérico
también pueden afectar a la sensibilidad de los enlaces hidrolizables. En las
cadenas mas largas del polimero, que son las cadenas mas hidroliticas, se
requieren las rupturas de éstas para obtener la biodegradacion. Desde el punto de
vista de la cristalinidad, esta propiedad es la que mide la organizacion, las
interacciones y el embalaje del polimero, ya que también afecta a la
biodegradacion, los polimeros cristalinos poseen una vinculacion mas fuerte inter-
e intra- molecular, es por ello que se degradan mas lento en comparacion con los

polimeros amorfos.®®
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1.2.1 Poli (acido lactico)

El Poli (acido lactico) es un polimero termoplastico que forma parte de los
poliésteres a-hidroxiacidos (Figura 3), siendo su precursor el acido lactico; éste
polimero ha sido estudiado por cerca de 50 anos y es el polimero biodegradable
mas utilizado en los ultimos anos, fue descubierto en 1780 por el quimico sueco,

Scheele.®

CH,

CH C 04—

Figura 3.- Estructura quimica del PLA

Durante la década de los 60°s, se documentd por primera vez su uso en aplicacion
médica ya que fue utilizado como sutura y en varillas para la reparacion de
fracturas mandibulares en perros.®)

Su precursor, el acido lactico, es una molécula quiral que se encuentra en dos
formas esteroisoméricas, el cual puede dar lugar a diferentes tipos poliméricos del
PLA, los cuales pueden ser: PLA-, PLA-p, PLA-p y PLA-meso.!"®

El PLA-_ y el PLA-p son polimeros esteroregulares, el PLA-p es un polimero

racémico resultante de la mezcla del acido lactico L y D, mientras que el PLA-

meso se obtiene del anillo lactida-D, L.
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Las propiedades quimicas de estos polimeros permiten que su degradacién sea a
través de hidrdlisis de la des-esterificacion de sus enlaces, degradandose a
componentes monomeéricos que pueden ser convertidos en glucégeno o ser
incorporados al ciclo acido tricarboxilico y ser excretados por los pulmones como
‘o (26)
agua y dioxido de carbono.
El PLA-. es un polimero altamente cristalino haciéndolo mas resistente a la
hidrolisis en sus enlaces, mientras que el PLA-p y el PLA-pL son polimeros
amorfos haciéndolos mas sensibles a la hidrdlisis en sus enlaces, provocando asi
.y . . (27,28)
que su degradacion se realice en poco tiempo.
Por todas estas caracteristicas, el PLA ha sido aprobado por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés)(zg) para su uso con
aplicaciones médicas, al mismo tiempo de que es una alternativa sostenible a los

productos quimicos derivados del petrdleo y puede ser obtenido a través de

recursos renovables.®?
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1.3 Generalidades de las Ceramicas Mesoporosas

Las ceramicas mesoporosas son importantes debido a sus aplicaciones como
catalizadores, adsorbentes, soportes, peliculas mesoporosas, entre otros. Tal
importancia radica en la estabilidad térmica, accesibilidad a los grupos silanol de la
superficie y a las caracteristicas estructurales asociadas con tales medios, es
decir, los millones de huecos microscépicos (de muy diversas formas y tamafos)
que constituyen al medio poroso, proporcionando el espacio adecuado para que
las moléculas puedan transportarse hacia los sitios activos en donde reaccionan o
se intercambian con otras moléculas.®'=%

Los materiales porosos se definen en términos de sus propiedades de adsorcion.
De acuerdo a la definicién de la IUPAC®® los sdlidos porosos se dividen en 3
clases: microporos (< 2 nm), mesoporos (2-50 nm) y macroporos (> 50 nm)

(Figura 4)©"

d<2nm 2nm<d <50 nmn d >3 nm

IUPAC  Microporosidad Mesoporosidad Macroporosidad

Vi:lricspnfy/\

f i i Solidos pilaradog
-
¥y materiales afines

05 1 5 10 30 100
Diametro de poro {ram)

Figura 4.- Clasificacion de los sélidos porosos de acuerdo a la IUPAC
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El desarrollo de sélidos mesoporosos (poros entre 2 y 50 nm) por Zhao et al.®®4%
en 1998 fue un avance considerable en la obtencion y estudio de materiales
mesoporosos ordenados (MMO). A partir de plantillas de polimero se han
sintetizado silices ordenadas en muchas formas: como fibras, laminas continuas,

varillas, membranas, monolitos, esferas y mas. ")

Usando copolimeros
comerciales de tres bloques no id6nicos como tensoactivos, se han logrado
desarrollar materiales de 6xido de silicio (SiO2) con un arreglo ordenado de
mesoporos en un intervalo de 4.5 a 30 nm y paredes con espesores de 3.0 a 7.0
nm. Estos nuevos sodlidos se designaron como materiales SBAs, acronimo de

Santa Barbara, la Universidad donde el grupo de Stucky los desarrollé por primera

vez.“¥
1.3.1 Mesoporosos Ordenados

La sintesis del primer material mesoporoso ordenado se describidé en una patente
archivada en 1969.“% Sin embargo, debido a la falta de analisis estos primeros
cientificos no determinaron apropiadamente las caracteristicas del material
obtenido. En 1992 se obtuvo el mismo material por cientificos de la compania
Mobil Corporation.“%4”) EI MCM-41 (Mobil Composition of Matter 41) posee un
arreglo hexagonal altamente ordenado de poros cilindricos unidimensionales con

una distribucion estrecha de tamaro de poros (Figura 5).

Osmar A. Chanes Cuevas 15



Capitulo 1.- Antecedentes POSGR/DO!

Figura 5.- Imagen esquematica tipica de materiales MCM-41, donde se
observa la forma hexagonal y los poros cilindricos.

La familia de M41S consistio originalmente de tres materiales distintos con
arreglos regular de canales acomodados en una fase hexagonal (MCM-41), cubica
(MCM-48) o lamelar (MCM-50), con la morfologia final determinada por la
proporcion silice/tensoactivo de la solucion inicial.

Estos materiales fueron preparados por hidrdlisis de una fuente de silice adecuada
en la presencia de agentes tensoactivos catidnicos, tales como
alquiltrimetilamonios, seguido por la eliminacion cuidadosa de la plantilla por
tratamiento térmico.“®)

El arreglo hexagonal de poros uniformes puede visualizarse por MET, como se
muestra en la Figura 6.47 Los tamafios del poro varian normalmente entre 2 y 10
nm dependiendo de la longitud de cadena de tensoactivo, aunque también se
pueden obtener tamafios de poro mas grandes con la expansion del tamafio de la
micela de tensoactivo por la adicion de moléculas organicas expansoras tales
como 2, 4, 6-trimetilbenceno (mesitileno) o bien pos tratamientos. Ademas, el

espesor de pared de poro normalmente oscila entre 0.7 y 1.1 nm.“"
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Los materiales mesoporosos de 6xido de silicio en ocasiones se describen en la
literatura como sélidos cristalinos debido a su gran periodicidad de alcance; sin
embargo, esta idea no es muy correcta debido a que las paredes del poro de los
materiales consisten en silice amorfa, con orden de corto alcance. No obstante, el
arreglo regular de los poros puede ser considerado como un tipo de "super
estructura" con gran alcance de ordenamiento. EI MCM-41 exhibe gran intervalo
de periodicidad en dos direcciones. El grado de ordenamiento puede ponerse en
evidencia por Difraccion de Rayos X donde las reflexiones de Bragg pueden ser

detectadas a bajo angulo de 26, como se puede observar en la Figura 6.49

I wa Bl A4

Figura 6.- Patron de Difraccion de Rayos X, en el que puede
observarse las reflexiones caracteristicas de un arreglo hexagonal

