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Resumen.

A partir de las décadas de los 70°s y 80’s, la ingenieria de tejidos ha tomado
un papel importante, debido al amplio desarrollo en la investigacion de
nuevas técnicas de sintesis, utilizadas en la obtencion de diferentes tipos de
materiales que han permitido el avance en la regeneracion tisular. Las
técnicas de obtencion para este tipo de materiales representan una limitante
para la ingenieria de tejidos, debido a la creciente necesidad de materiales
que posean la capacidad de interaccionar de manera amigable con los
sistemas bioldgicos, asi como la capacidad de biodegradarse una vez

cumplida su funcién dentro del sistema para el que fue desarrollado.

La combinacion de polimeros naturales como el quitosano y la colagena, asi
como los polimeros sintéticos como la policaprolactona (PCL) y el poliacido
lactico (PLA), junto con materiales inorganicos a base de 6xido de silicio
(SiO2), ha dado como resultado la obtencién de materiales hibridos, con
mayor actividad bioldgica, con respecto a los materiales convencionales que
actualmente se utilizan para la regeneracion de tejido 6seo y cartilaginoso

como el Bioglas 45S5®.

El electrohilado y la sintesis por sol-gel, han demostrado ser dos técnicas
con los que se obtienen biomateriales a escalas hanométricas, los cuales al
entrar en contacto, con el microambiente celular presentan propiedades de

bioactividad, biodegradabilidad y biocompatibilidad.

En el presente trabajo, se sintetizaron diferentes biomateriales hibridos de
PLA, acoplados con un sistema ternario (ST), de SiO2-Ca0O-P20s a diferentes
composiciones. Se utilizo la sintesis por sol-gel para acoplar la matriz
polimérica del PLA al proceso de policondensacion del sistema ternario a
base de silicio, y se electrohilaron diferentes soluciones hibridas a diferentes

condiciones, con la finalidad de obtener andamios hibridos de PLA/ST a



escala nanométrica. Los biomateriales hibridos organico/inorganicos de
PLA/BV se obtuvieron a diferentes composiciones [1] por la técnica de
electrohilado y la sintesis sol-gel, probando la relacién polimero/biovidrio en
concentraciones m/m de 86PLA:14BV, 50PLA:50BV y 14PLA:86BV.

Los andamios sintetizados se caracterizaron por difraccion de rayos X (DRX),
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), microscopia
electronica de barrido (MEB), andlisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria
diferencial de barrido (DSC).

El biomaterial con la composicibn 86PLA:14BV fue seleccionado para
realizar las pruebas de mantenimiento de células hematopoyéticas y
promocion de diferenciacién, por ser la Unica composicién con la que se
obtuvieron andamios hibridos a escala nanométrica por las técnicas de

electrohilado y sol-gel.



Capitulo 1
Introduccion.

1.1 Justificacion.

El desarrollo e investigacion de nuevos materiales aprovechables en la
medicina regenerativa, como alternativas de estudio para diferentes
patologias, tratamientos ortopédicos, regeneracion de tejidos, y liberacion
controlada de farmacos, es uno de los temas de mayor interés para todas las

areas involucradas en la investigacion de la ingenieria de tejidos [6].

Actualmente, el avance en la investigacion de la ingenieria de tejidos y de las
diversas ciencias que interaccionan entre si, como la fisica, la quimica y la
biologia, propician el desarrollo de nuevos biomateriales, andamios celulares,
dispositivos biomédicos, y sistemas hibridos organico-inorganicos, que son
utilizados para la liberacion controlada de farmacos, asi como para el disefio
y operacion de sistemas biolégicos que permitan investigar de manera in vivo
e in vitro, diferentes y muy variados tipos de patologias [7]. Los materiales
hibridos (O/l) representan un interés especial para su posible aplicacién,
principalmente, en patologias multifactoriales como es en la leucemia
linfoblastica aguda (LLA). En la LLA, una de las prioridades es el
mejoramiento de las técnicas de cultivo celular, que permitan el estudio in
vitro de estas células a largo plazo, objetivo que es abordado mediante el
desarrollo de biomateriales aptos para el mantenimiento de células

hematopoyéticas y blastos leucémicos.

El objetivo principal de este trabajo es estandarizar los métodos de sintesis
de biomateriales hibridos (O/l), a través de la combinacién de dos rutas
diferentes, el electrohilado y la sintesis por sol-gel, con la finalidad de obtener
un biomaterial que combine las propiedades bioactivas de los biovidrios; en
especifico del sistema SiO2-CaO-P20s, asi como las propiedades

biocompatibles y las propiedades mecénicas que proporciona el PLA. El



objetivo secundario de este trabajo es obtener biomateriales biodegradables
y con actividad biologica, que permitan construir un andamio para el estudio

ex vivo de la LLA.
1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general.

Obtener un andamio celular hibrido (O/1) a través de las técnicas de sol-gel y
electrohilado para su aplicacion en el estudio (in vitro) de células troncales y

progenitoras hematopoyeéticas.
1.2.2 Objetivos particulares.

e Determinar las condiciones éptimas que permitan obtener andamios
de PLA, en diferentes concentraciones desde el 10 hasta el 15% m/v
por la técnica de electrohilado.

e Sintetizar un biovidrio ternario de SiO2-CaO-P20s, a partir de
tetraetilortosilicato (TEOS), trietilfosfato (TEP) y cloruro de calcio
dihidratado, disuelto en etanol absoluto, por la técnica de Sol-gel.

e Obtener un biomaterial hibrido de PLA, con un biovidrio ternario de
SiO2-Ca0-P20s con diferentes composiciones.

e Caracterizar por microscopia electronica de barrido (MEB), analisis
quimico elemental, resonancia magnética nuclear de 3C (RMN?13C),
andlisis termogravimétrico (TGA), calorimetria diferencial de barrido
(DSC) y difraccion de rayos X de polvos (DRX) del poli-(acido lactico)
a diferentes concentraciones, las composiciones de biovidrio
sintetizadas y las tres composiciones de los biomateriales hibridos
(O/) sintetizados.

e Obtener cultivos con células troncales y progenitoras hematopoyéticas
enriguecidas a partir de sangre de cordén umbilical, con los

biomateriales hibridos obtenidos por las técnicas de sol-gel y



electrohilado, para demostrar su biocompatibilidad, proliferacion y

diferenciacion celular.

1.3 Marco tedrico.

1.3.1 Ingenieria de tejidos.

La ingenieria de tejidos, es una de las razones principales por las cuales el
ser humano ha tenido una calidad de vida mejor en los ultimos 70 afos,
aunque su comienzo fuese motivado en tiempos de la segunda guerra
mundial [8]. Surge a partir de la idea de mejorar e innovar los materiales que
hasta ese momento se utilizaban en la medicina para subsanar necesidades
médicas, como la reconstruccion de las partes del cuerpo dafadas,

enfermas, longevas o genéticamente deficientes.

La ingenieria de tejidos comienza con las reparaciones anatomicas
improvisadas, en las cuales se usaban los 6rganos propios del individuo para
auto-reparar alguna parte no indispensable del cuerpo, y que actualmente
siguen siendo motivo de uso en la cirugia medica. Un caso comudn se da en
los pacientes con quemaduras de primer y segundo grado, a los cuales se
les retiraban pequefas porciones de piel de algiin miembro saludable que se

volvia a implantar en la zona dafada [9].

En sus inicios, y debido a la creciente investigacion de una variedad de
sistemas bio-sintéticos, organicos, inorganicos e hibridos, la ingenieria de
tejidos ha permitido el estudio y desarrollo de biomateriales que promueven
respuestas biologicamente activas, que ayudan a mejorar el soporte
mecanico de miembros ajenos al cuerpo, permiten la liberacion controlada de
farmacos, asi como la regeneracion de casi cualquier tipo de tejido. Esto
genera una demanda creciente de materiales que no solamente sean

bioactivos, sino que sean biodegradables, biocompatibles y bioabsorbibles.



La ingenieria de tejidos como rama de la bioingenieria, se define como la
aplicacion de principios cientificos para el disefio, la construccién,
modificacion, el crecimiento y mantenimiento de los tejidos vivos[10]. Para su
estudio y desarrollo, se definen dos categorias fundamentales para los que
se aplica esta ciencia, los estudios in vitro e in vivo. En los primeros, su
objetivo principal es la construccion de tejidos bio-artificiales, a partir de
materiales sintéticos o naturales, con la finalidad de proveer biomateriales
que sustituyan algun miembro u Organo dafiado, y la capacidad de
proporcionar un biomaterial que se utilice para investigar patologias que en
condiciones normales, no pueden estudiarse en los pacientes enfermos.

Para los estudios in vivo, se sabe que son mas complicados que los estudios
in vitro, puesto que en ellos se altera tanto, el crecimiento, como las
funciones celulares, para obtener un monitoreo de las respuestas biolégicas

gue generan los biomateriales utilizados para dichos estudios [9].

1.3.2 Biomateriales para aplicaciones en la ingenieria de tejidos.

La fractura de huesos debido a diversos traumas o0 por envejecimiento
natural, es un tipo de fallas tipicas que requiere un tratamiento meédico
adecuado. Para ello, se han desarrollado materiales artificiales, como son los
xenoinjertos, autoinjertos y los aloinjertos. Desafortunadamente, la aplicacién
médica de xenoinjertos (provenientes de hueso de bovino), se asocia con
infecciones virales. Adicionalmente, los xenoinjertos poseen una baja
osteogénicidad, presentan un incremento en la inmunogénicidad Yy
usualmente, se reabsorben mas rapidamente que los autoinjertos.
Caracteristicas similares se presentan en los aloinjertos (tejido trasplantado
proveniente de otra persona), donde la limitacibn se presenta en las
diferentes composiciones genéticas, ocasionando riesgos para el paciente al
aumentar la probablilidad de trasplantar células tumorales, asi como una
serie de enfermedades inducidas por bacterias y virus. Para los autoinjertos

(huesos endogenos), se conocen sus propiedades osteogénicas,



osteoinductivas y osteoconductivas; ademas de ser completamente
biocompatibles, no toxicos, y no causan problemas de inmunogénicidad.
Ademas los autoinjertos contienen células osteogénicas, proteinas en la
matriz 6sea, y un soporte 6seo con capacidad de crecimiento. Generalmente,
los autoinjertos son aceptados por el hueso y se integran rapidamente. El
namero limitado de sitios propicios para la donacion, restringe la cantidad de
autoinjertos cultivados a partir de la células de la cresta iliaca, o de algun otro
sitio del cuerpo de los propios pacientes. Este tipo de aplicaciones
biomédicas, involucra un doble trauma debido a las cicatrices generadas por

las operaciones quirdrgicas que involucran los autoinjertos [11].

Una alternativa para las problematicas derivadas de la utilizacion de los
xenoinjertos, aloinjertos y el estandar de oro, los autoinjertos, se encuentra
en los materiales sintéticos, naturales, en los biomateriales hibridos, que
presentan propiedades fisicoquimicas similares a las que caracterizan al
hueso natural, por ello, es necesario conocer cuales son las propiedades
mecanicas, quimicas, de superficie y biolégicas de aquellos materiales que
seran utilizados en la manufactura de sustitutos de hueso, dientes y
cartilagos, por mencionar aquellos materiales vinculados con el sistema
0seo. En este sentido, se han propuesto biomateriales compuestos a base
de una fase organica y una fase inorganica, donde cada una de ellas imparte
ciertas propiedades al producto final. Estas propiedades del material
compuesto deben ser parecidas a las propiedades del tejido natural, en este
caso el tejido 6seo, dental o cartilaginoso. Por ello, cuando se obtiene un
material con estas caracteristicas se dice que es un material con buenas
propiedades biomiméticas. En la tabla 1.1, se presentan las propiedades que
en términos generales, imparten las fases organica e inorganica en un

material compuesto [11].



Tabla 1.1 Propiedades de las fases organica/inorganica en un biomaterial compuesto.

Organico Inorganico
Elasticidad, Plasticidad Dureza, fragilidad
Baja densidad Alta densidad
Permeabilidad Estabilidad térmica
Hidrofobicidad Hidrofilicidad
Complejacion selectiva Alto indice de reflexion
Reactividad Quimica Potencial red-ox
Bioactividad Alto esfuerzo mecanico.

La fase organica de un material compuesto se refiere a polimeros de uso
biomédico, que muestran propiedades de biocompatibilidad y caracteristicas
inertes, en los microambientes celulares del cuerpo humano. Los polimeros
biocompatibles coexisten con el medio biolégico sin causar cambios en el
medio, ni en sus caracteristicas fisicas, ni en las caracteristicas quimicas, de
tal manera que en las células circundantes no se genera toxicidad. Se
clasifican de acuerdo a su comportamiento frente a un tejido vivo, en
biodegradables y no biodegradables. Este comportamiento depende de las

propiedades fisicoguimicas y estructurales de dichos polimeros [12].

Los polimeros se descomponen, se biodegradan y se modifican
quimicamente cuando entran en contacto con un entorno biol6gico después
de un tiempo determinado. Estas modificaciones fisicas y quimicas de los
polimeros biodegradables, se presenta cuando hay una disminucion del peso
molecular debido al efecto causado en su estructura por la interaccién con
las moléculas de agua presentes en cualquier medio biologico, el pH del
medio, las proteinas que se encuentran en el microambiente celular, sales y
otros elementos bioldgicos provenientes tanto del metabolismo de las células

como de su microambiente [13].

En el desarrollo de nuevos biomateriales compuestos, se busca emplear
polimeros biocompatibles y biodegradables, comenzando por polimeros de

origen natural, y terminando con polimeros de origen sintético. Desde el



punto de vista de su origen, los polimeros se clasifican en naturales y

sintéticos. Dentro de los polimeros naturales se encuentra el colageno, el

acido hialuronico, el quitosano, y los alginatos, entre otros. En la clasificacion

de los polimeros sintéticos, se encuentra el &cido poliglicolico (PGA),

poliacido lactico en sus diferentes estereoisomeros (PLA), (PLLA), (PDLA), y

la épsilon-Policaprolactona (e-PCL), entre otros. La tabla 1.2 presenta una

lista de polimeros biocompatibles y biodegradables que se han utilizado a

partir de la década de los 70°s para la obtencion de andamios tisulares [7].

Tabla 1.2. Propiedades fisicas, mecéanicas y de degradacién de algunos polimeros
biodegradables utilizados como andamios [14], [15], [16], [17] y [18].

Temperatura | Mddulo .
Punto de P Tiempo de Productos
. , de de -,
Polimero Fusion L . degradacion de
°C) Transicion Tension (meses) degradacién
Vitrea ( Tg) (GPa)
Poli acido L- Acido L-
- - 5-1. > )
Lactico (PLLA) 173-178 60-65 1.5-1.7 24 Lactico
Poli(D,L-acido -
lactico) Amorfo 55-60 1.9 12-16 AES:;SO’L
(PDLA)
Poli acido - L
glicélico (PGA) 225-230 35-40 5-7 3-4 Acido Glicélico
Poli ¢- -
Caprolactona 58-63 -60 0.4-0.6 >24 c:Crlg?co
(e-PCL) P
O Lsctco- Acido D.L
T Amorfo 50-55 1.4-2.8 3-6 Lactico y
co-Glicolico Acido Glicélico
50/50)

(Dpil—lLaé((::I:(?O- Acido DL
. Amorfo 50-55 1.4-2.8 3-6 Lacticoy
co-Glicolico) Acido Glicélico

85/15)

OLLsctco- Acido D.L
o Amorfo 50-55 - <3 Lactico y
co-Glicolico Acido Glicélico

90/10)

El desarrollo y la investigacion de la sintesis por sol-gel, ha generado la

posibilidad de sintetizar un gran nimero de materiales con un grado de




homogeneidad alto, pureza a nivel molecular y con propiedades fisicas y
quimicas a escala nanométricas. Estos materiales hibridos, contienen
componentes organicos e inorganicos con estructuras a nhano-escala y
buenas propiedades multifuncionales, condiciones que generan una
aplicacion creciente en &reas como son la 6ptica, la electrdnica, la medicina,
la farmacologia y la biotecnologia. Con el surgimiento de la biotecnologia del
silicio como una nueva area revolucionaria de investigacion interdisciplinaria,
que combina la quimica del silicio con las ciencias biologicas, surgié un
interés en el desarrollo de biomateriales hibridos que atiendan las

necesidades de quiescencia y proliferacion celular.