Las reflexiones observadas en los materiales MCM-41 son debido al arreglo
hexagonal ordenado de las paredes de los poros paralelos y pueden ser
indexadas en una celda unitaria hexagonal p6mm. Los conceptos de materiales
mesoporosos se extienden también a redes diferentes a las de silice, tales como
las de los Oxidos de titanio, zirconio y estano, entre otros Sin embargo, la
eliminacién de la plantilla y la estabilidad de las redes inorganicas representan, en

este ultimo caso, problemas no triviales.“®
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1.3.2 Ceramica Mesoporosa SBA-15

Zhao y cols.®®* fueron los primeros en sintetizar el SBA-15 donde utilizaron
como tensoactivos copolimeros tribloque del tipo PEONPPOmMPEOnN para preparar
materiales mesoporosos. Sobre estos materiales las unidades de PEO vy las
especies catidnicas de la silice son ensambladas por medio de interacciones
electrostaticas en medio acido. Dependiendo del tamafo del grupo PEO, se
obtienen estructuras sea de tipo hexagonal (SBA-15) o cubico (SBA-16) y que en
comparaciéon con el MCM-41, el SBA-15 tiene un espesor de pared mayor (2 a 6
nm) y su diametro de poro puede variar de 3 a 30 nm dependiendo de las
condiciones de sintesis. 3%

Se sabe que para la formaciéon de SBA-15 utilizando como tensoactivo P123, las
cadenas de PEO a temperatura ambiente son hidrofilicas mientras que las
cadenas de PPO son hidrofébicas por lo que conducen a la formacion de micelas
cilindricas directas con la cadena de PEO por fuera. Por esta razén, los materiales
calcinados no sélo tienen mesoporos (diametro de 2 a 50 nm), sino que hay
también microporos (< 2nm), generados por las cadenas de PEO, interaccionando

entre ellas mismas (Figura 7).%%
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Figura 7.- Tensoactivo P123 en donde se observa la
formacion de micelas cilindricas.

Las caracteristicas del s6lido mesoporoso SBA-15 son:

i) ordenamiento hexagonal de mesoporos cilindricos (p6mm)

i) presencia de poros (< 2 nm) que conectan los canales mesoporosos
entre si.

iii) superficie con actividad quimica, que depende de la concentracion y la

distribucion sobre la superficie solida de los diferentes tipos de grupos

silanoles y siloxano (Figura 8).¢"°?)

[T 7 750,

Microporos Mesoporo
{1-3 nm)

2-50 nm Mesoporo

T 0,

Figura 8.- Estructura del SBA-15 en el que se muestra el arreglo hexagonal ordenado de poros
cilindricos.
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1.4 Generalidades de los Andamios

La finalidad de los andamios en el campo de la ingenieria de tejidos es servir de
soporte a las células para que proliferen y diferencien, por lo tanto su disefio y
desarrollo debe considerar factores biolodgicos y fisicos, entre los cuales se
encuentran las propiedades estructurales. La arquitectura de los andamios debe:
«+ Proporcionar a las células suficiente espacio para cumplir su funciéon de
generar nuevo tejido.
s Permitir el paso de fluido para transportar células, nutrientes, oxigeno, y
para eliminar desechos.

< Soportar las cargas mecanicas necesarias para estimular a las células.®*%%

Entre las propiedades estructurales mas importantes se encuentran la porosidad,
interconectividad entre los poros, el area superficial especifica y la distribucion del
tamafno de poro. A mayor porosidad, mayor espacio disponible para que las
células formen nuevo tejido y menor cantidad de material extrafio introducido en el
organismo. La interconectividad entre los poros es necesaria para permitir el paso
de fluido que como se dijo anteriormente permitir la quimiotaxis, los nutrientes y
oxigeno. Todos los poros deberian estar abiertos e interconectados. El area
superficial especifica representa el area por unidad de volumen disponible para

que las células se adhieran y formen nuevo tejido.®
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1.4.1 Sintesis de Andamios

La Matriz Extracelular (MEC) proporciona soporte estructural a las células,
ademas de cumplir otras funciones importantes. Muchas proteinas extracelulares
tienen estructuras fibrilares con diametro a escalas nano o sub-micrométricas. Por
ejemplo, la colagena que es la proteina de la MEC mas abundante de nuestro
cuerpo, posee una estructura fibrilar con diametros de fibra que oscilan entre 50 a
500 nm. Para que los andamios en el campo de la ingenieria de tejidos puedan
funcionar, éstos deben mimetizar la estructura y funcién biolégica de la MEC
nativa asi como la composicion quimica y sefalizacidon fisica.®

Es por ello que los investigadores han enfocado sus esfuerzos en desarrollar
andamios que mimeticen la estructura fibrilar de la MEC nativa. Actualmente
existen diferentes métodos para generar andamios nanofibrilares: autoensamblaje

molecular, separacion de fases, electrospinning, air jet spinning (AJS).*%®)

1.4.2 Técnica de Hilado por Propulsidén a Gas
La técnica de hilado por propulsién a gas (AJS, por sus siglas en inglés) es un
método que permite la producciéon de nano/micro-fibras. Se basa totalmente en el
uso de gas inerte (ej. Argon) a presion en el cual, una solucién polimérica es

eyectada a través de un atomizador, (Figura 9).¢”
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4y

Conector al tanque de gas

Figura 9.- Atomizador utilizado para la
técnica AJS

Esto le permite hilar (estirar) dicha solucion para crear fibras finas y al mismo
tiempo que estan siendo eyectadas el disolvente comienza a evaporarse y
continua haciéndolo después de que las fibras se depositan sobre el colector,
(Figura 10).%®

A diferencia del electrospinning que es otro método que permite obtener fibras a
nano- y mircro- escala, el AJS no requiere un equipo sofisticado para la fabricacién
de fibras, es un método que permite obtenerlas de manera rapida, en un solo paso

y a bajo costo.®?

Recolector

- : Compresor
Distancia P

Figura 10.- Imagen esquematica del funcionamiento de la técnica
AJS, en el que se observa la eyeccion del polimero a través de la
presion del gas.
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1.5 Andamios Composites

El incremento en la investigacion del campo en regeneracion 6sea ha llevado a
tratar de reparar los defectos 6seos resultados de infecciones, tumores y/o
traumas. Aunque varios tipos de materiales como los metalicos, polimeros y
ceramicos han sido evaluados por su potencial para ser sustitutos 6seos; sus
propiedades se encuentran aun lejos de las caracteristicas del hueso natural.