Una problematica en la ingenieria de materiales para su aplicacion en la
regeneracion tisular, es la correlacion entre la composicion del material
hibrido, procesos de formacion de nano-estructuras, agregacion y desarrollo
de materiales auto-organizados, nano-estructuras superficiales de silicio y de
los materiales hibridos. Por ello, se han propuesto enfoques diferentes para
el desarrollo y la investigacion de los biomateriales hibridos, que se basan en
la combinacion de fases organicas, junto con los materiales a base de silicio,

gue representan la fase inorganica [19].

En la fase inorgéanica de un biomaterial hibrido, se identifican diferentes tipos
de compuestos, biocerdmicos y biovidrios, unidos quimicamente por medio
de enlaces covalentes (biomateriales de clase tipo Il), o simplemente unidos
mediante interacciones tipo Van Der Waals (biomateriales de clase tipo 1)
[20]. Las técnicas de obtencion de los biomateriales, estan en funcién de las
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas deseadas, que van en funcién del
tipo de aplicacion biomédica que se requiera. Una propiedad importante que
se considera para saber que se ha obtenido un buen biomaterial, es la
porosidad, que se relaciona con la geometria, el tamafio y la interconexion de
los poros en el biomaterial, ocasionando que sus propiedades se modifiquen

de acuerdo a esas caracteristicas. Las propiedades de superficie de los
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biomateriales, son factores importantes vinculados con la bio-adhesion
celular, la cual aumenta de acuerdo a la porosidad en los materiales,
generando que el biomaterial posea mayor superficie de contacto, cuando se
encuentre en inmerso en microambientes celulares y con ello, aumenten las

propiedades bioactivas de este tipo de biomateriales.

1.3.2.1 Biomateriales de primera, segunday tercera generacion

A pesar de la disponibilidad amplia de materiales con propiedades
mecénicas, biologicas y estructurales, es necesario mejorarlas para
satisfacer todos los requisitos que se necesiten para la regeneracion ésea.
Uno de los obstaculos importantes para cumplir con el mejoramiento de las
propiedades de un material, es la presencia de una combinacion de factores
como la incompatibilidad mecénica entre el andamio y el tejido vivo, asi como

propiedades bioactivas y de biodegradabilidad bajas.

Por lo general, se sabe que los materiales que son mecanicamente
resistentes también son bioinertes, mientras que los materiales bioactivos y
biodegradables tienden a tener propiedades mecéanicas bajas, sobre todo
cuando contienen un volumen con porosidad alta [21], [14]. Por lo tanto, la
produccion de materiales hibridos y nanocompuestos con una combinacion
de propiedades como su biodegradabilidad, su bioactividad y competencia
mecanica, constituyen un desafio en el camino de la obtencion de andamios
con propiedades biolégicas, fisicas, quimicas y estructurales, adecuadas al
campo de aplicacién de estos materiales. Los biomateriales hibridos (O/l)
presentan diferencias grandes respecto a sus contrapartes, los materiales
inorganicos y los materiales organicos que interactian a través de uniones
guimicas a nivel molecular, mientras que los biomateriales hibridos, solo se

unen mediante interacciones tipo Van Der Wals.
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Los biomateriales hibridos (O/1) forman un material de una fase, formada por
una mezcla entre los componentes organicos y los inorganicos. Con ello, la
naturaleza de la interfaz organica-inorganica en biomateriales hibridos (O/1),
genera como resultado propiedades mecanicas superiores a las de sus

homélogos.

Desde una perspectiva biologica, los componentes de los biomateriales
hibridos (O/1) y de los nanocompuestos, presentan una estructura similar al
tejido 6seo, donde los biovidrios, imitan a los componentes inorganicos del
tejido 6seo cuya funcion en el cuerpo es la de soporte, y los biopolimeros
imitan a los componentes organicos de los tejidos como el colageno de la

matriz extracelular.

Los polimeros biodegradables y los biovidrios bioactivos, son candidatos
ideales para la elaboracion de andamios celulares compuestos, que se
degradan gradualmente mientras se inicia el proceso de formacion de tejido
nuevo. La liberacibn de subproductos acidos a partir de los polimeros
utilizados en este tipo de biomateriales, causa reacciones inflamatorias,
mientras que la degradacion de un biovidrio podria amortiguar el acido
generado con los subproductos alcalinos derivados de su naturaleza
quimica. Esta combinacion de efectos ayuda a evitar la formacién de un
ambiente desfavorable para las células, debido a los bajos valores de pH que

pueden presentarse.

Desde el punto de vista mecéanico, los bioceramicos y biovidrios presentan
mejores propiedades de dureza, con respecto a los polimeros, jugando un
papel critico en la estabilidad mecanica de los compuestos antes de la
formacion de hueso nuevo. Sin embargo, la mayoria de los biovidrios son
fragiles y propensos a sufrir fallas mecanicas debido a su fragilidad

intrinseca, y a las estructuras amorfas presentes en la totalidad del material.
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La sintesis de hibridos (O/l) y nanocompuestos genera de una manera
ventajosa, la obtencidbn de propiedades excelentes en ambos tipos de

material.

El aumento en el contenido de la fase inorganica es proporcional a un
aumento en la rigidez del material. Por lo general, las nanoparticulas que son
incompatibles con la matriz de polimero organico conducen a un aumento en
el nimero de interfaces que da lugar a mas superficies fracturadas,
generando una propagacion de grietas a lo largo de la superficie del material.
Por ello, para optimizar las propiedades mecanicas de los nanocompuestos
de la superficie de las nanoparticulas inorganicas, se han modificado a través
de un injerto con moléculas organicas, que promueve la compatibilidad entre
materiales hibridos de polimero/ceramico asi como la dispersion de

nanoparticulas.

Los materiales nanocompuestos se preparan mediante la adicion de
nanoparticulas o nanofibras inorganicas soportadas en diferentes matrices
poliméricas organicas. La dimensién de las particulas del material, es un
pardmetro importante debido a que el tamafio nanométrico tienen una gran
superficie de contacto grade en comparacion con los tamafios micrométricos
convencionales en la escala de las micras. Los compositos de tamafo
nanométrico, forman una interfaz mas estrecha con la matriz del polimero,
esperando un alto rendimiento en las propiedades mecanicas. Las
propiedades intrinsecas como lo es el tamafio nanométrico, contribuyen a las
diferentes interacciones entre las particulas inorganicas y la matriz polimérica
organica. Esto conduce a un aumento en la resistencia mecanica y la rigidez
de los materiales compuestos en comparaciéon con las propiedades del
polimero sin fase inorganica y de materiales compuestos de tamafo
micrométrico. En particular, el tamafio de las particulas y su morfologia
tienen influencias medibles sobre la capacidad de un biovidrio, o sobre las

particulas de hidroxiapatita (HA) para reforzar materiales con diametros
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menores y sus relaciones de tamafio con didmetro mayor, que tienen el

efecto adecuado sobre las propiedades mecéanicas de ellos mismos.

El aumento de la bioactividad en la superficie de los biomateriales debida a la
adicion de nanoparticulas inorgéanicas, ha mostrado una mejoria en las
propiedades bioactivas de estos materiales, en comparacion con los
materiales a los que se les adicionan particulas de tamafio micrométrico [22].
La adsorcion de proteinas y adhesion de osteoblastos, también se ha
observado que en materiales ceramicos a nano-escala, promueve una mejor
bioactividad en comparacion con los materiales y compuestos ceramicos de

tamafio micrométrico.

Un caso de lo antes mencionado, es un estudio relacionado con la
bioactividad, la tasa de degradacién y las propiedades mecanicas del
polidcido (lactico-co-glicélico) (PLGA) dopadas con particulas amorfas a
nanoescala, en las que se ha observado una fuerte mejoria en dichas

propiedades en comparacion con las que presenta el polimero puro.

Los problemas asociados con la ausencia de la union quimica entre las
particulas que se aglomeran, son mas pronunciadas cuando éstas son de
tamafio nanométrico. Como se destaca en las siguientes secciones, donde
las diferentes estrategias que han sido empleadas para mejorar la interaccion
interfacial entre particulas inorganicas y la matriz del polimero, incluyendo
agentes de acoplamiento ademas de injertos de polimero sobre la superficie
de los materiales obtenidos. Bum Soon Lim y colaboradores, Sang-Hoon
Rhee y Vallet-Regi y colaboradores, [23], [24] y [25], han demostrado que el
método sol-gel se utiliza para producir materiales hibridos organicos-
inorganicos, con excelentes propiedades mecanicas, con un perfil de
degradacion controlada y la union interfacial entre la fase inorganica y la fase

organica.
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Las secciones siguientes se dividen en dos clases separadas y distinguibles
de biomateriales: (1) nanocompositos, ya sea (I) convencional o (ll) de
superficie modificada, que consta de biovidrio (BG) o HA como fases
inorganicas en matrices poliméricas; y (2) derivados hibridos (O/l) de la

técnica sol-gel, subdivididos en clase (l) y clase (Il).
1.3.3 Biomateriales hibridos (O/l) obtenidos por la técnica sol-gel.

Los materiales hibridos (O/l), son sistemas homogéneos compuestos por
diferentes tipos de mondmeros y componentes Organicos e inorganicos
miscibles entre si, o bien, sistemas heterogéneos (hanocompositos), donde
al menos uno de los dominios de los componentes tiene una dimension que
va desde algunos nanometros hasta los angstroms (A). Los materiales
hibridos muestran propiedades nuevas como resultado de la naturaleza y el

grado de interaccion interfacial entre las fases organicas e inorganicas [7].

Las condiciones de procesamiento tradicionales para la sintesis de
materiales inorganicos, por lo general, implican temperaturas altas, en un
proceso convencional de obtencion de materiales hibridos, la incorporacién
de compuestos organicos es practicamente imposible debido a sus puntos de
fusion bajos. Por lo tanto, la sintesis por sol-gel a temperaturas bajas permite
la obtencion de materiales hibridos orgénicos-inorganicos que han

demostrado ser mas eficaces que los materiales convencionales [26].

La combinacién a nivel molecular de los componentes organicos e
inorganicos para la formacién de un material hibrido, con pequefios tamafos
de grano y grandes interfaces entre el polimero y las particulas inorganicas,
dan lugar a un material nuevo con propiedades mecanicas, fisicas y quimicas
que estan en funcion de la zona de aplicacion deseada. La reactividad
quimica de estas especies, suele ser diferente a la separacion de fases que

tiende a ocurrir durante la sintesis. Por lo tanto, es imperativo que los
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enlaces quimicos se formen entre los componentes organicos e inorganicos

con el fin de producir materiales hibridos organico-inorganicos.

La naturaleza del enlace quimico interfacial se ha usado para clasificar estos
materiales en dos distintas clases, materiales de clase () y materiales de
clase (I). En los materiales clase |, las fases organicas e inorganicas
intercambian interacciones débiles, tipo Van Der Waals y enlaces de tipo
puentes de hidrégeno. En los materiales de clase Il, las dos fases estan
vinculadas a través de enlaces covalentes fuertes [27], [28] y [29].

1.3.3.1 Biomateriales hibridos (O/l) clase |y clase Il

Los biomateriales hibridos (O/l) clase | o monolitico poroso, consisten en
biovidrios (BV) y polimeros solubles en agua que se obtienen por la sintesis
sol-gel. Para superar las limitaciones que presentan los biomateriales
hibridos a base de polimeros solubles en agua, que se unen a través de un
enlace quimico con la fase inorganica, es imprescindible mejorar su
estabilidad quimica y su rendimiento en condiciones fisiologicas del
microambiente celular donde sean probados. Para este propdésito, se utilizan
agentes de acoplamiento con la finalidad de funcionalizar el polimero y
formar un enlace covalente con la fase inorganica y crear un material hibrido

de clase II.

Dentro de los biomateriales estudiados con mayor amplitud, es el poli-
dimetoxisilano (PDMS) como fase organica en un tipo de biomaterial hibrido
[30] y [31]. Estos materiales son descritos estructuralmente como una red de
silice unida covalentemente al PDMS; la capacidad de formacion de apatita
in vitro en estos hibridos no es satisfactoria a menos que una cantidad
considerable de iones Ca?* se incorporen a la red [32] y [33]. Los materiales
hibridos muestran una cantidad relativamente grande de apatita que se
deposita en la superficie del material en un tiempo estimado de 12 a 24 horas
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cuando esta inmersa en suero fetal bovino (SFB). A partir de estos estudios,
se observo que la capacidad de la formacion de la apatita se incrementa de
acuerdo al contenido de precursores en la fase inorganica, mientras que el

PDMS en la fase organica, proporciona mejores propiedades mecanicas.

Los materiales hibridos derivados de PDMS, en general muestran una
ductilidad elevada, no obstante, su resistencia y médulo de Young son bajos
con respecto a los de huesos naturales. EI PDMS lograr un acoplamiento
excelente con el microambiente celular, no se encuentra catalogado como un
polimero biodegradable, por ello, es preferible tener un polimero

biocompatible y biodegradable con un fuerte potencial de acoplamiento.

Los polimeros biocompatibles y biodegradables se han incorporado en un
intento por mejorar la sintesis de biomateriales hibridos (O/l); como los
biomateriales hibridos de PCL/silice, sintetizados con éxito a través de la
técnica sol-gel, en el que la policaprolactona (PCL), se mezcla internamente
en la red de silice [34], [35], [36] y [37]. Esta red de silice se sintetiz
utiizando  3-isocianatopropiltrietoxisilano  (IPTS) como agente de
acoplamiento en presencia de 1,4-diazabicyclo-2.2-octano (DABCO). El
agente de acoplamiento sélo reacciond con los grupos hidroxilo terminales,
con ello la cantidad de reticulacion en el hibrido estuvo controlada por el

peso molecular del polimero [38].

Para aumentar la reticulacion en el material hibrido de PCL/silice, se requiere
una reduccién en el peso molecular del polimero. Esto se observa en la
nucleacion y al rapido crecimiento de cristales de apatita en el hibrido cuando

se usa PCL de peso molecular inferior.

La hipotesis que sostiene el aumento en la reticulacion del material hibrido,
es la principal relacion con los dominios ricos en silice uniformemente

distribuidos y bien dispersos en el material, que actian como sitios de
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nucleacion para la formacion de los cristales de apatita. Asimismo, la rapida
degradacion de la fase de PCL induce la liberacion de iones de calcio cuando

se encuentra sumergido en SFB [29], [39].

El contenido alto de PCL en el material hibrido, el porcentaje bajo de
formacion de la apatita y la ductilidad del polimero provoca que dificilmente
se muestren fracturas sobre la superficie de los biomateriales hibridos [24].
Por el contrario, el contenido bajo del polimero en el material hibrido, el
porcentaje de formacion alto de apatita, asi como la fragilidad y dureza de los

ceramicos, muestran fracturas a lo largo del material hibrido.

Cuando se sintetizan materiales hibridos con un contenido intermedio de
PCL se han logrado valores de resistencia a la tension y médulo de Young
alrededor de 20 a 600 MPa, la presencia de fracturas en los materiales es de
un 50% [24]. Los perfiles de bioactividad y biodegradabilidad, asi como
buenas propiedades mecanicas son algunas propiedades que poseen este
tipo de materiales, sin embargo, su potencial de aplicacién en la ingenieria
de tejidos, esté limitado por los sitios de acoplamiento que surgen al final de
las cadenas poliméricas en los materiales hibridos, asi como la falta de
liberacion de iones Ca?* en el sistema hibrido, que es esencial para
comenzar la osteogénesis y con ello presentar una mejor bioactividad del

material hibrido.

Experimentalmente, se ha observado que la incorporacion de iones Ca?* en
el sistema hibrido induce una osteoconductividad buena, debido a que los
hibridos estan recubiertos con una capa de apatita, que es un componente

principal del hueso natural [40].