En los ultimos afos los composites polimero/ceramica han sido atractivos por la

cercania mimética al del hueso real.("
1.5.1 Composite PLA/SBA-15

El poli (acido lactico) (PLA) es un poliéster alifatico lineal ampliamente utilizado en
aplicaciones biomédicas, ya que es biodegradable, biocompatible, y no toxico para
el cuerpo humano. También esta aprobado por la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos (FDA) para aplicaciones en dispositivos ortopédicos.(ﬁo)

Por otro lado, también se utiliza como andamio para la regeneracion del tejido
6se0.61%) Sin embargo, su lenta cristalizacidn, su lenta degradacién, su baja
estabilidad durante la degradacion, y sus propiedades mecanicas relativamente
bajas han limitado las aplicaciones de este polimero, en particular como material
de soporte.®®

Es por ello que las nuevas direcciones en investigacion de este polimero han
propuesto la preparacion de composites con refuerzos inorganicos como una

alternativa conveniente.©7:6%)

Los ceramicos mesoporosos son materiales sintéticos con disposiciones
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ordenadas de canales y cavidades de diferentes geometrias. Un ejemplo es el
SBA-15, un material mesoporoso sintetizado utilizando tensoactivo de copolimero
tribloque como una plantilla en condiciones acidas®®; poseen grandes diametros
de poro (5-30 nm), area de superficie alta (600-1000 m2 / g) y exhibicion altamente
ordenadas mesoestructuras hexagonales 2D con canales cilindricos uniformes.
Estas caracteristicas representan una ventaja en comparacidon con otros
compuestos inorganicos no porosos. Ademas, los poros se pueden llenar con las
macromoléculas poliméricas, que promueven las interacciones intimas vy
estabilidad fisica entre el polimero y la fase inorgénica.(ﬁg)

Vallet-Regi et al informé de los estudios in vitro que compararon el
comportamiento bioactivo de SBA-15 con otros materiales mesoporosos.(m) Este
comportamiento fue asignado a la presencia de grupos silanol en la superficie
SBA-15, que actué como sitios de nucleacion para la formacion de apatita;m) la
apatita formada fue evaluada y se consideré que era adecuado para aplicaciones
biomédicas tales como la regeneracion de tejido 6seo.

En términos generales, los composites resultantes presentaran propiedades
mecanicas y térmicas mejoradas, asi como el grado de cristalizacion y la

resistencia a la degradacion hidrolitica.!®
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2.1 Planteamiento del problema

La creciente incidencia de trastornos 6seos se ha traducido en la necesidad de
terapias mas eficaces para satisfacer esta demanda, agravada por el aumento de
una poblacion que envejece. En la actualidad los tratamientos mas utilizados para
la reparacion de fracturas de hueso incluyen autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos.
Sin embrago en muchas ocasiones debido a la naturaleza del defecto se
encuentra limitado su uso; por otro lado, existen varios materiales sintéticos como
son los metalicos, poliméricos y bioceramicos que se han evaluado para la
regeneracion 0sea; pero, su comportamiento individual se encuentran aun muy

lejos al del hueso natural.

2.2 Pregunta de Investigacion

¢ La técnica de hilado por propulsion a gas permitira el disefio y construccidén de un
andamio composite de PLA/SBA-15 como uso potencial en la ingenieria de tejidos

mineralizados?

2.3 Justificacion

El tejido 6seo puede categorizarse como un nanocompuesto constituido por
proteinas (colagena, laminina, fibronectina) y por una fase inorganica
(nanocristales de HA). La ingenieria de tejido 6seo es vista como un campo para
desarrollar alternativas a los injertos 6seos convencionales para la reparacion o

reconstruccion de defectos 6seos mediante el desarrollo de biomateriales; sin
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embargo, aun no ha logrado la traduccién completa en la practica clinica como
consecuencia de que no se ha logrado mimetizar por completo la estructura
jerarquica del hueso. Es por ello que se pretende desarrollar un andamio
composite polimero/ceramica (PLA/SBA-15) que permita utilizar tanto las
caracteristicas de este polimero como las de la ceramica a la vez, pretendiendo
asi obtener un andamio con morfologia y propiedades mecanicas similares a las
del tejido 6seo, y con ello, tratar de mimetizar la funciéon y composicién jerarquica

de este tejido.

2.4 Hipétesis

La técnica de propulsion a gas permite la sintesis de un andamio composite de

SBA-15/PLA como uso potencial en la ingenieria tisular de tejido éseo.

2.5 Objetivo General

Sintetizar un andamio composite fibrilar a partir de Poli (acido lactico) y ceramica

mesoporosa tipo SBA-15 por medio de la técnica de hilado por propulsion de gas.

2.6 Objetivos Especificos

e Sintetizar la ceramica mesoporosa del tipo SBA-15.
e Caracterizar mediante SEM, EDS, FT-IR, XRD, TEM, BET y TGA la
ceramica SBA-15 sintetizada.

e Determinar los parametros de distancia del Poli (acido lactico) a diferentes
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concentraciones con el fin de estudiar su morfologia; organizacion y
diametro de fibras; para disefar y fabricar posteriormente el andamio
composite de PLA/SBA-15.

e Caracterizar el andamio composite PLA/SBA-15 mediante las técnicas de
SEM, FT-IRy TGA.

e Evaluar las propiedades mecanicas del andamio composite PLA/SBA15.

e Evaluar la citotoxicidad al andamio composite PLA/SBA-15 mediante la

prueba CCK-8.
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3.1 Sintesis del SBA-15
El material SBA-15 se sintetizd siguiendo el procedimiento descrito por Zhao y
cols.®8%9) En una botella de vidrio con tapén sellador marca SIMAX de 500 mL se
pesaron 8 g de Pluronic 123 a los que posteriormente se le afadieron 276 mL de
agua. La mezcla se colocé en un bafo de glicerina a 45 °C, para que en el interior
de la botella la temperatura aproximada fuera de 35 °C, bajo agitacion magnética
vigorosa y se adicionaron 20.6 mL de HCI al 37 %. A continuacion se cerré la
botella y se dejé agitando hasta la disolucion del surfactante (24 h
aproximadamente), se adicioné 1.0 mL de etanol para facilitar el proceso de
disolucion del surfactante. Una vez disuelto el surfactante, se afiadieron 16.4 mL
de TEOS. Transcurridos unos minutos, se tap6 el recipiente y se dejé reaccionar
durante 24 h a 35 °C. Concluido este tiempo, la botella se saco del bafio y se
introdujo en una estufa a 100 °C durante otras 24 h. Finalmente, el material se
filtré y se dejo secar 24 h a 60 °C.

Para la eliminacién del surfactante (Pluronic 123) se realizaron 10 extracciones
mediante lavados con soluciones, las extracciones se llevaron a cabo cada 24 h

como lo muestra la tabla 2.
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Tabla 2.- Secuencia de lavados para la eliminaciéon del surfactante

Extraccion Solucién Relacién Descripcion
1 Isoctano/Etanol 70:30
2 Acetona/H»0 60:40
ionizada
3 Isoctano/Etanol 50:50
4 Acetona/H,0 40:60 Se agrega la solucion a la botella de
ionizada vidrio que contiene la ceramica, se deja
5 Isoctano/Etanol 60:40 en agitacion magnética durante 8 h, una
6 Acetona/H,0 50:50 vez transcurrido este tiempo se lleva a
ionizada cabo la filtracion del material y se coloca
7 Isoctano/Etanol |  60:40 en una estufa a 60 °C.
8 Acetona/H,0 50:50
ionizada
9 H0 ionizada 100%
10 H20 ionizada 100%
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3.2 Técnicas de Caracterizacion
Una vez sintetizado la ceramica SBA-15 se procedié a caracterizarla utilizando
diferentes técnicas: microscopia electronica de barrido, espectroscopia por
dispersion de energia de rayos X, espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier, difraccibn de rayos X, microscopia electronica de transmision,

porosimetria de adsorcion de N y analisis termogravimeétrico.

3.2.1 Microscopia Electronica de Barrido y EDS
Se utilizé un microscopio electronico de barrido marca JOEL JSM 7600F para
obtener las micrografias SEM y poder observar la morfologia de la ceramica SBA-
15, asi mismo se realizd6 un analisis quimico utilizando espectroscopia por
dispersion de energia de Rayos X (EDS), el cual permiti6 analizar
semicuantitativamente los elementos presentes. El voltaje de operacién fue de 10
kV; las muestras se prepararon previamente con un recubrimiento de pelicula de
oro mediante la pulverizacion catédica asistida por plasma para favorecer la

conductividad.

3.2.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
Se realizaron pastillas al 1% del material mezclando con bromuro de potasio (KBr).
Tanto el KBr como la ceramica SBA-15 fueron pesados en una balanza analitica y
posteriormente molidos en un mortero de agata para homogenizar ambos
materiales. Las pastillas se realizaron colocando el polvo previamente

homogenizado en una pastilladora que fue sometido a una prensa hidraulica,
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realizando una precarga de 100 psi por 30s y después de 3000 psi por 90s.
Después se coloco en un portapastillas del equipo Nicolet Nexus FTIR 760 para

poder realizar la lectura de 400 a 4000 cm™.

3.2.3 Difraccion de Rayos X
La ceramica SBA-15 fue colocada en un portamuestra y analizada en un
difractometro de Rayos X Philis X'Pert con geometria Bragg-Brentano, operando
la radiacién CuKa (A=1.5406 A) El difractograma se obtuvo a bajo angulo (0.6-

10.0°).

3.2.4 Microscopia Electronica de Transmisiéon
La preparacion se llevd acabé diluyendo una cantidad muy pequefia de muestra
en un disolvente (acetona); posteriormente se buscé la maxima dispersion
sumergiendo la solucién en un bafo de ultrasonido por 30 minutos, a continuacion
se depositd una gota sobre una rejilla filmada con carbono y se dejo secar. La
muestra fue analizada en un microscopio electrénico de transmision marca JOEL

JEM-2100.

3.2.5 Analisis de tamaino de poro y area superficial
Para conocer las propiedades texturales (superficie especifica y diametro de poro)
de la ceramica SBA-15 se recurre a la adsorciéon y desorcion de gases inertes, en
este caso N,. Para realizar estas medidas se empled un porosimetro de adsorcion

de N2 Quantanchrome Autosorb IQ2 operado desde 10 a 127 kPa a la temperatura
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del N liquido (-196°C). Antes de realizar las medidas se desgasificé a vacio a una
temperatura de 60°C durante 10 horas; con esta técnica fue posible obtener el
parametro de area superficial calculada con la ecuacion de Brunauer-Emett-Tller
(BET); a partir de las isotermas de adsorcion y desorcién se pudo conocer el
tamano de poro de la ceramica SBA-15, para ello se empled la ecuacién Barret-

Joyner-Halenda (BHJ).

3.2.6 Analisis Termogravimétrico
El analisis se realizé en un equipo Hi-Res TGA 2950 TA Instruments entre 20 y
500°C con un flujo constante de Nitrogeno de 100mL/min, y una rampa de

calentamiento de 10°C/min, para este ensayo se utilizé un crisol de a-alumina

como referencia.

Osmar A. Chanes Cuevas 34



| ,UN,..«:’\’J Mg
POSGR/IDO

Capitulo 3.- Materiales y Métodos

3.3 Sintesis de andamios de Poli (acido lactico) mediante la técnica AJS

3.3.1.- Preparacion de Soluciones del PLA.

Se utiliz6 PLA comercial (192,000 g/mol, Nature Works D2002) para la
construccion de andamios fibrilares, se prepararon concentraciones de 6, 7, 10, y
15% (peso/volumen) que fueron evaluadas posteriormente y se seleccion6 una
sola concentracidn para usarla en la construccion del andamio composite.

El proceso de elaboracién de los andamios fibrilares de PLA consistié como se
menciond anteriormente, en la preparacion de cuatro soluciones poliméricas 6, 7,
10, y 15% (peso/volumen) utilizando como solvente una combinaciéon de 3:1
cloroformo-etanol; una vez pesado los 6, 7, 10, y 15 g de PLA y contenidos cada
uno en un frasco de 200 mL con barra magnética, se agregd 75 mL de cloroformo
y se dejé en agitacidon magnética por 12h para que se disolvieran los granulos del
PLA, una vez transcurrido este tiempo se adicionaron 25 mL de etanol, repitiendo

la agitaciéon por 60 minutos.

3.3.2 Sintesis de andamios de PLA mediante la técnica AJS
La técnica AJS se basa totalmente en el uso de gas inerte (Argon) a presién que
esta siendo dispensado a una velocidad extrema con el fin de estirar (hilar) la
solucién de polimero en fibras ultrafinas en la salida de la boquilla de un
atomizador (Figura 10); al mismo instante en que se eyecta la solucion del
polimero el disolvente comienza a evaporarse y continua haciéndolo despueés de

que las fibras se depositan sobre un sustrato.
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Recolector

: : Compresor
Distancia P

Figura 10.- Imagen esquematica del funcionamiento
de la técnica AJS que consiste en la eyeccion del
polimero mediante la presion a gas.

El equipo necesario para realizar esta técnica consiste en:
Un atomizador
Un recolector
Un tanque de gas comprimido
Solucion del polimérica
En la tabla 3 se observa las condiciones necesarias para obtener andamios de

PLA utilizando la técnica de AJS.

Tabla 3.- Condiciones estandarizadas para la obtencién de nanofibras

Polimero | Concentracion % Solvente Presion (PSI) Distancia (cm)
(Peso/Vol)
PLA 6 CHCI;:ETOH (3:1) 30 11
PLA 7 CHCI;:ETOH (3:1) 30 11
PLA 10 CHCI;:ETOH (3:1) 30 11
PLA 15 CHCI;:ETOH (3:1) 30 11
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3.4 Técnicas de Caracterizacion

3.4.1 Microscopia Electronica de Barrido
Las muestras obtenidas de los andamios de PLA fueron recortadas en forma
cuadrada (0.5 cm x 0.5cm) y colocadas sobre barriles de aluminio y cinta carbén
para la toma de micrografias en un microscopio electronico de barrido marca

JOEL JSM 7600F.