Los biomateriales hibridos demostraron que algunas de las ventajas de la
combinacion de polimeros organicos con materiales inorganicos bioactivos,

se refleja en muchos de los tejidos del cuerpo humano. Un ejemplo claro se
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observa en los compositos a nano-escala que se utilizan para una sustitucion
adecuada de tejidos dafados, siendo logico que esto se considere en el
desarrollo de biomateriales de andamios para la regeneracion y reparacion
Osea. La capacidad de utilizar un material de una sola fase para tales fines
es poco practica, por ello, el utilizar diferentes tipos de materiales
compuestos, representa una alternativa mas eficaz para obtener resultados
que evidencien la mejora que traen consigo estos materiales. Los
biomateriales hibridos O/l, exhiben este tipo de mejoras con una gama de
bioactividad y reabsorbilidad diferente a la de un material con una sola fase o
un biomaterial compuesto, asi como diferentes tipos de propiedades
mecanicas y adaptaciones de las propiedades quimicas y morfolégicas de

material.
1.3.4 Biopolimeros

Los biomateriales, segun la Real Academia de la Lengua Espafiola (RAE),
son materiales tolerados por el organismo y utilizados para prétesis, sistemas
de liberacion controlada de farmacos, asi como para la regeneracion tisular.
Se sabe que cuando los biomateriales estan en contacto con tejidos o células
vivas no liberan moléculas tdoxicas como producto de una disolucion o
descomposicion quimica. Se clasifican por su naturaleza quimica en

biopolimeros, bioceramicos, biocompuestos y por métales inertes [41].

Especificamente en los biopolimeros, existen varios factores que determinan
las caracteristicas de un biopolimero, como es su naturaleza inerte frente a
fluidos corporales, es decir, que no se degradan quimicamente y que
conservan por mucho tiempo sus propiedades tanto quimicas como fisicas,
tal es el caso del polietiieno (PE) y varios poliésteres, entre ellos se

encuentra el polimetil-metacrilato (PMM).
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No todos los polimeros permanecen inertes frente a un medio bioldgico,
también se encuentran aquellos que se descomponen mediante un
mecanismo de degradacion quimica, que generalmente esta vinculado con la
presencia de agua, que se denomina degradacion hidrolitica. A este grupo
de biopolimeros se les conoce como polimeros con propiedades
biodegradables, requisito indispensable para utilizarlos en aplicaciones
biomédicas, esperando que los productos de degradacion no representen
toxicidad para el medio biolégico con el cuél estan en contacto. Es natural
que la cinética de degradacion este relacionada con la pérdida de
propiedades fisico-mecéanicas del polimero, lo que hace de estos materiales

un medio idéneo para la elaboracion de andamios tisulares [41].

1.3.4.1 Poliacido lactico

En Japon, el 70% de los polimeros utilizados se someten a un proceso de
incineracion, causando graves consecuencias al medio ambiente. Para
resolver esta situacion, se han investigado diferentes tipos de biopolimeros
como el poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato, la policaprolactona (PCL),
el polivinil alcohol (PVA), el poliacido lactico (PLA), entre otros, debido a que
estos polimeros son biodegradables en tierra, agua y composta. Sus
propiedades como la poca transparencia y resistencia minima a ser
moldeados por procesos térmicos, los hace materiales de dificil acceso para

utilizarse en aplicaciones biomédicas [42].

HO ~0

O CH,4 O

Figura 1.1 Estructura quimica del poliacido lactico (PLA) [43].
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El poliacido lactico o poli(lactida) (PLA), es conocido por su potencial de
aplicacion en empaques biodegradables y productos consumibles, debido a
que posee excelentes propiedades, como buena resistencia mecanica,
transparencia y compostabilidad alta. Es usado como material bioabsorbible
en aplicaciones médicas, ejemplificando la aplicacién que se le dio en esta
investigacion como andamio hibrido utilizado para cultivos con células

hematopoyeéticas.

El PLA se biodegrada en composta, se hidroliza en solucién alcalina y
cuando es incinerado, su temperatura de combustion es muy parecida a los

plasticos convencionales como el poliestireno o polietileno.

El &cido lactico que es el precursor del polimero, es producido a partir de
recursos renovables como los carbohidratos del maiz. Recientemente, la
produccion de acido lactico se incrementdé y expandié rapidamente,
especialmente en USA donde su precio estimado fue de 2 ddlares por

kilogramo [42].

1.3.4.2 Biodegradabilidad y biocompatibilidad del PLA.

Los biomateriales son sustancias naturales o sintéticas que pueden
interactuar con sistemas bioldgicos de manera temporal o permanente. Lo
anterior ofrece una alternativa para el tratamiento y reparacion en la perdida
de tejido y érganos debido a traumas o enfermedades. Existe una gama muy
amplia para las aplicaciones de los biomateriales, ya que también se pueden
utilizar como sistemas de liberacion controlada de farmacos, andamios
celulares, hilos de sutura en ingenieria de tejidos, prétesis para
reemplazamiento de tejidos, lentes intraoculares, implantes dentales,

organos artificiales temporales o permanentes, entre otros.
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Los polimeros bioabsorbibles se disuelven gradualmente en el
microambiente celular y son eliminados a través de la orina y otros medios
de excrecion. Entre los polimeros mas utilizados en medicina regenerativa,
se encuentran los poli(a-hidroxi acidos), como el PLA gque es un polimero
muy importante de la familia de los poliésteres debido a sus propiedades
ampliamente investigadas como soporte para materiales en regeneracion de

tejidos.

El mecanismo de reaccion para la sintesis del PLA fue investigado para
determinar los pardmetros cinéticos del proceso. En un proceso de
polimerizacién convencional, se utilizan como condiciones la temperatura,
una atmosfera de nitr6geno, alto vacio y tiempos cortos de reaccién. Como el
acido lactico (LA) es una molécula quiral que existe con dos enantiomeros, L-
y D- dpticamente activos, las propiedades fisicoquimicas de este polimero

semi-cristalino, son las siguientes:

e La temperatura de transicion vitrea (Tg) se encuentra en intervalos
gue van desde los 55° C hasta los 50° C.

e La temperatura de fusibn Tm, se encuentra en intervalos que van
desde los 174° C hasta los 184° C.

e El esfuerzo mecanico aceptable para ser utilizado en regeneracién de
tejido Oseo, dental y cartilaginoso.

e La plasticidad y procesabilidad al ser un poliéster hidrofébico, presenta
inestabilidad en condiciones de humedad alta.

e Cuando el polimero se encuentra en contacto con tejido vivo, los
productos quimicos de la depolimerizacion no son toxicos, tales como
el acido lactico, CO2 y H20 que son eliminados a través de ciclo de

Krebs y la orina [44].
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Figura 1.2. Enantibmeros, L- y D- del acido lactico.

En general, la sintesis del PLA se realiza por dos métodos importantes:
e La policondensacion directa del acido lactico y,

e La apertura de anillo del dimero ciclico de acido lactico, conocido

como lactida [43].

CH, % CH,
(o] OH
) cH, )

Agentes de acoplamiento
Condensacion Prepolimero de bajo peso molecular de cadena
P.M. = 2,000 - 10,000

CH, CH, N CH,
OH o \/\ OH
HO /\/ HO 2 O/Y
o o

CH, o
Acido lactico PLA de alto peso molecular
P.M. > 100,000
Condensack‘:r\.ﬂ o Polimerizacién por
. apertura de anillo
CH, o) CH, o O CH,
0\/\ A OH Despolimerizacion ¥ :\L
—
HO “n 0/\/ cn,\o 9
o CH o
Prepolimero de bajo peso molecular Lactida

P.M. = 1,000 - 5,000

Figura 1.3. Mecanismos de sintesis para la obtencién del PLA [45].
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En la figura 1.3 se observan los dos mecanismos de reaccion de los métodos
de sintesis de policondensacion directa, en el cual utiliza Gnicamente un
disolvente, y requiere de tiempos grandes de reaccion dando como
resultado, un polimero de peso molecular bajo a intermedio. La
polimerizacion por apertura de anillo (ROP) de la lactida, requiere de un
catalizador para controlar con ello el peso molecular. Dependiendo del
monomero utilizado y de las condiciones de reaccion es posible controlar la

relacion y secuencia de las unidades de D y L-lactida en el polimero final [46].

La degradacion del PLA, generalmente involucra una hidrdlisis al azar en sus
enlaces tipo éster, dando como producto de degradacién el acido lactico, el
cual se encuentra presente en el cuerpo humano. La rapidez de degradacion
esta determinada por factores como la configuraciébn de la estructura del
polimero, porosidad, peso molecular, morfologia, esfuerzos mecanicos a los
gue esta sometido el material, asi como por la cantidad de mondmeros
residuales. Este comportamiento quimico del PLA lo hace ideal para su
aplicacion en implantes ortopédicos [13].

1.3.5 Bioceramicos.

La historia de los ceramicos comienza con los de una civilizacién antigua, en
la que su uso, representa una medida del progreso tecnologico de la misma,
teniendo importantes efectos en la vida practica de la humanidad asi como
en su propia historia. Los ceramicos son compuestos inorganicos, no
metélicos, soélidos inertes, sintetizados por la accién de calor y subsecuentes
enfriamientos que proporcionan materiales con estructuras cristalinas, semi-

cristalinas, o amorfas [47].
Los ceramicos se definen como productos hechos de sustancias inorganicas

no metalicas. Siguiendo la naturaleza de los estandares de la fisica y la

guimica moderna, los ceramicos se asocian a la nocion de lo no metalico, y
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su dependencia de sintesis a condiciones como la temperatura y la presion.
Esta nocion de caracter inorganico se relaciona con compuestos que no

muestran estructuras quimicas de hidrocarbonos [1].

Los ceramicos modernos se clasifican como ceramicos avanzados o
ceramicos finos. Ambos incluyen tres distintas categorias: 6xidos, como la
alumina y zirconia, no 6xidos como los carburos, boruros, nitruros y siliciuros,
y los materiales compuestos como particulas y fibras reforzadas de
combinaciones de oOxidos y no oOxidos. Los cerdmicos avanzados, son
sintetizados a partir de componentes quimicos que pueden ser utilizados en
campos como la mecanica, la metalurgia, la quimica, la medicina, la Optica,
térmicos, magnéticos, eléctricos y la industria de los electrodomésticos,

debido a sus propiedades quimicas Y fisicas [47].

En la figura 1.4 se observa un mapeo completo de los diferentes compuestos

que provienen de un material ceramico.

corte,
icos.

Figura 1.4. Clasificacion, definiciéon y terminologia de los ceramicos. *Frecuentemente
sefialado como “ceramica fina” (Japén) o “Hochleistungskeramik”, ceramica de alto
rendimiento (Alemania). **Frecuentemente sefialado como "Ingenieria de ceramicos” (EEUU,
GB) o “Ingenieurkeramik”, Técnicas de ceramicos (Alemania). Esquema obtenido y traducido
de [1].
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Los materiales cerdmicos utilizados para aplicaciones médicas, conocidos
como materiales bioceramicos, representan un campo amplio en la
investigacion quimica. La obtencion de biomateriales utilizados en la fijacion
de implantes bioldgicos, asi como en la busqueda de posibles soluciones a
los problemas de la regeneracion tisular, ejercen una demanda fuerte de

materiales capaces de sustituir o reparar las deficiencias del cuerpo humano.

Un material bioactivo se define como un material que estimula una respuesta
beneficiosa en el cuerpo, en particular, en la union con tejido huésped. El
término “bioceramico” se utiliza, generalmente, con vidrios recubiertos,
vitroceramicos Yy ceramicos utilizados como materiales para implantes

biolégicos [48].

En la década de 1970, el fracaso de los biomateriales como fueron el acero,
las aleaciones de cobalto y el poli-(metacrilato de metilo) o PMM, se debi6 a
la encapsulacion de estos materiales por el tejido vivo, provocando en la
mayoria de las ocasiones, rechazo por parte del cuerpo. Por ello, se
realizaron investigaciones nuevas con los materiales ceramicos en auge, en
un intento de encontrar una integracion 6sea adecuada entre la superficie de

los mismos, con los entes biolégicos con los que eran probados [49].

Las propiedades de los materiales biocerdmicos son favorables para su uso
en implantes biolégicos, con la excepcién de su rigidez y fragilidad, dos
inconvenientes importantes para este tipo de aplicaciones. La fragilidad de
los materiales biocerdmicos ha restringido severamente su campo de
aplicacion, dejando a un lado Al203 y ZrOz2, que estan siendo utilizados para

las prétesis de articulacion de la cadera.

Los materiales bioceramicos y los fosfatos en particular, son tipos de
materiales similares a los componentes minerales que se encuentran en los

huesos, como es la hidroxiapatita carbonatada no estequiométrica. Por ello,
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una de las ventajas que se deben destacar en el analisis de estos materiales
bioceramicos, es su reactividad quimica baja, que en muchos de estos
materiales es casi inerte y, por lo tanto, biocompatible. No todos los
materiales bioceramicos son quimicamente inertes, de hecho, los materiales
ceramicos utilizados en la cirugia reconstructiva, asi como en la ingenieria de

tejidos pueden ser bioinertes o bioactivos.

La definicion de bioactividad propuesta por Hulbert [2], en un material
bioactivo, se refiere a aquellos materiales que permiten una respuesta
biologica especifica en su interfaz, lo que origina la formacion de enlaces
entre los tejidos y dicho material. Estos fendémenos de bioactividad
evidencian la reactividad quimica del material y el entorno biolégico donde es
utilizado.

El proposito final de la sintesis de los ceramicos para la reparacion 0sea, es
implantar el material cerdmico capaz de regenerar el hueso dafiado. Esto, es
posible si el material es bioactivo y biocompatible, de otra manera si el
material cerdmico es inerte, el hueso debera ser reemplazado por un material
qgue el organismo tolere, y que no se sustituye por medio de la regeneracion

Osea.

De acuerdo con el modelo de mineralizacion que se presenta en la
naturaleza, en general se acepta que la formacion de tejido duro se inicia a
partir de fosfato de calcio amorfo que, después de una serie de etapas de
equilibrios heterogéneos, alcanza dimensiones criticas hasta llegar a la

cristalizacion de hidroxiapatita carbonatada [49].

1.3.5.1 Vidrios bioactivos

Los vidrios se definen como soélidos con desorden estructural. La

caracteristica que los diferencia de los ceramico cristalino es el balance de
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orden-desorden estructural, ya que composicionalmente tienen la misma

estructura.

El proceso de obtencion de los vidrios, es a través de dos métodos de
sintesis, el de fusién y el sol-gel [49]. El primero, consiste en fundir una
mezcla de componentes inorganicos como Oxidos, carbonatos, fosfatos,
mientras que la sintesis por sol-gel consiste en obtener un “sol”, por medio
de la condensacion de los precursores utilizados para la formacién de un
vidrio, para después realizar la gelacién del “sol”. Los vidrios que se obtienen
con este método, tienen un grado de pureza alto y una variedad mas amplia

de composiciones [50].

El proposito de los formadores de red es construir enlaces Si-O-Si, y los
modificadores de red como el CaO y MgO tratan de romper estos enlaces,
permitiendo asi que la masa fundida se solidifique con un alto grado de
desorden. Su presencia es apta para temperaturas de fusion y valores de
viscosidad bajos, lo que reduce los costos econémicos de la produccion de
vidrio, garantizando al mismo tiempo un alto grado de desorden. La
estructura desordenada se traduce como una gran posibilidad para facilitar la
alta reactividad, es de hecho, la principal ventaja para su aplicacién en la
reparacién de huesos, sistemas dentales o cartilaginosos, debido a que los
productos de reaccién obtenidos a partir de estos tipos de vasos y fluidos

fisiolégicos, conducen a la cristalizacion de la fase de apatita [49].

El desarrollo y la evaluacion de los biomateriales inertes durante los
principios de 1970, di6 una nueva direccibn en la investigacion en
biomateriales, que comenzd con el desarrollo del control de los biocerdmicos
de superficies reactivas, incluyendo el concepto de enlace bioquimico que

puede ocurrir entre la materia viva y la no viva [2].
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El primer vidrio bioactivo sintetizado fue el sistema Na20-CaO-P20s-SiOz, en
1971 por Hench. Este sistema, tiene un contenido alto en calcio y una
composicidon cercana al punto eutéctico del sistema ternario Na20O-CaO-SiO2
[51]. Asimismo, confirmd la existencia de la union interfacial del tejido duro
con el implante para concentraciones de vidrio especificas. Con ello, se
sentaron las bases en la investigacion sobre el enlace del hueso con los
biovidrios y los vidrios ceramicos que condujeron a la composicion etiquetada
con el nombre 45S5 cuya composicidén porcentual en peso fue de 45% SiOz,
24.5% CaO, 24.5% Na20 and 6% P20s.

En la figura 1.5 se observan los limites composicionales de los biovidrios en
la unién con los tejidos 6seos. Con las regiones que representan el llamado

“limite de union 6seo”, distribuido en las zonas siguientes:

A: Unién a 30 dias o menos

B: Sin unién, reactividad demasiada baja
C: Sin unidn, reactividad demasiado alta
D: Sin unioén, sin formacion de vidrio

CaO Na.O

Figura 1.5. Distribucién de zonas de biocompatibilidad de los vidrios bioactivos y
vidrios cerdmicos. Esquema extraido y traducido de [2].

En la figura 1.6 se observa el diagrama ternario del sistema SiO2-Na20-CaO,
de las zonas de unién entre el vidrio bioactivo y el hueso, con valores de

indices de bioactividad representados con las letras Ig.
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Si0,

Ca0 Na,O

Figura 1.6 Dependencia composicional en porcentaje en peso, del enlace 6seo y el enlace
de tejido suave en vidrios bioactivos y vidrios ceramicos bioactivos. Todas las composiciones
en la region A tiene una constante de 6% de P2Os. El vidrio ceramico A/W tiene un contenido
alto en P20s. La region E (union de tejidos blandos) estd dentro de la linea punteada donde
Is> 8 y donde se encuentran los biovidrios Bioglass 45S5® (%), Ceravital® (V) y 5554.3
Bioglass® (). Extraido y traducido de [3].

Se estudio una serie de vidrios con este sistema de cuatro componentes con
una constante de 6% de P20s. La dependencia composicional de la
bioactividad de el limite de union 6seo para este sistema se muestra en la
figura 1.6. En la regién A los vidrios son bioactivos y estan unidos al hueso.
Los vidrios en la region B tienen un comportamiento similar a los materiales
inertes que resultan en una encapsulacion fibrosa de la interfase entre el
tejido y el implante. Los vidrios en la regién C se reabsorben, en un plazo de
10 a 30 dias, en el tejido. Las composiciones en la regién D, técnicamente no
son bioactivas. En la mitad del region A, en un &rea pequefia que se
representa con una linea punteada, se observa que el componente de
colageno de los tejidos blandos se adhiere a los vidrios bioactivos. Las lineas

Is, muestran la equivalencia de las composiciones del indice de bioactividad.

La fuerza baja de la monofase de un vidrio bioactivo restringe su aplicacion
clinica a situaciones de soporte de carga bajo. Una forma de resolver este
problema, es preparar vidrios ceramicos por un proceso de cristalizacion del
vidrio. Vidrios bioactivos diferentes han sido desarrollados, incluyendo los
vidrios bioactivos A/W, el ceravital y los vidrios mecanizables. La fuerza

mecanica de los vidrios ceramicos se mejord y mostrd bioactividad mediante
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la union al hueso. Las vitrocerdmicas mecanizables tienen niveles altos de
mecanizacion debido a la adicion de una mica cristalizada durante el
tratamiento térmico [3]. El proceso de sintesis consistio en la fusion de la
mezcla precursora (TEOS), y posterior enfriamiento de los vidrios. El analisis
de la composicién de las fases permitié construir sus diagramas en donde se
determinan las areas que corresponden a los vidrios bioactivos. Se
afiadieron a los biovidrios, nuevos componentes como K20, MgO, CaF,
Al203, B203 0 Fe203, para que actuaran como formadores y/o modificadores
de red, asi como para disminuir la temperatura de fusion. El propésito
principal de su inclusién fue para mejorar las propiedades que se centraron
en aplicaciones clinicas, es decir, para aumentar o preservar la bioactividad.
La adicion de algunos de estos 6xidos destruye el comportamiento bioactivo
de los vidrios.

El uso de la técnica sol-gel para preparar vidrios permite dejar de lado el
Na2O como agente de fusion y trabajar Unicamente con el sistema ternario
Ca0-P20s5-SiO2. Este método hace que sea posible ampliar el intervalo de
composicién bioactiva estudiado en el diagrama de equilibrio de fase de los
vidrios, ademas a diametros menores de particula, los biovidrios contienen
un area de superficie mayor, misma que aumenta con los valores de
porosidad. Por lo tanto, la aplicacion de la técnica sol-gel en la sintesis del

biovidrio dio lugar a una composicion en el sistema SiO2-CaO-Na20-P20s.

La etapa siguiente en la simplificacion del sistema ternario era eliminar otro
componente. De acuerdo con la informacién obtenida a partir del estudio de
otros sistemas, el SiO2 parecia muy importante para el comportamiento
bioactivo del vidrio; por lo tanto, el candidato para la eliminacién era P20s.
Este sistema binario fue probado por Kokubo y colaboradores, asi como la
produccion de vidrios con un sistema binario SiO2-CaO con un contenido de

SiO2 de menos de o igual a 65% molar. Vallet-Regi y colaboradores,
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prepararon vidrios en este sistema con el contenido de SiO2 de hasta 90%
(50-90% SiO2), por la técnica sol-gel [46].

1.3.5.2 El Sistema ternario SiO2-CaO-P20s

El método sol-gel se ha utilizado para hacer una nueva generacion de vidrios
bioactivos, siete pasos estan involucrados en su fabricacion. Los vidrios
obtenidos por éste método y desde el punto de vista de su composicion
corresponden a la formula Si02-CaO-P20s los cuales tienen un intervalo de
composicién ampliada de bioactividad sobre los vidrios o cerdmicas hechas
por los procesos tradicionales. El proceso de sol-gel tiene la capacidad de
controlar la composicion quimica de la superficie del material lo cual se
relaciona con la bioactividad. El vidrio obtenido por este método tiene una
fraccibn en volumen grande, debido a su porosidad nanométrica en la
superficie, y por lo tanto, con una mayor concentracion de silanoles en la
superficie, caracterizados porque tienen anillos de siloxano de tres miembros
y cuatro miembros meta-estables en la superficie. Por lo tanto, la bioactividad
se controla mediante la regulacién de la quimica de la superficie, tales como
la velocidad de liberacion de silicio soluble y la textura de la superficie. Se
predice que el vidrio bioactivo tiene un uso como un sistema de liberacion de
farmaco para factores de crecimiento 6seo, para materiales compuestos

bioactivos y como recubrimientos de polimeros [3].

La formaciéon de una capa rica en Si y una capa de fosfato de calcio sobre los
vidrios bioactivos es un hecho establecido. El proceso se lleva a cabo a
través de la superficie libre del vidrio, por lo que los factores responsables de
un aumento de la superficie especifica del cristal inicial, implica una
aceleracion de la cinética de este mecanismo de reactividad quimica en
vidrios bioactivos. Este fue de hecho una de las razones para buscar rutas de
sintesis adicionales a estos vidrios, tratando de aumentar la superficie

especifica y porosidad del producto final. La capa rica en Si se ve en el
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cristal, y el fosfato de calcio se ve como una capa superficial sobre el gel rico
en Si. La porosidad alta en los vidrios obtenidos por el método sol-gel
favorece la formacion de la capa de apatita similar, ya que facilita la rapida y
masiva liberacion de iones de Caz* desde el cristal en la solucion. Esta
version incrementa la saturacion Caz* y el pH en el medio, e induce la
formacion de los grupos silanol (Si-OH) en la superficie del vidrio de acuerdo

con la ecuacion siguiente:

2(Si-0) + 2Caz* - 2H20 > 2Si-OH + 2Cay* - 20H"

La formacion de la capa rica en silicio es casi instantanea, y se cubre en
cuestion de minutos por una capa de fosfato amorfo, que en 2 o 3 dias
cristaliza con la estructura de la apatita. Existen otros factores que
contribuyen a estas reacciones. El CaO actia como modificador de red, la
induccion de la inestabilidad en el sistema provocando estrés en la red
cristalina, por lo tanto, en general, un mayor contenido de CaO en el vidrio
implica cinéticas de formacibn mas rapidas de la fase de apatita. La
presencia de CaO también se asocia con una porosidad mayor del vidrio

En este trabajo se propone un método para cuantificar y predecir la
bioactividad de vidrios de silicato; que se refiere a la degradacion de la red
de SiO2 con los factores que causan la formacion de grupos silanol en la
superficie de los vidrios. Estos factores son la composicion (cantidad de
modificadores de red, en este caso: Ca0), y las propiedades de textura (area
superficial y porosidad). La biocompatibilidad de estos vidrios obtenidos por
el método sol-gel se ha estudiado por medio de cultivos de células llamados
osteoblastos. Se ha observado que estos materiales permiten y favorecen el
crecimiento de células 6seas. La adicion de MgO al sistema SiO2-CaO-P20s
modifica las propiedades de textura y disminuye la bioactividad de los
biovidrios obtenidos por sol-gel, y aumenta la complejidad de el sistema [52].
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La exclusion de un componente del sistema ternario, tal como el P20s, podria
ayudar a la comprension del mecanismo de la bioactividad en los vidrios,
esto es, con la presencia o la ausencia de tal compuesto, el vidrio resultante
puede o no, ser bioactivo. En la literatura se encuentran informes de la
bioactividad de SiO2-CaO a partir de la fusién de los vidrios con un contenido
maximo de SiO2 de 65% mol. Contenidos de silice mayores producirian la
separacion de fases por este método de sintesis. Se ha sintetizado vidrio del
tipo CaO-SiO2 con contenidos de SiO2 entre 50 y 90% en mol por el método
sol-gel. Estudios in vitro de bioactividad, muestran la formacion de una capa
de apatita similar a la apatita presente en los tejidos 6seos. Estos resultados
indican que la presencia de P20s en vidrios de este sistema no es esencial
para asegurar la bioactividad, incluso con contenidos muy altos de SiO2. Con
el P20s, se observé que la tasa de formacion de la nueva capa aumenta con

el contenido de CaO en los biovidrios [52].

1.3.6 Técnica de Electrohilado.

Esta técnica data de 1900 con la primer patente de J. F. Gooley (Gooley, J.
F. Patent GB 06385, que habla de “Métodos mejorados de un aparato que
separa los componentes liquidos volatiles de los que no lo son, a través de
cargas eléctricas”). Quien desarroll6 la técnica como tal, y la llevd a niveles
gque comenzaron a marcar un camino para aplicaciones diferentes,
desarrollos de materiales y biomateriales obtenidos por esta técnica, fue
Anton Formals, en su patente (U. S. Patent 1,975,504), en 1934 con la
generacion de hilos textiles [53]. Desde entonces, la técnica de electrohilado
ha sido estudiada por grupos diferentes de investigacion, con la finalidad de
desarrollar nuevas rutas de sintesis para la obtencion de nanoestructuras,
con diferentes propiedades fisicas, quimicas y mecénicas.

Una de las primeras rutas de sintesis propuestas para la obtencion de

nanoestructuras fue hecha por Reneker y colaboradores durante los 90°s, en
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donde describian de una manera muy simple la generacion de

nanoestructuras poliméricas en una dimension [54].

En el proceso de electrohilado, la solucion polimérica se retiene por tension
superficial al final del tubo capilar por la diferencia de potencial al que es
sometido el sistema, induciendo una carga eléctrica sobre la superficie de la
disolucién, y con ello generando un campo eléctrico. Cuando el campo
eléctrico aplicado llega a valores criticos sobre la superficie de la disolucion,
las fuerzas eléctricas repulsivas sobrepasan las fuerzas de tension superficial
generadas en la punta capilar de la aguja o inyector y el jet o chorro de la
disolucién, es eyectado desde la punta de la aguja, lo que produce
consecuentemente un cono, que es conocido con el nombre de cono de
Taylor [55].

El cono de Taylor, se forma por el equilibrio entre las fuerzas de tension
superficial asociadas a la concentracion de la disolucion polimérica, y las
fuerzas de repulsion eléctricas, causadas por el campo eléctrico aplicado al
sistema. Por ello, cuando se comienza el proceso de electrohilado, entre la
punta de la jeringa y el colector, el jet 0 chorro comienza un viaje inestable y
rapido, desde la punta del inyector, hasta la superficie del colector,
ocasionando la evaporacion del disolvente durante el viaje del jet en el
sistema y la consecuente solidificacion del polimero en la superficie del

colector, en forma de micro y nanofibras [54].

El equipo de electrohilado utilizado consta de tres componentes principales,
una fuente de poder que aplica una diferencia de potencial en la escala de
los kV en corriente directa, un inyector que normalmente es una jeringa con
aguja metalica, y una placa colectora hecha de materiales con propiedades
conductoras que se utiliza para cerrar el circuito que se forma con los otros
dos componentes del equipo [56]. El proceso de electrohilado, comienza con

la inyeccién de la solucion polimérica, hibrida (O/I) o ceramica, cuya
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viscosidad es directamente proporcional a la concentraciéon, a la cual se

preparan cada una de las soluciones.

En la figura 1.7, se observa un esquema bésico del proceso de electrohilado,
y la recoleccion de las micro y nanofibras formadas.

POLO (+) POLO ()

INYECTOR COLECTOR

NANOFIBRAS

Figura 1.7 Componentes basicos del equipo de electrohilado.

La técnica de electrohildo es un proceso sencillo que incluye materiales
comunes, lo cual genera que sea de costo bajo y de acceso facil, para
biomateriales sencillos, ya que al obtener materiales con una mayor
complejidad estructural, se necesita una metodologia méas complicada,
debido a la naturaleza de la técnica, que no permite obtener reproducibilidad

en los andamios obtenidos.

El equipo de electrohilado contiene una serie de variables fisicas por
controlar, las que en su mayoria son controladas de manera efectiva, a
través de diferentes sistemas fisico-mecanicos. En la tabla 1.3, se enlistan
las variables mas importantes que determinan la morfologia, la porosidad vy el

diametro de fibra de los andamios electrohilados.
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Tabla 1.3. Variables fisicas y quimicas que son susceptibles de control, para la
obtencion de andamios electrohilados. Las flechas indican el aumento (1) o la
disminucion (¥) de cada una de las variables.

Variable Morfologia Porosidad Diametro de fibra
AE (kV) T Fibras 0 )
[C] (mol/L) ) Cluster J 1
Distancia (cm) T Fibras 0 l
%Humedad ) Cluster 1 1
Temperatura (°C) T Fibras - -

De la tabla 1.3, se observan las variables importantes para la obtencion de
andamios electrohilados, siendo estas, la diferencia de potencial aplicada
(AE); la concentracion de la disoluciéon polimérica, que conlleva a aumentar o
disminuir la viscosidad de la misma; la distancia inyector-colector; el
porcentaje de humedad del sistema, y la temperatura a la cual se realiza el

proceso de electrohilado.

1.3.6.1 Descripcion del equipo de Electrohilado.

Figura 1.8 Fotografia del equipo de electrohilado utilizado, en el que se
observan los componentes del equipo con fuente de poder (FEM), sistema
de inyeccion, y colector.
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El equipo de electrohilado de la figura 1.8, consta de una caja de acrilico, que
sirve para realizar el proceso de electrohilado bajo condiciones de humedad
controlada; un sistema de inyeccion (bomba) de la marca New Era Pump
Systems, Inc NE-1600; asi como una fuente de poder con una capacidad de
hasta 40 kV, y los utensilios secundarios, como son un higrémetro para medir
humedad relativa (%H), y recipientes donde se esparcen agentes desecantes

del tipo de la silica gel, con la finalidad de controlar la humedad del sistema.

Al aumentar la diferencia de potencial aplicada a la disolucién polimérica, si
el disolvente que se utiliza tiene una constante dieléctrica alta, generara una
interaccién mayor entre el campo eléctrico aplicado y la disolucidén polimérica
de PLA, resultando una evaporacion mas rapida del disolvente de la
disolucién, a la par de la generacion del jet o chorro, ocasionando finalmente
gue se formen micro y nanofibras que se colectan de manera aleatoria sobre

la superficie del colector.