3.4.2 Medicién del diametro de fibras
Las micrografias SEM de los andamios de PLA fueron insertadas en el software
“Image J” el cual permitié analizar el diametro de las fibras. En total se llevaron a

cabo 150 mediciones por cada porcentaje de PLA.
3.4.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

La identificacion de grupos funcionales presentes en los andamios de PLA se
realizd mediante FT-IR en un espectrofotometro PerkinElmer GIadiATRTM, el cual
posee un sistema de reflectancia total atenuada (ATR), que dispone de un soporte
con cristal de diamante, permitiendo realizar las mediciones de manera facil,

rapida y directa, pues no se requiere una preparacion previo al analisis.
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3.4.4 Pruebas Mecanicas

Se cortaron quince especimenes de acuerdo a las medidas especificadas en la

norma ASTM-D1708, se realizaron tres subgrupos (diferentes tiempos de

depdsito) por cada porcentaje de PLA (grupo) como se muestra en la tabla 4:

Tabla 4.-Grupos y Subgrupos del PLA

Concentracién de PLA (Grupos)

Tiempo de depésito (Subgrupos)

6% 15 minutos | 30 minutos | 45 minutos
7% 15 minutos | 30 minutos | 45 minutos
10% 15 minutos | 30 minutos | 45 minutos

Para evaluar la resistencia a la tension y modulo elastico se utilizé una maquina

universal de pruebas mecanicas INSTRON® en condiciones ambientales, a una

velocidad de prueba de 1 mm/min.
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3.5 Sintesis del Andamio Composite PLA/SBA-15 mediante la técnica de AJS
Por las caracteristicas presentadas se eligié el PLA al 10%, a partir de esta
concentracion se mezclaron diferentes porcentajes (peso/peso) de SBA-15 como

se describe en la tabla 5:

Tabla 5.- Condiciones para la obtencion del composite

% (p/p) SBA-15 Tiempo Agitacion Tiempo Agitacion | Tiempo de Depdésito
agregado Ultrasoénica (h) Magnética (h) AJS (min)
PLA 10% 0.1 2 1 15
PLA 10% 0.15 2 1 15
PLA 10% 0.5 2 1 15
PLA 10% 0.7 2 1 15
PLA 10% 1 2 1 15

Una vez realizada la combinacién de cada porcentaje se obtuvieron los andamios

composites utilizando la técnica de AJS descrita en el punto 3.2.

3.6 Técnica de Caracterizacion

3.6.1 Microscopia Electrénica de Barrido
Las muestras obtenidas de los andamios de PLA fueron recortadas en forma de
cuadrado (0.5 cm x 0.5cm) y colocadas sobre barriles de aluminio y cinta carbén
para la toma de micrografias en un microscopio electrénico de barrido marca

JOEL JSM 7600F.
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3.6.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
La identificacién de grupos funcionales presentes en los andamios composites se
realiz6 mediante FT-IR en un espectrofotémetro PerkinElmer GladiATR™, el cual
posee un sistema de reflectancia total atenuada (ATR), que dispone de un soporte
con cristal de diamante, permitiendo realizar las mediciones de manera facil,

rapida y directa, pues no se requiere una preparacion previo al analisis.

3.6.3 Analisis Termogravimétrico
El analisis se realizé en un equipo Hi-Res TGA 2950 TA Instruments entre 20 y
500°C con un flujo constante de nitrdgeno de 100mL/min, y una rampa de
calentamiento de 10°C/min, para este ensayo se utilizd crisol de a-alumina como

referencia.

3.6.4 Pruebas Mecanicas

Para evaluar la resistencia a la tensién y mddulo elastico del composite se utilizé
una maquina universal de pruebas mecanicas INSTRON® en condiciones
ambientales, a una velocidad de prueba de 1mm/min. Se cortaron quince
especimenes de acuerdo a las medidas especificadas en la norma ASTM-D1708,

se realizaron cinco grupos del composite como se muestra en la tabla 7:
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Tabla 7.-Grupos del composite

Grupo No de muestras
PLA (10%-15 minutos) 15
Composite (0.1%) 15
Composite (0.15%) 15
Composite (0.5%) 15
Composite (0.7%) 15
Composite (1%) 15

3.6.5 Ensayo de Citotoxicidad

Para realizar el ensayo se utilizaron células osteoblasticas humanas fetales;

inicialmente en una caja de 48 pozos se colocaron 5x10° células por pozo junto

con 200 mL de medio de cultivo (DMEM), el cual fue suplementado previamente

con 10% de suero fetal bovino. Las células se mantuvieron a 37°C en una

incubadora bajo una atmésfera con 5% CO,y 100% de humedad. El medio de

cultivo fue cambiado cada dos dias.

Se utilizé el kit CCK-8 y la medicion de absorbancia se realizé a 1, 3, 5, y 7 dias en

un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 450 nm. El ensayo se realizd por

triplicado.
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4.1 Ceramica SBA-15

4.1.1 Microscopia Electronica de Barrido y EDS
En la Figura 11(a) se presenta la micrografia SEM de la ceramica SBA-15, en el
cual, se observa el arreglo superficial a manera de laminas organizadas, asi
mismo para observar la morfologia que presenta la ceramica de este tipo se

caracterizé mediante TEM (Figura 14).

Element Atomic-%

Figura 11.- (a) micrografia SEM del SBA-15 donde se observa arreglo superficial a manera de laminas;
(b) Espectroscopia por Dispersion de Energia de Rayos X de la ceramica SBA-15 donde se identificaron
los elementos Silicio, oxigeno y carbono.

La caracterizacion por EDS permitié realizar un analisis semicuantitativo de los
elementos presentes en la ceramica, en la Figura 11 (b) se observa la

identificacion de los elementos de silicio, oxigeno y carbono.
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4.1.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

En el espectro observado en la Figura 12 se puede apreciar una banda ancha

alrededor de 3400 cm™ tipica de vibraciones de alargamiento del enlace OH de los

grupos silanol (Si-OH) y del agua que aun se encuentra incluido en la ceramica.

Aproximadamente a 1600 cm” aparece una banda correspondiente a la vibracion

de flexiéon del enlace OH.

60 —

50 -

40 |
1600 750

30 a50

%T

20 -

10
3400 480

0 - 1080

T
4000 3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 12.- FT-IR de la ceramica SBA-15, zﬂ;e se observa las bandas caracteristicas
OH a 3400 cm™, Si-O a 1080 cm™, Si-OH a 950 cm™, O-Si-O a 750 y 480 cm"”
La banda a 1080 cm™ se atribuye a la vibracién de alargamiento de los enlaces Si-
O, mientras que las bandas observadas en 950 cm” se deben a vibraciones
simétricas y antisimétricas de los enlaces Si-OH. Finalmente, las bandas
observadas a 750 y 480 cm™ corresponden a la vibracion de flexion del enlace O-

Si-O, estos resultados concuerdan con otros estudios reportados por Zhang y cols.

(73)
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4.1.3 Difraccion de Rayos X
En la Figura 13 se puede observar el XRD del SBA-15 donde sdlo se obtuvo una
reflexion a bajo angulo, el cual correspondié al plano (1-0-0).

—— SBA-15

100

| (u.a)

20
Figura 13.- XRD del SBA-15 en el que se observa la reflexion del plano (1 0 0)

4.1.4 Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucion

Las imagenes de microscopia electronica de transmision de alta resolucion para el
material SBA-15 se muestran en la Figura 14; en la imagen de la Figura 14 (a)
puede observarse un arreglo hexagonal bien ordenado debido a que el haz de
electrones fue paralelo al eje principal de los cilindros; mientras que en la Figura
14 (b), se observa una imagen de canales puesto que el haz de electrones fue
perpendicular al eje principal de los poros.

Con estas micrografias se confirma la estructura hexagonal que posee la ceramica

SBA-15.
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Figura 14.- Microscopia electronica de transmision de la ceramica SBA-15; (a) Se observa el arreglo
hexagonal del SBA-15 y en el recuadro superior derecho se muestra la inversa de la Transformada de
Fourier, (b) Se observa los canales del SBA-15

Osmar A. Chanes Cuevas 46



Capitulo 4.- Resultados

4.1.5 Analisis de tamano de poro y area superficial

La Figura 15 muestra las isotermas de adsorcion/desorcion de N, y en la parte

inferior derecha la distribucion de tamafio de poro de la ceramica SBA-15

sintetizado. ElI comportamiento del ciclo muestra que es una isoterma tipo IV; que

de acuerdo con la clasificacion de la IUPAC este tipo de isoterma pertenece a los

materiales mesoporosos.