En los andamios nanométricos una vez electrohilados, su porosidad
aumentara conforme el didmetro de la fibra disminuye. Asimismo, si la
concentracion del polimero aumenta, se sabe que el volumen del disolvente
disminuye y por lo tanto habrd una concentracion mayor de polimero en el
colector, que ocasionara el aumento en el diametro de fibra, o bien, la
formacion de bulbos, provocados también por las fuerzas repulsivas
insuficientes del campo eléctrico aplicado, que no permitirian la eficiente
evaporacion del disolvente durante el trayecto del jet desde la punta del
inyector, hasta la superficie del colector.
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1.3.7 Técnica de Sol-Gel.

Condensacion de las particulas
Hidrdlisis e® .0 presentes en el sol
....
Polimerizacion e®s Gelacion

Precursores

en solucién Recubrimiento por Sol Recubrimiento
fuerza centrifuga por inmersién
("Spin-Coating”) ("Dip-Coating")

Gel

Evaporacién del
solvente

Sustratos ———3 '_ ._. _'.'. .

@
o o
-
o leoe
o
- S :.o
Pelicula de m Gelacién_g m Pelicula de Xerogel
xerogel 1] avaporacion » xerogel
del solvente B Tratamiento
térmico
Tratamiento Tratamiento
térmico térmico P
Pelicula ,.'.‘..‘ _‘"“" Pelicula
densa J k densa
§ssssE
Ceramico denso
(a) (b)

Figura 1.9. Descripcion general que muestra dos ejemplos de la sintesis por el método sol-
gel: (a) peliculas de un sol coloidal; (B) en polvo de un sol coloidal transformado en un gel

[4].

Hace 40 afios, la sintesis y preparacion de diferentes materiales ceramicos,
seguia siendo por métodos tradicionales y con altos costos energéticos y
monetarios, partiendo siempre de materias primas naturales y considerando
como factores principales para su obtencion, la temperatura de sintesis, el
sinterizado y la temperatura de fusion. Derivado de ello, el desarrollo de la
técnica sol-gel causd un impacto en los sectores cientifico e industrial, al
representar una alternativa para la obtencion de vidrios y ceramicos a
temperaturas mas bajas que las utilizadas en los métodos de obtencién
convencionales. La técnica consiste en una serie de pasos experimentales
gue suceden después de la formacion de la llamada fase “sol”, que es una
suspension coloidal de particulas sdlidas sumergidas en un liquido [57].
Estos pasos experimentales son: la gelacion, secado, prensado y el colado,
de las que el resultado final, son las transformaciones estructurales, y de
fase. El sistema inicial representa una solucion en la que diferentes

procedimientos de polimerizacion y policondensacion conducen a la
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formacién gradual de polvos, fibras, recubrimientos, productos a granel

monoliticos, entre otros.

Los esquemas de sintesis usados se dividen de acuerdo a su precursor
inicial en tres grupos: i) soluciones acuosas de sales metalicas, ii) soluciones
de alcéxidos metdlicos, y iii) precursores organicos e inorganicos mezclados.
Aunque con cada precursor se obtienen los materiales deseados, en las
tltimas décadas se ha puesto una especial atencién en el estudio asociado
con la utilizacibn de precursores alcéxidos, que contribuyen de manera
sorprendente al desarrollo y popularizacion de la técnica sol-gel en varias

areas de aplicacion [58].

De acuerdo con Sakka, uno de los investigadores pioneros en el estudio y
desarrollo de la técnica sol-gel, se sabe que la técnica representa una nueva
tecnologia que facilita la obtencion de productos tipo gel, que son materiales
compuestos principalmente por nanoparticulas. O bien, biomateriales
hibridos compuestos por fases organicas e inorganicas [58].

Ebelman, fue el primero en reportar en 1845, la formacion de un material
transparente como resultado de una lenta hidrélisis de un éster de un acido
silicico. En 1930, Geffcen y Berger de la compafiia Shott, establecieron la
manera para mejorar el proceso sol-gel por medio de capas de 6xidos sobre
los vidrios industriales que utilizan combinaciones de precursores que
contiene metales, mediante recubrimiento por inmersion. Una vez conocido
este proceso, D. Roy y R. Roy, propusieron un método para la preparaciéon
de ceramicos y masas fundidas mas homogéneas usando la técnica de sol-
gel. Para los afios 60°s, H. Schrieder depositd recubrimientos transparentes
sobre superficies de vidrio con la finalidad de corregir el indice de refraccion

utilizando butoxido de titanio [58].
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1.3.8 Leucemia linfoblastica aguda

En Estados Unidos, alrededor de 6000 casos de leucemia linfoblastica aguda
(ALL) por sus siglas en inglés, son diagnosticados anualmente, la mitad de
estos casos ocurren en nifios y adolescentes que no sobrepasan los 20 afios
de edad. Los sintomas que se presentan en la LLA incluyen moretones o
sangrado por trombocitopenia, palidez y fatiga de anemia y neutropenia
causada por la infeccion, asi como infiltracion leucémica del higado, el bazo,
los ganglios linfaticos y el mediastino comunmente al momento del
diagnéstico. La leucemia extra-medular en el sistema nervioso central (SNC)
0 en los testiculos puede requerir modificaciones especificas en la terapia
convencional. En los ultimos 50 afios, la utilizacion de quimioterapias para
irradiar a los pacientes leucémicos, causaba una mejoria en casi el 90% de
los pacientes. Si esta patologia no se detectaba a tiempo, el indice de
mortandad en los pacientes leucémicos aumentaba considerablemente. Por
ello se han ido mejorando las técnicas de deteccion, asi como los

tratamientos utilizados durante las ultimas décadas [59].

En nifios hispanos, la presencia de la leucemia es diferente respecto a otras
poblaciones infantiles a nivel mundial; las caracteristicas clinicas y los picos
de incidencia en edad, asi como los factores moleculares son notablemente
diferentes [60].

Desde octubre de 1988, fecha en la que por primera vez se trasplanta sangre
de cordon umbilical y hasta nuestros dias, se tiene cierto escepticismo
respecto a las respuestas de este tipo de terapias para el tratamiento de LLA.
Hoy en dia, alrededor de 600,000 unidades de sangre de corddén umbilical se
almacenan en bancos de sangre, asi como alrededor de 20,000 unidades se
distribuyen alrededor del mundo para nifilos y adultos que se encuentran en
tratamiento con este tipo de terapia. Aunque este tipo de terapia ha resultado

satisfactoria para el tratamiento de la LLA, no deja de representar graves
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consecuencias debidas a la pre-existencia de comorbilidades en el paciente.
Aunque en este tipo de terapias, se utiliza sangre de corddén umbilical de
familiares, no deja de representar riesgos inmunoldgicos para el paciente,
por diferencias en los antigenos y anticuerpos de un cuerpo con respecto al
otro [61].

Por ello, el desarrollo de nuevas estrategias para la recoleccion,
mantenimiento y consecuente proliferacion de células que involucran todo el
sistema hematopoyético, es una de las principales metas de estudio de este

trabajo.
1.3.9 Técnicas de caracterizacion.

1.3.9.1 Microscopia Electronica de Barrido y Analisis quimico
dimensional (MEB) y EDS.

La microscopia electrénica de barrido, es una técnica de utilidad para la
caracterizacion de muestras organicas e inorganicas, Sus principios son
propuestos en 1935 por Knoll, y su comienzo en 1965 con el primer equipo

comercializado por The Cambridge Instrument Co.

El principio bésico de la microscopia electronica de barrido, consiste en
electrones emitidos por un catodo de tungsteno, que pasan por una columna
sometida a alto vacio, donde se concentra el haz de electrones inicial por
una serie de lentes con intervalos de diametro que van desde los 50 hasta
los 10 nm, para hacer puntual el haz de electrones emitidos [62]. Este haz, es
desplazado por toda la superficie de la muestra a modo de “barrido”,
produciendo electrones secundarios que son captados por un detector que
ioniza los electrones detectados, lo cual produce fotones que son dirigidos a
un fotomultiplicador, con ello se origina un fotoelectron a través de una serie

de dinodos con diferencias de potencial crecientes, esto produce electrones
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secundarios que al paso por un video-amplificador, que los dirige a un

osciloscopio de rayos catodicos, genera la imagen de la muestra [63].

Cada equipo de microscopia, posee un detector de electrones secundarios,
que genera la imagen de la muestra, parecida a la vision del ojo humano y un
detector de rayos x que sirve para obtener el espectro de elementos de la

muestra, conocido comunmente como un analisis quimico elemental [64].

1.3.9.2 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR).

La radiacion infrarroja fue descubierta en 1800 por el sefior William Hersheld.
Pero la investigacién de la absorcion infrarroja de materiales empez6 en
1900. Fue a finales de la segunda guerra mundial, cuando se construyé el
primer espectrometro de infrarrojo. La espectroscopia de infrarrojo es,
probablemente el método mas extensamente estudiado para la investigacion

de estructuras de polimeros y el analisis de grupos funcionales.

La espectroscopia IR se fundamenta en la absorcion de la radiacion infrarroja
por las moléculas en vibracion. Una molécula absorbera la energia de un haz
de luz infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria, para
que se dé una transicion vibracional de la molécula. Es decir, la molécula
comienza a vibrar de una manera determinada, debido a la energia que se le

suministra mediante luz infrarroja.

Se distinguen dos categorias basicas de vibraciones: de tension y de flexion.
Las vibraciones de tensiébn son cambios en la distancia interatbmica a lo
largo del eje del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de flexion estan

originadas por cambios en el &ngulo que forma dos enlaces.

La espectroscopia de infrarrojo se usa para estudiar muestras en estado
gaseoso, liquido y solido, dependiendo de los tipos de accesorios

empleados. Actualmente, existen una multitud de accesorios para la
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espectroscopia de IR que han logrado extender notablemente el campo de

actuacion [65].
1.3.9.3 Difraccion de rayos X (DRX).

De acuerdo con la teoria electromagnética clasica una carga eléctrica
acelerada es un foco emisor de nuevas ondas electromagnéticas y puesto
que el electrén oscila en fase con la radiaciéon X, esta radiacidbn emergente es
de igual frecuencia y longitud de onda que la radiacién original. El resultado
neto es un cambio de direccion. Si un electron se halla en el camino de un
haz de rayos-X polarizado da lugar a una radiacion dispersada en un punto P
del espacio, situado a una distancia r del electrén, la intensidad del haz

dispersado en relacion con la del haz original de rayos-X es igual a:

2

sen’ ¢ = I K sen’ ¢

2

1=1,

2
mcvr

Siendo @ el angulo formado por el vector eléctrico de la radiacion incidente y
la direccion desde donde se observa la dispersion (la linea que une el

electrén y el punto P).

Se consideran dos situaciones extremas donde el haz incidente esta
polarizado, y su vector eléctrico es a) perpendicular y b) paralelo al plano de

los vectores S y So.

S
La intensidad dispersada equivale:
caso a: I, = KI,sen’ (90°) = KI, " 26
caso b: /, = K, sen® (90°-20) = KI, cos’ (26) P
a SO

Si el haz incidente no esta polarizado se trata como compuesto de dos

componentes perpendiculares de igual intensidad, polarizadas en angulo
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rectos cada una de ellas. La intensidad dispersada se obtiene mediante

promedio y equivale a: [66].

1+ cos? 260

I=Kl,—

1.3.9.4 Anélisis Termogravimétrico (TGA).

En un andlisis termogravimétrico se registra, de manera continua, la masa de
una muestra colocada en una atmosfera controlada, en funcion de la
temperatura, o del tiempo. En el primer caso (experimento dinamico), la
temperatura de la muestra aumenta de manera controlada (normalmente de
forma lineal con el tiempo), y en el segundo (experimento isotermo), la

temperatura se mantiene constante.

La representacion de la masa o del porcentaje de masa en funcion del
tiempo o de la temperatura se denomina termograma o curva de
descomposicion térmica. Existen otros tipos de analisis denominados
termogravimetria diferencial, donde se registra o representa la variacion de
masa o0 su derivada, con respecto a la temperatura o respecto al tiempo,
dependiendo de si el experimento es dinamico o isotérmico, respectivamente
[65].

1.3.9.5 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

La técnica de calorimetria diferencial de barrido se basa en registrar la
diferencia en el cambio de entalpia, entre la muestra y un material inerte de
referencia en funcion de la temperatura o del tiempo, cuando ambos estan
sometidos a un programa controlado de temperaturas. La muestra y la
referencia se alojan en dos crisoles idénticos, que se calientan mediante
resistencias independientes. Esto hace posible emplear el principio de
‘balance nulo” de temperatura. Cuando en la muestra se produce una

transicion térmica (un cambio fisico o quimico que da lugar a una liberacién o
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absorcién de calor), se adiciona energia térmica, bien sea a la muestra, 0 a
la referencia, con objeto de mantener ambas a la misma temperatura. Debido
a que la energia térmica es equivalente en magnitud a la energia absorbida o
liberada en la transicion. El balance de energia proporciona una medicion

calorimétrica directa de la energia de la transicion.

En los materiales poliméricos, las transiciones térmicas mas importantes son:
la temperatura de transicion vitrea (Tg) y la temperatura de fusion (Tf). En los
polimeros amorfos, la Tg es la Unica transicion que se registra y aparece
como un cambio abrupto de la linea base presente en los difractogramas.
Por otra parte, en los polimeros muy cristalinos la Tg es dificil de observar,
debido a la baja proporcion de la parte amorfa en el polimero. Los procesos
de fusion y cristalizacién, dan informacion cualitativa sobre el pico de
temperatura de fusion y cuantitativa sobre la cristalinidad del polimero (area
del pico). La fusién se manifiesta en un pico endotérmico con una subida
mas o menos gradual y regular, segun la naturaleza e historia térmica de la
muestra y una bajada brusca hasta recobrar la linea base. Si la linea base se
mantiene tras la fusion, puede decirse que el material es estable para ser
procesado por fusién. Lo contrario es indicio de descomposicion y debe

estudiarse con mas detalle por andlisis termogravimétrico [65].

1.3.9.6 Pruebas biolégicas con células mesenquimales y de linaje
hematopoyético.

La alteraciéon de los nichos hematopoyéticos ha sido propuesta como un
factor contribuyente del origen y/o mantenimiento de patologias
hematoldgicas, entre las que se encuentra la leucemia linfoblastica aguda
(LLA). Esta enfermedad constituye el cancer mas frecuente en la infancia a
nivel mundial, y representa un problema serio de salud publica en nuestro
pais. Aunque su etiologia es todavia incierta y probablemente multifactorial,

los dltimos afos han registrado un progreso sin precedente en la
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identificacion de aberraciones genéticas, patrones transcripcionales
anormales y factores epigenéticos que pueden influenciar el desarrollo de las

células iniciadoras de la leucemia.

La incursién de la ingenieria de tejidos en el desarrollo y aplicacion de
biomateriales que puedan utilizarse para estudiar patologias como la
leucemia linfoblastica aguda, es una de las metas principales de este trabajo
de tesis. Por ello, se realizaron pruebas de cultivos biolégicos con células de
sangre de cordon umbilical, para poder tener una primer respuesta de

biocompatibilidad de los biomateriales sintetizados.
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Capitulo 2
Materiales, reactivos y procedimiento experimental.
2.1 Materiales y reactivos

2.1.1 Reactivos utilizados para la obtencion de los andamios
electrohilados de poli(acido L-lactico)/2,2,2-trifluoroetanol.

Se han utilizado pellets de poli(acido lactico) (PLA) Sigma-Aldrich® y 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE) Sigma-Aldrich®, ambos reactivos se utilizaron sin

tratamiento previo.

2.1.2 Reactivos utilizados para la sintesis del biovidrio de SiO2-CaO-
P20s.

Se utilizé tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OCH2Hs)s Sigma Aldrich® pureza
99.9%), trietilfosfato (TEP, (C2Hs)3sPO4 Sigma Aldrich®, pureza 98%), cloruro
de calcio dihidratado (CaCl22H20) reactivo analitico, Sigma Aldrich®, pureza
299%), agua destilada, etanol absoluto (EtOH, (C2HsO) y acido clorhidrico
(HCI), 1 M, el cual es obtenido a partir de una dilucion de &cido clorhidrico
concentrado, de aproximadamente de una concentracion 12 M y diluido en

agua.

2.1.3 Reactivos utilizados para la sintesis de los hibridos O/l de
PLLA/SiIO2-Ca0O-P20s.

Se utilizaron soluciones de PLA/TFE al 13%, sin tratamiento previo.

Se utilizé tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OCH:2Hs)s Sigma Aldrich® pureza
99.9%), trietilfosfato (TEP, (C2Hs)3sPO4 Sigma Aldrich®, pureza 98%), cloruro
de calcio dihidratado (CaClz-2H20) reactivo analitico, Sigma Aldrich®, pureza
299%), agua destilada, etanol absoluto (EtOH, (C2HeO) y acido clorhidrico
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(HCI), 1 M, el cual es obtenido a partir de una dilucion de acido clorhidrico
concentrado, aproximadamente de una concentracién de 12 M.

2.2 Procedimiento experimental
2.2.1 Andamios de poli(acido L-lactico)/2,2,2-trifluoroetanol.

La técnica de electrohilado, se utiliz6 para la obtencion de andamios
poliméricos de diferentes concentraciones de PLA, con la finalidad de
encontrar la concentracion adecuada para la obtencién de fibras en un
intervalo de didmetro de 50 a 400nm, con el objetivo de extrapolar la
aplicacion de esta técnica a la sintesis de compuestos hibridos de BG/PLA,

obtenidos por la técnica sol-gel.

Para la obtencion de cada uno de los andamios poliméricos a diferentes
concentraciones, se disolvié PLA durante 14 horas, bajo agitacion constante
en TFE. Se realizaron diferentes disoluciones en matraces aforados de 10

mL marca Pyrex®, a concentraciones de acuerdo a la tabla siguiente:

Tabla 2.1. Descripcién de las cantidades de polimero utilizadas para las
disoluciones poliméricas a electrohilar.

Concentracion (m/v) 10% | 11% | 12% | 13% | 14% | 15%

Cantidad de PLA (g) 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5

Cada masa de polimero utlizada para preparar las diferentes
concentraciones de las disoluciones poliméricas, se midieron en una balanza
Ohaus Pioneer, después se agrego la mitad de las cantidades medidas en
los matraces con 5 mL de TFE como disolvente y se agitd durante 2 horas.
Concluido el tiempo de agitacién, se agregd el resto del polimero y del
disolvente hasta la marca del aforo, agitdndose durante 12 horas mas. Una
vez terminado el tiempo de agitacion, se tomaron alicuotas de 1 mL de cada
una de las concentraciones, se agregaron a jeringas de 5 mL de capacidad,
con agujas previamente limadas de las puntas y se comenzaron a

electrohilar de acuerdo a los parametros de la tabla 2.2.
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Tabla 2.2.

Parametros utilizados para el electrohilado de las diferentes

concentraciones de PLA/TFE.

Concentracioén de las disoluciones poliméricas (m/v).

Parametros 10% 12% 13% 14% 15%
Distancia No se pudo
inyector- 10 10 10 13 electm‘;mar

colector (cm)

AE (Kv) 9,10,11,12 8,9,10,11,12 | 8,9,10,11,12 9,10,11,12 ':ﬁest‘?oﬁ:l‘li?

Velocidad de No se pudo

flujo (mL/h) 04 0.4 0.4 0.4 electrohilar

_ Volumen No se pudo
inyectado (mL) 1 1 1 1 electrohilar

% Humedad X X X X ’:I% (?SOF;]?I(:{?

Temperatura

o No se pudo
(°C) X X X X electrohilar

En la tabla 2.2 se muestran los parametros utilizados para electrohilar, las
diferentes concentraciones de las soluciones poliméricas, notdndose que en
las columnas de humedad y temperatura, no se fijaron valores, debido a la
naturaleza de la técnica, siendo las condiciones mas importante para de
electrohilado.

Se utilizaron colectores de aluminio, recortados en cuadros de 10 x 10 cm?,

gue previamente fueron limpiados por ambas caras con acetona.

Una vez que los andamios poliméricos de todas las composiciones se
electrohilaron, se recortaron con todo y placa colectora en cuadros de 1x1
cm?, para caracterizarse por MEB y andlisis elemental, por DSC y TGA, FTIR
y DRX.

2.2.2 Biovidrio SiO2-CaO-P20s.

La técnica sol-gel, se utilizd para obtener biovidrios de SiO2-CaO-P20s5 a
diferentes composiciones, segun la tabla 2.3. En donde se muestran las
diferentes composiciones etiquetadas, de acuerdo a la composicion de SiO2
y P20s.
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Tabla 2.3. Composiciones en porcentaje molar de las diferentes muestras de
biovidrios en % m/m.

Muestra SiO2 CaO P20s5
V7oP 70 26 4
VesP 65 31 4
VeoP 60 36 4
Vs5sP 55 41 4
V70Ps5 70 25 5
V70Ps 70 24 6
VeoPs5 60 35 5
Ve0oPs 60 34 6

Al TEOS, se agregd agua destilada en una relacion molar 1:4 y 10 gotas de
HCL (1M), en un matraz de bola de 250 mL Pyrex® con agitacién constante.
En intervalos de 30 minutos, se agregd el TEP y CaCl2e2H20 previamente
disuelto en 5 mL de EtOH absoluto, a la mezcla de TEOS/H20/HCI. La
reaccion se llevo a cabo a una temperatura de 45° C durante 3 dias para la
hidrélisis y luego se aumenté a 60° C durante 3 dias méas para la
policondensacion. Concluido el sexto dia, se dej6 reposar cada matraz
durante 10 dias mas a temperatura ambiente, tapados con parafilm, para
tratar de evitar el aumento de la humedad en la muestra, asi como para que
terminara el tiempo de gelacion y envejecimiento. Después se estabilizd a
70° C durante 3 dias y a 120° C 3 dias mas. Al término del periodo de
estabilizacion, se moli6 en un mortero de agata, con la finalidad de obtener
polvos con micro-particulas que se utilizaron para las correspondientes
caracterizaciones por MEB y analisis elemental, DSC y TGA, FTIR) y DRX.
Este procedimiento, se llevd a cabo para las muestras de biovidrio

sintetizado.
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2.2.2.1 Propuesta de reaccién a partir de los precursores quimicos
utilizados.

La reaccion propuesta, se considera con una relacion molar de TEOS: H20
de 1:4 moles.

4H20 + Si(OCH2CHzs)4 + 2PO(OCH2CHs)s + CaClz-2H20 - SiO2-Ca0-P20s + 10 CH3CH20H + 2HCL

Para las composiciones del sistema ternario SiO2-CaO-P20s, se realizan
calculos para sintetizar las diferentes composiciones reportadas en la tabla
2.3.

2.2.2.2 Célculos para la obtencion de 10 gramos de biovidrio.

Para preparar 10 gramos de biovidrio a una composicion de 70%SiO2-
26%Ca0-4%P20s, se tiene que:

Tabla 2.4. Pesos moleculares de los reactivos y productos de vidrio.

Reactivo |Pm (g/mol) |Reactivo Pm (g/mol)
. : 98% de

SiO2 60.0843 TEOS (Si(OCH2CH3)a4) 208.33
pureza
ml de

Cao 56.0773 (CaCl2-2H20) 147.01 EtOH
99.8%

P20s 141.9446 | TEP (PO(OCH2CHz3)3) 182.15 |de
pureza

Se considera la composiciéon en % mol del biovidrio a sintetizar, con los

resultados siguientes:

0.7% mol SiO2 x 60.0843 g/mol
0.26 % mol CaO x 56.0773 g/mol
0.04 % mol P20s x 141.9446 g/mol

42.059 gT/mol T
14.5802 gT/mol T
5.6778 gT/mol T
62.317 gT/mol T

52



donde gT/molT se refieren a los gramos y moles totales de los componentes
del biovidrio, y se muestran los resultados de la cantidad en gramos

necesaria para preparar 1 mol de biovidrio.

Consecuentemente:
Para SiOz:
10 T( 1mol T )(42.059gSi02) (1molSi02>( 1molT )(lmolTEOS) (208.33gTE05> (IOOgTEOS)( 1mLTEOS ) _
g 62.317gT 1molT 60.0843g/ \1molSiO, 1molT 1molTEOS 989gTEOS / \0.933gTEOS -
Para P20s:
10 T( 1molT )(5.6778gP205)( 1mol P,0s )( 1molT )(ZmolTEP) (182.ISgTEP) (100gTEP)( 1 mLTEP ) _
g 62.317gT 1molT 141.9446gP,05/ \1molP,05 1molT 1molTEP /\99.8gTEP/\1.072gTEP) ~
Para CaO:
10 T( Imol T )(14.5802g€a0>( 1mol CaO )( 1molT )(1molC¢7LCl2 0 2H20) (147.01gC(7LCl2 0 ZHZO) _
g 62.317gT 1molT 56.0778gCa0/ \1mol Ca0O 1molT 1molCaCl, o 2H,0 ]~

Donde gT equivale a gramos totales y molT equivale a moles totales.

Célculo de la relacion molar 4:1 entre el agua y el TEOS:

0.933gTEOS)( 1molTEOS )( 4molH,0 )( 18gH,0 )(1mLH20)

25.5939 LTEOS(
m 1mLTEOS /\208.33gTEOS/ \1molTEOS/ \1molH,0/ \ 1gH,0

El volumen de TEOS usado, se obtiene del céalculo realizado con la

composicién de SiOo.

Célculo por regla de tres de la relacion EtOH/CaClz-2H20, solucion utilizada

como precursor para la sintesis del biovidrio [26].

(X gdeCaCl, o 2H20> _ ( 5mL de EtOH )
XXmLde EtOH )~ \1.91 gde CaCl, o 2H,0
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Donde X g de CaClz2:2H20 se obtiene de los calculos teoricos realizados para

la obtencidn de las diferentes composiciones de los biovidrios.

Estos calculos, también se utilizaron en la sintesis de los biomateriales
hibridos de PLA/SiO2-Ca0O-P20s.

2.2.3 Técnicas combinadas de sol-gel y electrohilado para la obtencién
de andamios hibridos O/l de PLA/SiO2-CaO-P20s.

2.2.3.1 Célculos para obtener la relacion tedrica en m/m del polimero y

el biovidrio.

Los calculos utilizados para la sintesis de los biomateriales hibridos, se
realizaron tomando en consideracion, la masa del polimero de la disolucion
polimérica, y la masa tedrica del biovidrio, obtenidas de los calculos
realizados para la sintesis de las diferentes composiciones de biovidrios
propuestas. Los que se fijaron en funcién de la concentraciéon en m/v de la
disolucion polimérica, que proporcione el diametro de fibra propuesto en los
objetivos particulares de este trabajo, y se realizaron en funcién de la
composicién de biovidrio seleccionada para la sintesis de los biomateriales
hibridos.

Las relaciones propuestas para la sintesis de los biomateriales hibridos se
seleccionaron, en funcion de la prediccion del comportamiento celular en el
biomaterial. Sosteniendo una de las hipoétesis principales, de que en los
andamios electrohilados y en la quimica de nanoparticulas, al tener un
diametro de fibra y de particula, mayor y menor respectivamente, el area de
contacto superficial entre los andamios y las células, se incrementaria,
generando que las células tengan una adhesion y afinidad mayor con el

biomaterial.
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En la tabla 2.5, se muestran las composiciones propuestas de los
biomateriales hibridos, que se sintetizaron de acuerdo a las hipotesis

propuestas.

Tabla 2.5. Composiciones de las diferentes muestras de los biomateriales hibridos (O/I).

Muestra Porcentaje en | Porcentaje en
m/m de BG m/m de PLA
H(OI1)86:14 86% 14%
H(O1)50:50 50% 50%
H(OI1)14:86 14% 86%

Los calculos para la obtencion de los valores tedricos de cada composicion,

son los siguientes:

Para la muestra H(OI)86:14 de BG/PLA, se utilizé una solucién de 10 mL al
13% de PLA/TFE, donde se tom6 como referencia la masa utlizada de

polimero en la solucion, esto es:

(X _ (1.39 PLA)(86% composicic’m))
B 14% composicion

donde X g de biovidrio es igual a 7.9 g de biovidrio de las composiciones
propuestas en la tabla 2.3. Una vez obtenido el valor ted6rico del biovidrio a
sintetizar, se realizan los célculos de acuerdo con el apartado 2.2.2.2, para
después realizar la combinacién de las técnicas de sol-gel y electrohilado,

con la finalidad de poder obtener los biomateriales hibridos [67].
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2.2.3.2 Andamios hibridos O/l de PLA/SiO2-CaO-P20s, obtenidos por las

técnicas sol-gel y electrohilado.

Se proponen tres rutas de sintesis para identificar en cuél de ellas no se
precipita el PLA, debido a que una de sus propiedades quimicas es la
hidrofobicidad.

La primer ruta (1H) consiste en iniciar el procedimiento de sintesis del
biovidrio, como se referencié en el apartado 2.1.2.2, hasta la adicion del

altimo precursor, para después agregar los 10 mL de la solucién polimérica.

La segunda ruta (2H) consistié en iniciar nuevamente la sintesis del biovidrio
de acuerdo al procedimiento propuesto en el apartado 2.1.2.2,
diferenciandose de la primer ruta, con la adicién de la solucion polimérica

después de haber agregado el TEP.

La tercer ruta (3H), consistid en poner a calentar y en agitacion la solucion
polimérica durante 15 minutos a 60° C, con la finalidad de intentar llegar a su
temperatura de transicion vitrea y observar si al entrar en contacto con el

agua de la mezcla TEOS/H20/HCI, se precipitaba.

2.2.3.3 Ruta de sintesis propuesta.

Se colocé la solucién polimérica de PLA/TFE al 13% en un matraz de 3
bocas, Pyrex®, bajo agitacion constante y a 50° C durante 15 minutos. Al
mismo tiempo se agita una mezcla de TEOS/H20/HCI, con la finalidad de
homogenizar la soluciéon antes de agregarla al matraz con la solucién
polimérica. Una vez concluidos los 15 minutos de agitacion, tanto del
polimero como de la mezcla TEOS/H20/HCI, se mezclaron. Se colocd un

tubo condensador Kimax®, para evitar la pérdida de disolvente en el sistema,
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debido a la temperatura a la cual se llevo a cabo la sintesis de cada uno de

los biomateriales hibridos.

La acidez de la solucion se monitoreo para mantener un pH acido (1-2). La
temperatura inicial fue 45° C, después de 3 dias se elevo hasta 60° C y en
cada una de las sintesis, se agregd cada reactivo con 30 minutos de

separacion, comenzando por el TEP y terminando con el CaClz-2H:0.

Una vez que se agregaron todos los reactivos, durante las 8 primeras horas
de reaccién. Una hora después de agregados todos los reactivos, se tomaron
alicuotas de 1 mL y se electrohilaron, de acuerdo a las condiciones

experimentales mostradas en la tabla 2.6:

Tabla 2.6. Condiciones de electrohilado de los andamios hibridos a diferentes
composiciones. La letra X, corresponde a datos no obtenidos del proceso experimental.

Composiciones de los materiales hibridos.
3 HOI/86:14 HOI/50:50 HOI/14:86
Parametros
BG/PLA BG/PLA BG/PLA
Distancia
inyector-colector 10 10 10
(cm)
AE (Kv) 12 12 12
Velocidad de
flujo (mL/h) 03 0.2 0.2
Volumen
inyectado (mL) 1 1 1
% Humedad X X X
Temperatura (°C) X X X

En la tabla 2.6 se muestran los valores de % humedad y temperatura, que
son las variables que no se controlan y cambian sus valores en funcion del

dia en que se electrohilaron los andamios.