El SBA-15 sintetizado obtuvo un area superficial BET de 820 m?/g y un tamafio de

poro obtenido por el método BHJ de entre 3.5 nm y 5 nm. Estos resultados

concuerdan con otros estudios reportados por Balas y cols. (74)
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Figura 15.- Isoterma de N del SBA-15 en donde se puede observar una isoterma tipo IV caracteristico de las

ceramicas mesoporosas y un tamano de poro que va de 3.5 a 5 nm.
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4.1.6 Analisis Termogravimétrico de la ceramica SBA-15

En la Figura 16 se presenta el TGA de la ceramica SBA-15; puede observarse que

en el intervalo de 20 a 125 °C tiene lugar una pérdida de peso correspondiente a

la evaporacion de agua absorbida por la ceramica; dentro de este intervalo se

encuentra la temperatura corporal (37°C) en donde, el termograma muestra una

pérdida aproximada del 2%, la cual debe considerarse si esta evaporacion de

agua pudiese afectar o no al organismo en el momento de estar en contacto con

él; y en un segundo intervalo de 125 a 300 °C muestra otra pérdida de peso

atribuido a la eliminacion del tensoactivo (Pluronic 123 ®) utilizado para la sintesis

del SBA-15.
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Figura 16.- TGA de la ceramica SBA-15, se observa una pérdida de peso a partir de 20°C por el agua

absorbida durante la sintesis y una segunda pérdida a 125°C por la eliminacion del tensoactivo.
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4.2 Elaboracion de Andamios de PLA

4.2.1 Microscopia Electronica de Barrido
En la Figura 17 (a-d) se pueden observar las micrografias de SEM de los 4
diferentes porcentajes (15, 10, 7, y 6 %) que se utilizaron para evaluar la
morfologia y distribucion de fibras. En la Figura 17 (a) muestra la morfologia y
distribucién de fibras del PLA al 15% donde se observa que no se encuentran bien

definidas a diferencia de los porcentajes 10, 7 y 6%.

sm ESIQIE SEI 50KV X3,000 WD 7.9mm

Figura 17.- Microscopia electronica de barrido de fibras a diferentes porcentajes del PLA;
(a) PLA al 15%, (b) PLA al 10%, (c) PLA al 7% y (d) PLA al 6%
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4.2.2 Medicién del Diametro de Fibras

Se realizaron 150 mediciones al diametro de fibra por cada porcentaje de PLA

utilizando el software “Image J”. La Figura 18 (a-c) representa los histogramas del

diametro de fibras al 6, 7, y 10% respectivamente, en donde se observa que, a

medida que aumenta el porcentaje del PLA, aumenta también el diametro de fibra.
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Figura 18 (a).- Histograma PLA 6%
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Figura 18 (b).- Histograma PLA 7 %
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Figura 18 (c).- Histograma PLA 10%

Observaciones 150 Observaciones 150 Observaciones 150
Tamaiio 285.4065 nm Tamaiio 397.7014 nm Tamaiio 567.7869 nm
Promedio Promedio Promedio
Sesgo 0.49245
9 Sesgo 16906392 Sesgo 0.364523
Kurtosis 2.30446 .
Kurtosis 3.211871 Kurtosis 2271414
Rango 137.002-504.294 nm
Rango 232.254-661.802 nm Rango 300.46-1008 nm
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4.2.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
En la Figura 19 se presenta tres espectros infrarrojos que corresponden a los
diferentes porcentajes de PLA con las que se trabaj6é (6, 7, y 10%). En los tres
espectros se observan las mismas curvas, unicamente varia la concentracion,
siendo la del 10% la mas concentrada. En todas las muestras se observan curvas
caracteristicas presentes del PLA como son la banda del hidroxilo en 3000 cm™,
las bandas en 2920 cm'1, 2850 cm’”’ pertenecientes a los enlaces CHj;, C-H; asi

como la banda del carbonilo (C=0) a 1749 cm™ y los enlaces C-O-C a 1080 cm™.

—PLA10
. 2920 PLA7

1749 —PLAB
1080 2850 4000

T

A
S

% T

-———"TTTT7J1
300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000 3300
cm -1

Figura 19.- Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier en el que se
observa los espectros caracteristicos del PLA al 10, 7 y 6%.
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4.2.4 Pruebas Mecanicas
4.2.4.1 Resistencia a la Tensiéon
Los resultados de resistencia a la tensidn se muestran en la grafica 1. A los datos
obtenidos se le emplearon una prueba de normalidad, mostrando una distribucion
normal y se le aplicé la prueba estadistica ANOVA no encontrandose diferencias

estadisticamente significativas a cada grupo (p=0.09).

Tensién

Mpa
N
L

15 min 30 min 30 min 15 min

6 % 7% 10%

PLA
Grafica 1.- Resistencia a la tensién del PLA al 6, 7 y 10 % por cada tiempo depositado

La media esta expresada en el centro de las barras. (ANOVA p=0.09)

Aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas se puede observar que
el grupo que presenté mayor resistencia a la tension fue el PLA 7% a 15 min, los
grupos del PLA 6% a diferentes tiempos presentaron resultados similares al igual
que los grupos del PLA 10%; no obstante, se debe tomar en cuenta otras
caracteristicas como el médulo elastico y diametro de fibra para llevar a cabo la

construccién del composite.
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4.2.4.2 Médulo Elastico

Los resultados del médulo de elasticidad se muestran en la grafica 2. Los datos

obtenidos presentan una distribucion normal por lo que se aplico una prueba de

ANOVA, donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Moédulo Elastico

300 A

Mpa

30 min 30 min

6 % 7% 10%

PLA

Grafica 2.- Médulo de elasticidad del PLA 6, 7 y 10 % a diferentes tiempos (ANOVA, p<0.001)

La tabla 6 muestra la comparacién de los grupos que presentaron diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 6.- Resultados de la prueba Tukey (p<0.05) para médulo de elasticidad

grupos p grupos p

PLAG6-45min con PLAG-15min <0.001 | PLA10-15min con PLA10-45min | <0.001

PLAG6-45min con PLAG6-30min 0.005 | PLA10-30min con PLA10-45min | 0.003
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4.2.4.3 Eleccion de grupo para realizar el composite
A pesar de que existieron varios grupos con buen comportamiento mecanico, se
eligio el PLA 10% a 15 minutos para la construccion del composite; esta eleccién
se tomo con base a las caracteristicas que presenté asi como el tiempo de
depdsito. Como pudo observarse en los resultados anteriormente descritos, este
grupo presentd un diametro de fibra de 568 nm en promedio, con un rango de 300
a 1000 nm, una resistencia a la tension de 1.31 MPa y un mdédulo elastico de 176
MPa. Este fue el grupo que presenté caracteristicas cercanas al de hueso

trabecular con el menor tiempo de depdsito.
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4.3 Andamios Composite (PLA/SBA-15)

4.3.1 Microscopia Electronica de Barrido
En la Figura 20 (a) puede observarse las micrografias SEM del composite donde
muestra la distribucidén que tiene la ceramica SBA-15 dentro de las fibras del PLA.
Como puede apreciarse en la Figura 20 (b-d), la ceramica no queda
completamente dentro de la fibra del PLA; esto debido al tamafo de particula que

presenta la ceramica SBA-15.