El proceso de electrohilado de cada una de los andamios hibridos, se realiza
de acuerdo a los valores de viscosidad de cada una de las disoluciones, esto

es, con las mediciones a 1 y 2 horas después de haber concluido la adicién
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de el CaCl2-2H20, siendo estos tiempos de reaccion, los utilizados para
electrohilar. Se utilizan agujas de calibre 16GB para evitar que la aguja se
tape y se agitan cada 25 minutos para que no se concentren las particulas

sélidas en un solo lugar de la jeringa.

Cada una de las reacciones se deja en agitacion constante y a 60° C durante
6 dias, para las reacciones de hidrdlisis y policondensacion. Al término de los
6 dias, se dejan a temperatura ambiente y tapadas con parafilm, durante 5
dias para el proceso de gelacion, envejecimiento y secado. Después se
someten a proceso de estabilizacion a 70° C y 120° C por 3 dias en cada
temperatura obteniéndose al final dos tipos de biomateriales, andamios

hibridos electrohilados y polvos del material hibrido.

2.3 Material y reactivos para las caracterizaciones de los biomateriales.

2.3.1 Identificacién del Poli(acido L-lactico) por Resonancia Magnética
Nuclear de Protones (RMN C*3).

Los espectros se obtuvieron con cloroformo deuterado (CDCLs), en un

equipo de 300 MHz, Bruker Fourier.

2.3.2 Microscopia Electrénica de Barrido MEB y Analisis Quimico

Elemental.

2.3.2.1 Andamios de PLA/TFE.

Las micrografias de todos los andamios, se obtuvieron en un equipo Field
Emission Scanning Electron Microscope JEOL JSM-7600F cargado con un
detector para la obtencién de los analisis quimicos elementales Oxford INCA
X-Act.
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De cada andamio obtenido, se cortan cuadros de 1 cm? gque se someten a un
bafio de particulas de oro en un aparato # en corriente directa de, las cuales
después de aproximadamente 10 minutos en alto vacio, se adsorben en la
superficie de las muestras. Obteniendo micrografias con aumentos de 500,
1000, 2500, 5000, 10000, 15000, 20000 para cada muestra.

2.3.2.2 Biovidrios SiO2-CaO-P20s.

Los biovidrios sintetizados, se molieron en un mortero de agata con pistilo
durante 20 minutos por muestra. Se toma una cantidad traza de cada una de
las muestras y se vierte en los colectores utilizados para introducirse en el
microscopio, estas muestras no se someten a alto vacio con particulas de
oro, puesto que el objetivo de esta metodologia es introducir en las muestras
no conductoras, particulas que si lo sean, y dado que el bioceramico tiene

moléculas conductoras, no fue necesario el bafio con particulas de oro.

Una vez obtenidas las micrografias de las muestras, se realizaron las

mediciones de didmetro de fibra, con el programa image j.

2.3.2.3 Hibridos (O/l) de PLA/BG

Se realiz6 el mismo procedimiento que se utilizd6 para las membranas de
PLA/TFE.

2.3.3 Caracterizacién Espectroscopica de Infrarrojo por Transformada
de Fourier (FTIR).

Todas las muestras sintetizadas, incluyendo los andamios de PLA/TFE, las
diferentes composiciones de biovidrios y los biomateriales hibridos, se
obtuvieron en el intervalo de 4000-400 cm-1, con un espectrometro ATR-
FTIR, Thermo Scientific Nicolet 6700.
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2.3.3.1 Andamios de PLA/TFE.

Antes de realizar las mediciones, se realiza una corrida sin material, para
obtener el blanco. Después cada andamio se cort6 en cuadros de (2x2) cm?
y se colocd bajo el sensor del equipo, repitiéndose la operacion para cada

andamio.

2.3.3.2 Biovidrios SiO2-Ca0O-P20s

Se toma una cantidad traza de cada muestra, y se coloca debajo del sensor,
asegurandose de que la mayor cantidad de muestra quede por debajo de

este.

2.3.3.3 Hibridos (O/l) de PLA/TFE/BG

Para las membranas de los biomateriales hibridos, se repitio la misma

metodologia que se uso para las membranas de polimero solo.

2.3.4 Caracterizacién por Andlisis Termogravimétrico y Calorimetria

Diferencial de Barrido.

Las caracterizaciones fueron tomadas con un equipo SDT Q600 marca TA
Instruments. A los andamios de PLA/TFE, solo se les analizo por analisis
termogravimétrico, debido a que su temperatura de fusion no sobrepasa los
450° C, caso contrario en los biovidrios, donde se les practicaron andlisis
SDT, que son tanto los TGA y los DSC de manera conjunta, para poder
observar detalladamente la pérdida de masa por agua residual, intersticial,

reactivos sin reaccionar o algun tipo de compuesto no identificado.

2.3.5 Caracterizacion por Difraccion de Rayos X.

Los difractogramas de todas las muestras, fueron obtenidas con un
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difractometro Rigaku Ultima-1V con linea K-alfal de Cu (1.5406Angstrom).

2.3.6 Evaluacion de la capacidad de soporte de la hematopoyesis por el
biomaterial hibrido sintetizado con una composicion de 84/16 de
PLA/SiO2-Ca0O-P20s.

2.3.6.1 Obtencion de células troncales y progenitoras hematopoyéticas

(HSPC) a partir de muestras de sangre de cordén umbilical (SCU).

A partir de seis muestras de SCU provenientes del Hospital General “Doctor
Gaudencio Gonzalez Garza” del Centro Médico Nacional La Raza y del
Hospital General de Zona No. 2-A Troncoso IMSS, se obtuvieron las células
mononucleares mediante gradiente de separacion con Ficoll-Paque (GE
Healthcare Bioscience). La fraccibn mononuclear contiene linfocitos,
monocitos y  células hematopoyéticas no diferenciadas y en via de
diferenciacion, entre las cuales se encuentran las HSPC. El proceso de
obtencion de células mononucleares se realizé por separado para cada
muestra de SCU el dia en que se recibié la muestra y las células fueron
criopreservadas en dimetil-sulfoxido (SIGMA®) y suero fetal bovino (SFB,
Gibco®) a -80°C para su posterior cultivo en los biomateriales.

Previo al cultivo de células hematopoyéticas con el biomaterial, se
descongelaron, lavaron y mezclaron las diferentes fracciones de células
mononucleares provenientes de las 6 muestras de SCU y se procedid al
enriguecimiento de la poblacion de HSPC empleando columnas y perlas
magnéticas (Miltenyi Biotec) para seleccidn positiva de células que expresan
el marcador de superficie CD34+, caracteristico de esta poblacion
hematopoyética.
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2.3.6.2 Cultivo de células HSPC en presencia de biomaterial hibrido.

Fragmentos de 1cm? de biomaterial hibrido y de composicion 84/16 de
PLA/BG, fueron esterilizados a baja temperatura (50 — 78 °C) en gas
formaldehido. Una vez esterilizados, se colocaron en placas de 24 pozos con
1mL de medio RPMI (Gibco®) preparado con 10% de SFB (Gibco®) y 1% de
antibioticos penicilina-estreptomicina (Ab) (Gibco®). Se mantuvieron 6 dias
en cultivo a 37°C con la finalidad de verificar esterilidad e hidratar los
biomateriales. Cumplido este periodo, se colocaron aproximadamente 20,680
HSPC en cada uno de 4 pozos control sin biomaterial y 8 pozos con
biomateriales. En la mitad de los cultivos, 2 pozos control y 4 con biomaterial,
se afiadieron citocinas promotoras de diferenciacion linfoide a una
concentracion de 1yL/mL de medio: SCF, Flt-3L, IL-7 e IL-15 (PeproTech®).
A la mitad restante de pozos, se les afadieron citocinas promotoras de
diferenciacion mieloide: SCF, FIt-3L, G-CSF, GM-CSF, IL-3 e IL-6.
(PeproTech®). Se cultivaron a 37 °C, realizando cambio de medio RPMI-
10%SFB-1%Ab suplementado con citocinas linfoides o mieloides cada 7

dias.

2.3.6.3 Evaluacién de la diferenciacién mieloide y linfoide por citometria
de flujo.

Los cultivos con citosinas mieloides fueron cosechados a los 19 dias de
cultivo. Se extrajo 1mL de medio de cada uno de los 6 pozos y se lavaron
con 1 mL adicional de buffer de fosfatos, colocando el contenido y lavado de
cada pozo en un tubo para citometria. Se obtuvieron los niumeros celulares
totales en cada pozo por cuenta en microscopio con tincion de azul de
metileno (In Vitro®). El contenido de cada pozo se dividié en tres tubos: el
primero y segundo para marcar con anticuerpos (Biolegend®) que reconocen
moléculas extracelulares para la identificacion de poblaciones celulares de
linaje linfoide (CD34, CD19, CD11lc, CD56 y CD123) y mieloide (CD34,
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CD13, CD14, CD11c y CD123), respectivamente. El tercer tubo se empleo
para ajustar las cuantificaciones en el citbmetro considerando la
autofluorescencia de las células. La fenotipificacion por citometria de flujo se
realizé en un citdbmetro FACS Canto (BD Biosciences®) de 8 colores y los
datos obtenidos se analizaron empleando el software FlowJo 7.6.1.

El mismo procedimiento de marcaje, fenotipificacion y analisis se realizd con

los pozos en condiciones linfoides, cosechados a los 30 dias de cultivo.

2.3.6.4 Calculos y andlisis estadistico.

Para la cuantificacion de rendimiento por progenitor se divide el nimero total
de células cosechadas al finalizar los cultivos entre el numero de células
colocadas al inicio del experimento (20,680 células). Este dato sugiere que
tanto se mantuvieron y proliferaron las células a lo largo de la duracion del
cultivo, en funcion de las condiciones: de presencia y de ausencia del

biomaterial.
La comparacion entre grupos fue realizada aplicando la prueba t de student

no pareada de dos colas y se consider6 como diferencia significativa cuando
el p-value fue menor a 0.05.
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Capitulo 3
Resultados y analisis de resultados.

3.1 Resonancia Magnética Nuclear de 13C del poli(acido lactico) disuelto

en TFE de concentracion al 13% m/v, auno y dos meses de preparado.

Se conocen dos tipos de estereoisomeros del PLA, el poli(acido L-lactico)
(PLLA), el poli(acido D-lactico) (PDLA) o la mezcla racémica de ambos
poliésteres poli(D,L-acido lactico). Para identificar qué tipo de PLA se utilizd
en la sintesis de las membranas y en los biomateriales hibridos, asi como
para tener una prueba cualitativa de la descomposicion del polimero en
disolucidén a través del tiempo, se prepararon dos disoluciones poliméricas al
13% m/v de PLA/TFE, con una diferencia de un mes de preparacién entre

cada una de las disoluciones y se caracterizaron por RMN 3C.

La figura 3.1 corresponde al RMN de 3C de la primera muestra preparada
(MA) de PLA/TFE al 13% m/v, y en la figura 3.2 se presenta el
correspondiente espectro de RMN de 3C de la solucién preparada 1 mes
después (MB), en ellos se evidencian los desplazamientos principales de los
carbonos del PLA.

—1694
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-CH;
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Figura 3.1. Espectro de 3C de PLA/TFE al 13% m/v de la muestra MA.
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Figura 3.2. Espectro de 3C de PLA/TFE al 13% m/v preparada de la muestra MB.

En los espectros 3.1 y 3.2, se observan las tres sefiales importantes de los
carbonos asociados al PLA. En la tabla 3.1, se observan los desplazamientos
de los carbonos, y del disolvente utilizado en las soluciones poliméricas, y el

utilizado en los espectros.

Tabla 3.1. Sefales observadas en los espectros de C*® para las muestras MA y MB.

Muestra 1) MA 2) MB
Tiempo de sintesis (mes) 2 1
Desplazamiento (cmt)
CHs 16.2 15.1
C-H 69.5 68.5
C=0 170.3 169.4
CDCLs 76.2 76.5
TFE 117-130 117-130
TFE 60 59.5

En la tabla 3.1, se observan la sefales de los desplazamientos de los
carbonos del carbonilo (C=0), con valores de longitud de onda de 169.4 y
170.3 ppm. Para el carbono del metino (CH), los desplazamientos
encontrados se encuentran en 68.5y 69.5 ppm, y para el carbono del metilo
(CH3), los valores de los desplazamientos son 16.2 y 15.1 ppm, para los
espectros MB y MA, respectivamente. Las sefiales de los desplazamientos
correspondientes al TFE, que fue el disolvente utilizado para disolver el PLA
en el intervalo de 117-130 ppm, los valores de los desplazamientos del

cloroformo deuterado (CDClI3) son 59.5-60 ppm, utilizado como disolvente
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para el corrimiento de la disolucién polimérica en el equipo de resonancia
[68].

En la figura 3.3, en el espectro de RMN *3C en DMSO, del PLA de bajo peso
molecular, donde se distinguen los desplazamientos principales de cada uno

de los carbonos de los oligdbmeros del PLA y del L-acido lactico.
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Figura 3.3. Desplazamientos en ppm de CO, CH y CHs; de los ollgomeros del PLA
[3]-

El espectro de la figura 3.3, fue obtenido en DMSO como disolvente, el que
sirve para identificar las sefiales de los carbonos del polimero que se preparé
en este trabajo, para con ello corroborar que efectivamente se obtuvo el PLA
como polimero y que en los dos meses que tenia de preparada la disolucién
polimérica, no se degrado, ni se depolimeriz6. Siendo confiables cada una de
las disoluciones preparadas y utilizadas para la sintesis de los andamios
hibridos.

El peso molecular del PLA oscila entre los 190,000 y 200,000 g/mol (Nature
Work,).

Con los espectros infrarrojo se podra corroborar la estructura quimica del

polimero y los cambios quimicos presentes, si es que los hay, debidos al
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tiempo de preparacion y a las diferencias de potencial aplicadas en cada uno

de los andamios electrohilados.

3.2 Andamios de PLA/TFE electrohilados.

Los andamios de PLA/TFE obtenidos por la técnica de electrohilado a
concentraciones diferentes, se prepararon de acuerdo a la tabla 2.1, y se

electrohilaron de acuerdo a la tabla 2.2 mostradas en el capitulo 2.

Durante el proceso de electrohilado de las disoluciones poliméricas, se
propusieron seis concentraciones diferentes, con diferencias de potencial
variables que van desde los 8 hasta los 12 kv, con el objetivo de observar el
aumento o la disminucion del didmetro de fibra obtenidos con cada una de
las disoluciones. Con la finalidad de no extender la obtencion de los
andamios debido al control de varios de los parametros de la técnica, se fijo
un valor de 10 cm de distancia entre la punta de la aguja (inyector) y la placa

de aluminio (colector).

En la tabla 3.2 se muestran las cantidades experimentales para cada una de

las concentraciones de las soluciones poliméricas preparadas.

Tabla 3.2. Masas empleadas en la obtencion de las disoluciones poliméricas que se
electrohilaron.

Concentracién m/v | Masa de PLLA Experimental (g) | Volumen del matraz (mL)
10% 1.045 10
11% 1.099 10
12% 1.199 10
13% 1.314 10
14% 1.409 10
15% 1.512 10

La solucion polimérica al 15% no se logro electrohilar, debido a su viscosidad

alta, respecto a las demas disoluciones, y a que la distancia entre el inyector

67



y el colector fue fija, provocando que la diferencia de potencial aplicada en
cada una de las membranas, asi como la poca cantidad de disolvente
respecto a las otras disoluciones, no fuera lo suficiente para generar un
equilibrio entre las fuerzas de atraccion, las fuerzas eléctricas generadas por
la fuente de poder, asi como las gravitacionales presentes en el sistema, de
tal manera que se pudiera formar el cono de Taylor, y consecuentemente el

jet o chorro que permitié el electrohilado.

Figura 3.4. Fotografia de la membrana al 15% de PLA/TFE donde se observa que no se
obtuvieron buenos resultados, respecto a las otras composiciones en las cuales si se
observan membranas bien definidas.

3.2.1 MEB de los andamios de PLA/TFE electrohilados.

En las micrografias siguientes, se muestran los andamios electrohilados
cuyas concentraciones corresponden al 10, 12, 13 y 14 % en m/v de
PLA/TFE, obtenidos variando la diferencia de potencial aplicada. Las
imagenes 3.5 ay 3.5 d se utilizan para medir el diametro de fibra a través del

programa computacional Image j.
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3.2.1.1 Andamios al 10% PLA/TFE a 10, 11y 12 kilovolts (kV).