ESIQIE

lpm  IIM-UNAM 00nm IIM-
sEM WD €. lmm W

Figura 20.- Microscopia electrénica de barrido del Composite, donde se observa la
distribucion de la ceramica dentro de las fibras del PLA a diferentes aumentos.
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4.3.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
En la Figura 21 se observan los espectros infrarrojos del composite, SBA-15 y del
PLA con el fin de comparar las bandas que presentan. Como puede observarse el
espectro del composite es muy similar al de PLA, se observan la banda del
carbonilo (C=0) a 1749 cm™, los enlaces C-O-C a 1080 cm™ y de una pequefia
banda a 3000 cm™’ correspondiente al grupo O-H, asimismo se observa una banda

cerca 480 cm™' atribuida al enlace Si-O de la ceramica SBA-15.

i) Composite
i c-0-C
o
e
2 i) SBA-
E P
e
©
|_
X
Si-0-Si
i) PLA
coc C0

T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
cm-1

Figura 21.- Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier del composite, SBA-15 y
PLA, donde se hace un comparativo de las bandas de los tres materiales.
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4.3.3 Analisis Termogravimétrico
La Figura 22 muestra el TGA del PLA y del composite; debido a que el PLA
utilizado fue de la forma esteroisomérica PLA-_ éste presenta una sola curva de
degradacion que se desplaza hacia la derecha del termograma hasta
aproximadamente 340°C; estudios realizados por Ho y cols (75) reportan un
comportamiento similar. Por otro lado se observa la curva del composite que sufre
una degradacién en un solo paso hasta aproximadamente 300°C; comparado con
el TGA de la ceramica SBA-15 (Figura 16) se puede apreciar que el PLA funcion6
como matriz polimérica protectora ayudandola a ser estable térmicamente hasta

aproximadamente 300°C.

—u—PLA
—u—Composite

100
80

60 -

Peso (%)

40

B S

Temperatura °C

100 200 300 400 500

Figura 22.- TGA del PLA y composite, donde se observa una degradacion
del PLA a ~340°C y una degradacion del composite a ~300°C.
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4.3.4 Pruebas Mecanicas
4.3.4.1 Resistencia a la tensién
Los resultados de resistencia a la tensién se muestran en la grafica 3. Los datos
obtenidos presentan una distribucién normal por lo que se analizaron por ANOVA,

y se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001).

Tension
6-
4-
©
o
=
% *
1.68 1.77 —_ R
0.82 0.84 0.62
1 1 L L L
PLA 0.1% 0.15% 0.5% 0.7% 1%

Composite

Grafica 3.- Resistencia a la Tensiéon del Composite a diferentes porcentajes

La Media esta expresada en el centro de las barras (ANOVA, p= <0.001)

La tabla 7 muestra la comparacién de los grupos que presentaron diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 7.- Resultados de la prueba Tukey (p<0.05) para la resistencia a la tension

Grupos P Grupos P
PLA con 0.5% Composite <0.001 | PLA con 1% Composite <0.001
PLA con 0.7% Composite <0.001 | PLA con 0.1% Composite <0.001
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PLA con 0.15% Composite <0.001 | Composite 0.15% con 0.5% <0.001
Composite 0.1% con 0.5% <0.001 | Composite 0.15% con 0.7% <0.001
Composite 0.1% con 0.7% <0.001 | Composite 0.15% con 1% <0.001
Composite 0.1% con 1% <0.001

4.3.4.2 Médulo Elastico
Los resultados del médulo de elasticidad se muestran en la grafica 4. Los datos
obtenidos presentan una distribucién normal por lo que se aplicd una prueba de

ANOVA, donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Moédulo Elastico

500 -
400 -
300 -
©
o
= - x
200 - —
100 186.68 201.32 - *
| 80.49 | I 68.72 | I—_—I
0- T T T T 3?.1
PLA 0.1% 0.15% 0.5% 0.7% 1%

Composite

Grafica 4.- Médulo elastico del Composite a diferentes porcentajes

La Media esta expresada en el centro de las barras (ANOVA, p <0.001)
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La tabla 8 muestra la comparacién de los grupos que presentaron diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 8.- Resultados de la prueba Tukey (p<0.05) para el médulo elastico

Grupos P Grupos P

PLA con 0.5% Composite <0.001 | Composite 0.15% con 0.5% <0.001
PLA con 0.7% Composite <0.001 | Composite 0.15% con 0.7% <0.001
PLA con 1% Composite <0.001 | Composite 0.15% con 1% <0.001
Composite 0.1% con 0.5% <0.001 | Composite 0.15% con PLA <0.01
Composite 0.1% con 0.7% <0.001 | Composite 0.5% con 1% <0.001
Composite 0.1% con 1% <0.001 | Composite 0.7% con 1% <0.001

Se observa que los composites con bajas concentraciones de ceramica (0.1% vy

0.15%) presentan un aumento en las propiedades mecanicas tanto de tension

como modulo elastico, sin embargo no se presenta el mismo comportamiento a

mayores concentraciones (0.5%, 0.7% y 1%).
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4.3.5 Ensayo de Citotoxicidad

La grafica 5 muestra los resultados obtenidos del ensayo de citotoxicidad a

diferentes dias

Ensayo de Citotoxicidad

Absorbancia (450 nm)
N
'l

Ctrl PLA 0.1% 0.15%] Ctrl PLA 0.1% 0.15%

Ctrl PLA 0.1% 0.15%

Ctrl PLA 0.1% 0.15%

Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7

Grafica 5.-Ensayo de citotoxicidad del PLA, composite 0.1% y composite 0.15%, ANOVA, p<0.001

Se observa que los composites elegidos permiten una proliferacion celular similar
a la del PLA, lo que indica que no afecta el reconocimiento celular para la

adhesion y proliferacion de los osteoblastos.

La tabla 9 muestra la comparacién de los grupos que presentaron diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 9.- Resultados de la prueba Tukey (p<0.05) para el ensayo de Citotoxicidad

Grupos P Grupos P
PLA dia 1con PLA dia 3 <0.001 | PLA dia 1 con 0.15% dia 5 <0.001
PLA dia 1 con PLA dia 5 <0.001 | PLAdia1con0.1%dia7 <0.001
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PLA dia 1 con PLA dia 7 <0.001 | PLA dia 1 con 0.15% dia 7 <0.001
PLA dia 1 con 0.1% dia 3 <0.001 | 0.1% dia 1 con 0.1% dia 3 <0.001
PLA dia 1 con 0.15% dia 3 <0.001 | 0.1% dia 1 con PLA dia 5 <0.001
PLA dia 1 con 0.1% dia 5 <0.001 | 0.1% dia 1 con 0.1% dia 5 <0.001
0.1% dia 1 con 0.15% dia 5 <0.001 | PLA dia 3 con PLA dia 5 <0.001
0.1% dia 1 con PLA dia 7 <0.001 | PLA dia 3 con 0.1% dia 5 <0.001
0.1% dia 1 con 0.1% dia 7 <0.001 | PLA dia 3 con 0.15% dia 5 <0.001
0.1% dia 1 con 0.15% dia 7 <0.001 | PLA dia 3 con PLA dia 7 <0.001
0.15% dia 1 con PLA dia 3 <0.001 | PLA dia 3 con 0.1% dia 7 <0.001
0.15% dia 1 con 0.1% dia 3 <0.001 | PLA dia 3 con 0.15% dia 7 <0.001
0.15% dia 1 con 0.15% dia 3 <0.001 | 0.1% dia 3 con PLA dia 5 <0.001
0.15% dia 1 con PLA dia 5 <0.001 | 0.1% dia 3 con 0.1% dia 5 <0.001
0.15% dia 1 con 0.1% dia 5 <0.001 | 0.1% dia 3 con 0.15% dia 5 <0.001
0.15% dia 1 con 0.15% dia 5 <0.001 | 0.1% dia 3 con PLA dia 7 <0.001
0.15% dia 1 con PLA dia 7 <0.001 | 0.1% dia 3 con 0.1% dia 7 <0.001
0.15% dia 1 con 0.1% dia 7 <0.001 | 0.1% dia 3 con 0.15% dia 7 <0.001
0.15% dia 1 con 0.15% dia 7 <0.001 | 0.15% dia 3 con PLA dia 5 <0.001
0.15% dia 3 con PLA dia 7 <0.001 | 0.15% dia 3 con 0.1% dia 5 <0.001
0.15% dia 3 con 0.1% dia 7 <0.001 | 0.15% dia 3 con 0.15% dia 5 <0.001
0.15% dia 3 con 0.15% dia 7 <0.001 | PLA dia 5 con 0.15% dia 5 <0.001
PLA dia 5 con PLA dia 7 <0.001 | PLAdia5con0.1% dia7 <0.001
PLA dia 5 con 0.15% dia 7 <0.001 | 0.1% dia 5 con 0.15% dia 5 <0.001
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0.1% dia 5 con PLA dia7 <0.001 | 0.1% dia5con 0.1% dia 7 <0.001
0.1% dia 5 con 0.15% dia 7 <0.001 | 0.15dia5con0.15dia7 <0.001
PLA dia 7 con 0.15% dia 7 <0.001 | 0.1% dia 7 con 0.15% dia 7 <0.001
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El andamio es una plantilla que actia como una matriz temporal para la
proliferacion celular; proporcionando soporte mecanico mientras las células
depositan los componentes de su matriz extracelular. Un andamio ideal debe
mimetizar el tejido a reemplazar, asi como funcionar de reservorio de agua,
nutrientes, y elementos que permitan el crecimiento celular,®*** sin embargo, a
pesar de los avances importantes que se han introducido en el campo de la
ingenieria de tejidos aun no se logra obtener un biomaterial que mimetice la MEC
del hueso.

Por ello, en los ultimos afios se ha propuesto la preparacion de composites
(polimero/ceramica) donde se sustituye la fase organica de la MEC &ésea con el
polimero y la fase inorganica con la ceramica,®®® ademas de que, al combinar
estos dos materiales (polimero-ceramico) se pretenden mejorar las propiedades
tanto mecanicas como térmicas en comparacion a las que presentan los
materiales de manera individual.("®

Actualmente existen varias técnicas que permiten la formacion de andamios entre
las cuales estan: auto-ensamblado, separacion de fases, electrospinning, air jet
spinning. Aunque cada técnica es diferente una con otra, cada método posee sus
ventajas y desventajas.(5) En este proyecto se utilizé la técnica air jet spinning
debido a que diversos estudios han demostrado que produce nanofibras con un
rango amplio en la escala desde microfibras hasta nanofibras y que, a
comparacion de otras técnicas convencionales como el electrospinning, ésta
permite obtener las nanofibras diez veces mas rapido debido a que es una técnica

de un solo paso, ademas de que su equipo es de bajo costo.®"*)
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El andamio composite utilizado en este trabajo estuvo constituido por una matriz
polimérica de PLA mezclado con nanoceramica de SBA-15, el PLA que se utilizé
fue comercial (192,000 g/mol, Nature Works D2002) y la ceramica SBA-15 se
sintetizd mediante el protocolo de Zhao y cols.®® la cual fue caracterizada por
SEM, FT-IR, XRD, TEM, BET y TGA. De acuerdo con otros estudios reportados, la
ceramica sintetizada concuerda con una ceramica hexagonal caracteristica del
SBA-1 5.(39,50,52,70,71)

Las técnicas utilizadas para la generacion de andamios pueden alterar la
composicidn de las mismas, por ello es de gran importancia caracterizarlos. Las
fibras obtenidas del PLA utilizando AJS se encontraron en un rango micro-
métrico, la eleccion del grupo PLA 10%-15 minutos se debid a las caracteristicas
de fibras que presentd (diametro promedio de 568 nm con un rango de 300 a 1000
nm), estos valores se encuentran dentro de los parametros reportados de la MEC
Osea, ademas de que las propiedades mecanicas que presentd este grupo
(resistencia a la tension 1.31 MPa, modulo elastico 175 MPa), fueron las mas
cercanas a las que presenta el hueso trabecular en el menor tiempo de
deposito.

Se demostré que agregar ceramica SBA-15 a concentraciones de 0.5%, 0.7% y
1% disminuyen las propiedades mecanicas del andamio composite; sin embargo
se observo un efecto contrario al agregar ceramica SBA-15 a concentraciones de
0.1% y 0.15%, donde las propiedades de resistencia a la tension y modulo elastico

del andamio composite aumentan significativamente acercandose aun mas a los
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valores del hueso trabecular, por lo que se eligieron estos dos ultimos porcentajes
para evaluar el ensayo de citotoxicidad.

El ensayo biolégico permiti6 de manera “in vitro” observar el posible
comportamiento que puedan tener los osteoblastos “in vivo”. Se utilizaron tres
grupos para la evaluacion del ensayo de citotoxicidad: PLA, composite 0.1% vy
composite 0.15%; donde se pudo monitorear el comportamiento celulara 1, 3,5y
7 dias. El comportamiento del PLA, composite 0.1% y composite 0.15% fue similar
en el dia 1y 3; para el dia 5 se alcanza el punto maximo de los tres materiales, no
obstante en el dia 7 se observa una disminucion en la proliferacion, que puede
corresponder a que las células se hayan despegado, que presenten un cambio en
su metabolismo debido a que estan formando su MEC o que se estén

diferenciando.%7%

Como perspectivas a futuro se recomienda realizar estudios de mineralizaciéon al

andamio composite para evaluar la bioactividad que pueda presentar, asi como

pruebas de degradacion.
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6.- Conclusiones

i)

Se sintetiz6 un material mesoporoso, en este caso del tipo SBA-15 el
cual fue caracterizado mediante SEM, EDS, TEM, FT-IR, BET, XRD.

La técnica AJS es una técnica sencilla, econdmica, rapida y de un solo
paso que permite obtener nanofibras de PLA sin modificar su estructura
quimica.

La adicion de la ceramica SBA-15 al 0.1% y 0.15% muestra un aumento
en las propiedades mecanicas de tension y modulo elastico de las fibras
de PLA, a diferencia de los porcentajes de 0.5%, 0.7% y 1% donde se
observd una disminucion de dichas propiedades, por lo que a bajas
concentraciones la ceramica SBA-15 actua como refuerzo a la matriz
polimérica.

Los datos indican que los composites a 0.1% y 0.15% permiten una
proliferacion celular similar a la del PLA, lo que indica que el agregado
de la ceramica SBA-15 no afecta el reconocimiento celular para la

adhesion y proliferacion de los osteoblastos.
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