[

c)
Figura 3.5. Micrografias de los andamios obtenidos al 10% PLA/TFE con una AV de
10 kV. Iméagenes a) 50,000 x, b) 11,000 x, c) 2,500 x y d) 50,000 x.

En la figura 3.5, se observa la morfologia de las fibras obtenidas con una
composicién de 10% m/v de PLA/TFE y una AV de 10kV. En la imagen 3.5
(@), se observa que el didmetro promedio de fibra es de 100 nm, con una
morfologia homogénea. En las imagenes (b) y (c), se observa una gran
cantidad de bulbos de polimero en el volumen del andamio. La formacion de
bulbos se debe a que la distancia, entre el inyector y el colector es pequefia,
por lo que el tiempo de vuelo de la fibra, entre la jeringa y el colector, no es
suficiente para evaporar el disolvente de la disolucion, evitando que con ello
se formen las fibras que se colectarian sobre la superficie de la placa de
aluminio (colector). El efecto se debe al aumento o disminucion de la

concentracion de PLA en el disolvente TFE.
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d)
Figura 3.6. Micrografias de los andamios obtenidos al 10% PLA/TFE con una AV de
11 kV. Imégenes a) 50,000 x, b) 10,000 x, c) 2,500 x y d) 50,000 x.

En la figura 3.6, se muestran los andamios al 10% m/v PLA/TFE, con una AV
de 11 kV. Las micrografias mostraron la formacion de bulbos, en algunas
zonas, debidos a la corta distancia entre el inyector y el colector, insuficiente

para evitar la formacién de dichos bulbos.

c) d)
Figura 3.7. Micrografias de los andamios obtenidos al 10% PLA/TFE con una AV de
12 kV. Imégenes a) 50,000 x, b) 10,000 x, c) 2,500 x y d) 50,000 x.
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En la figura 3.7, las imagenes correspondientes a los andamios al 10% m/v
de PLA/TFE con una AV de 12 kV. Muestran la presencia de los bulbos del
polimero, percibiéndose una cantidad menor de estos sobre la superficie del

andamio.

3.2.1.2 Andamios al 12% PLA/TFE a 8, 9, 10, 11y 12 kilo volts (kV).

c) d)
Figura 3.8. Micrografias de los andamios obtenidos al 12% PLA/TFE con una AV de
8 kV. Imagenes a) 50,000 x, b) 10,000 x, c) 2,500 x y d) 10,000 x.

Para los andamios al 12% m/v de PLA/TFE, mostrados en la figura 3.8 y
obtenidos con una AV de 8 kV, desaparecen los bulbos de polimero, sin
embargo, la morfologia de las fibras no es homogénea. Los diametros de
fibras obtenidos a esta concentracion, estan en el intervalo de 400 a 700 nm
(figura 3.8-d). La desaparicion de los bulbos se debe al aumento en la
concentracion de la disolucion, que se presenta mas viscosa y con menos
disolvente. Tanto la AV aplicada, como la distancia entre el inyector y el
colector de 10 cm, es suficiente para que el disolvente se evapore rapido, y
con ello se permita la deformacion del polimero y la consecuente formacion y

coleccion de las fibras.
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C) d)
Figura 3.9. Micrografias de los andamios obtenidos al 12% PLA/TFE con una AV de
9 kV. Imagenes a) 50,000 x, b) 10,000 x, ¢) 2,500 x y d) 10,000 x.
En las micrografias de la figura 3.9 se observa que las fibras obtenidas a 9

kV, poseen una morfologia con mayor homogeneidad, diametros de fibra
alrededor de los 450 nanometros, y la ausencia total de bulbos de polimero.
Con esto se comprueba que el aumento en la concentracion del polimero y la
disminucién del disolvente en la disolucién polimérica, provoca que la
diferencia de potencial aplicada, evapore el disolvente eficientemente a la

distancia fija de 10 cm.

Figura 3.10. Micrografias de los andamios obtenidos al 12% PLA/TFE con una AV
de 10 kV. Iméagenes a) 25,000 x, b) 10,000 x, c) 2,500 x y d) 10,000 x.
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En los andamios de la figura 3.10, a 10 kV, se observa una densidad mayor
de fibras sobre la superficie del colector, donde es evidente la homogeneidad
en los diametros de las fibras obtenidas. Con diametros alrededor de los 550
nandémetros. Al aumentar la diferencia de potencial aplicada, junto con el
aumento en la concentracion de la disolucion, la produccion de fibras sin la

presencia de bulbos es efectiva.

d o leewviase abe o 8m
Figura 3.11. Micrografias de los andamios obtenidos al 12% PLA/TFE con una AV
de 11 kV. Imagenes a) 10,000 x, b) 5,000 x, ¢) 2,500 x y d) 10,000 x.

En las micrografias de la figura 3.11, con 11 kV, contrario a lo que sucedi6 en
las imagenes de la figura 3.10, la morfologia de las fibras, cambio hasta
notarse rugosidad en la superficie. Ello podria deberse a que la AV aplicada
provoca la elongacion de la fibra en ciertas secciones, por las fuerzas de
repulsion eléctricas generadas con esta diferencia de potencial aplicada en el
interior del jet o chorro, la que es aleatoria y con ello ocasiona la distorsion
de las fibras. Los didmetros de fibra obtenidos, estuvieron en el intervalo de

los 450 — 500 nandmetros.
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c) d)
Figura 3.12. Micrografias de los andamios obtenidos al 12% PLA/TFE con una AV
de 12 kV. Imagenes a) 10,000 x, b) 5,000 x, ¢) 2,500 x y d) 10,000 x.

En las micrografias mostradas en la figura 3.12 para los andamios al 12%
m/v de PLA/TFE con una AV de 12, se observa la rugosidad superficial de las
fibras, y diametros de fibra entre los 300 — 400 nandémetros. Se confirma que
cuando la diferencia de potencial aplicada al sistema aumenta, y la
concentracion de la disolucién permanece constante, los diametros de fibra
tienden a disminuir y la homogeneidad superficial de las fibras se ve

afectada.

3.2.1.3 Andamios al 13% PLA/TFE a 8, 9, 10, 11 y 12 kilo volts (kV).
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d)
Figura 3.13. Micrografias de los andamios obtenidos al 13% PLA/TFE con una AV
de 8 kV. Imégenes a) 25,000 x, b) 10,000 x, ¢) 1,000 x y d) 25,000 x.

En las micrografias de la figura 3.13, en los andamios al 13% m/v de
PLA/TFE obtenidos a 8 kV, se nota un cambio significativo en cuanto a
morfologia de las fibras, y en los didmetros obtenidos. Mientras en la
micrografia 3.13 (a), hay homogeneidad superficial de la fibra; en la figura
3.13 (b) se observan fracturas aisladas en el andamio, lo que proporcionara
propiedades mecanicas bajas. Sin embargo, la densidad de fibras es
abundante con respecto a los andamios procedentes de concentraciones de
la disolucion menores. El diametro de fibra se encuentro en el intervalo de

750 a 810 nanémetros.

Figura 3.14. Micrografias de los andamios obtenidos al 13% PLA/TFE con una AV
de 9 kV. Imégenes a) 25,000 x, b) 10,000 x, c) 1,000 x y d) 25,000 x.
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En las imagenes de la figura 3.14, el andamio con una diferencia de potencial
de 9 kV, no se nota diferencia morfologica, con respecto a la figura 3.13, a
excepcion del didametro de fibra obtenido que fue en el intervalo de 600 a 700

nandémetros.

Figura 3.15. Micrografias de los andamios obtenidos al 13% PLA/TFE con una AV
de 10 kV. Iméagenes a) 25,000 x, b) 5,000 x, c) 1,000 x y d) 5,000 x.

En el andamio mostrado en la figura 3.15, a 10 kV, se observa una densidad
de fibra mayor, una homogeneidad superficial de las fibras mayor, asi como
un aumento en el didmetro de fibra obtenido, que se encontrd en el intervalo
de los 1,200 — 1,300 nandmetros, sobrepasando los diametros obtenidos con

las disoluciones anteriores.
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c) d)
Figura 3.16. Micrografias de los andamios obtenidos al 13% PLA/TFE con una AV
de 11 kV. Imagenes a) 15,000 x, b) 10,000 x, c) 1,000 x y d) 15,000 x.

En las micrografias de la figura 3.16, a 11 kV las fibras presentan una
superficie homogénea, con respecto a las obtenidas en la figura 3.15, los
diametros de fibra se encuentran entre los 550 — 650 nandmetros,
practicamente la mitad de diametro de fibra respecto a los andamios al 13%
m/v de PLA/TFE electrohilados a 10 kV.

c) d)
Figura 3.17. Micrografias de los andamios obtenidos al 13% PLA/TFE con una AV
de 12 kV. Imagenes a) 50,000 x, b) 10,000 x, c) 2,500 x y d) 15,000 x.

En las micrografias de la figura 3.17, a 12 kV, se observa una homogeneidad
en la superficie y en la densidad de las fibras. El diametro de fibra, se calcul6
entre los 700 - 800 nandmetros. Estos andamios presentan la mejor

morfologia de fibra, con respecto a las otras composiciones .

77



3.2.1.4 Andamios al 14% PLA/TFE a 9, 10, 11y 12 kilovolts (kV).

c) d)
Figura 3.18. Micrografias de los andamios obtenidos al 14% PLA/TFE con una AV
de 9 kV. Imagenes a) 25,000 x, b) 10,000 x, ¢) 1,000 x y d) 10,000 x.

En los andamios de la figura 3.18, al 14% m/v de PLA/TFE, aplicAndoles una
diferencia de potencial de 9 kV, se observa que la superficie de las fibras se
rugosa y heterogénea respecto a las fibras obtenidas con la concentracion al
13%. Esto se debe al desequilibrio de los parametros utilizados para la
técnica de electrohilado, es decir; que el aumento en la concentracion y la
disminucién de la diferencia de potencial aplicada al sistema, no son
suficientes para encontrar el equilibrio cinético entre la evaporacién del
disolvente y la formacion y posterior recoleccion de las fibras obtenidas. El
diametro de fibra obtenido para estos andamios se encuentra alrededor de

los 800 nandmetros.
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d)
Figura 3.19. Micrografias de los andamios obtenidos al 14% PLA/TFE con una AV
de 10 kV. Iméagenes a) 25,000 x, b) 10,000 x, c) 1,000 x y d) 10,000 x.

En la figura 3.19 se muestra un andamio a 10 kV, en el que se observa que
el aumento en la diferencia de potencial aplicada al sistema, no gener6
cambios dréasticos en la morfologia de las fibras; ni en las propiedades fisicas
del andamios, ni en la rugosidad y heterogeneidad de la superficie de las
fibras, mostradas en la figura 3.18. Estas fibras tienen un didmetro alrededor

de los 880 nandmetros.

d)
Figura 3.20. Micrografias de los andamios obtenidos al 14% PLA/TFE con una AV
de 11 kV. Iméagenes a) 15,000 x, b) 10,000 x, c) 1,000 x y d) 15,000 x.
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En las fibras obtenidas a 11 kV y mostradas en la figura 3.20, se observa
homogeneidad superficial. Debido al aumento en la diferencia de potencial
aplicada, que somete a una mayor elongacion al polimero cuando la
magnitud del campo eléctrico aplicado, es alto. El diametro de fibra obtenido

fue de 689 nandémetros en promedio.

C) d)
Figura 3.21. Micrografias de los andamios obtenidos al 14% PLA/TFE con una AV
de 12 kV. Imagenes a) 25,000 x, b) 10,000 x, c) 1,000 x y d) 10,000 x.

Las fibras obtenidas a 12 kV se muestran en la figura 3.21, éstas no
mostraron diferencia en sus caracteristicas morfolégicas, respecto a las
obtenidas a esta misma concentracion con menor AV. Para esta

concentracion, el didmetro de fibra es de 725 nandmetros.

En la tabla 3.3, se observa el resumen de los diametros de las fibras

obtenidos para cada concentracion y diferencia de potencial aplicado.
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Tabla 3.3 Diametros de fibra obtenidos de todas las muestras electrohiladas.

Muestra D|:21rr]nr:)tro Muestra D|?rrlr1r§)tro
10% 10kV 128+8.8 13% 9kV 652+41.0
10% 11kv 119+9.0 13% 10kV 1339+104.0
10% 12kV 148+19.2 13% 11kV 613+89.0
12% 8kV 623£70.0 13% 12kV 743£74.0
12% 9kV 434+66.0 14% 9kV 795+162.0
12% 10kV 536+45.0 14% 10kV 872+103.0
12% 11kv 490453.0 14% 11kV 689+62.0
12% 12kV 352+40.0 14% 12kV 725+58.0
13% 8kV 802+82.0

Con los diametros de fibra obtenidos en funcion de las concentraciones y sus
correspondientes diferencias de potencial aplicadas, se hace un andlisis
respecto a las variables utilizadas para la obtencién de los andamios por la

técnica de electrohilado.

El didmetro menor se obtuvo con la concentracion al 10% m/v, con 119+9.0
nanometros, mientras que el mayor didmetro se obtuvo con la concentracion
al 13% m/v, con 1339+104 nanémetros. Se encontré6 que a concentracion
mayor, el diametro de fibra aumenta. Esta condicion cambia cuando se aplica
una diferencia de potencial de magnitud mayor, lo que ocasiona que ese
diametro de fibra varie.

Con estos resultados, y con la hipétesis de que las micro y nanoparticulas de
los biovidrios a sintetizar, tendran una influencia eléctrica fuerte, cuando se
combinen durante la sintesis del biomaterial hibrido, de tal manera que
cuando se electrohilen, habrd una tendencia a aumentar la magnitud del
campo eléctrico aplicado en la disolucion hibrida, generando una mayor
elongacion de la matriz polimérica en el la disolucion, lo que probablemente
genere nanofibras del biomaterial hibrido con una distribucion de fase
organica e inorganica similar a las nanofibras obtenidas a diferente

concentraciéon, asi como una fuerte disminucién en los didmetros de fibras.
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Por ello, la concentracion seleccionada para sintetizar los biomateriales
hibridos O/l, es al 13% m/v. Partiendo de que con esta concentracion se
obtuvo el diametro de fibra mayor, aplicando una diferencia de potencial de
10 kV, razon que permitira un equilibrio en los diametros de las fibras en la

disolucién hibrida, generando andamios con didmetros de fibra en el intervalo
de los nandmetros.

3.2.2 FTIR de los andamios al 13% m/v de PLA/TFE.

En las figuras 3.22 a 3.25, se muestran los espectros infrarrojo de los
andamios electrohilados de PLA/TFE, de las concentraciones de 10, 12, 13y

14 % ml/v, y con una diferencia de potencial aplicada de 11 kV.
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Figura 3.22. Espectro del andamio obtenido al 10% PLA/TFE aplicando 11 kV.
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Figura 3.23. Espectro del andamio obtenido al 12% PLA/TFE aplicando 11 kV.
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Figura 3.24. Espectro del andamio obtenido al 13% PLA/TFE aplicando 11 kV.
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Figura 3.25. Espectro del andamio obtenido al 14% PLA/TFE aplicando 11 kV.

Con la finalidad de analizar los resultados de los FTIR de las figuras 3.22-

3.25, en la tabla 3.4, se resumen las sefales principales del sistema
PLA/TFE.

Tabla 3.4. Principales bandas observadas en las gréaficas de los espectros IR del

PLA/TFE.
Muestra Principales sefiales en cm?
-CHs -CH -C=0 -C-O-C- -OH
PLA 10% 11kV | 2991 2938 1749 1375-1069 3750
PLA 12% 11kV | 2991 2938 1755 1382-1085 3750
PLA 13% 11kV | 2999 2938 1748 1389-1085 3750
PLA 14% 11kV | 2999 2938 1748 1382-1077 3750

En la tabla 3.4, se muestra una sefial a una longitud de onda de 2991 cm
correspondientes a los estiramientos de los enlaces C-H de los grupos metilo
y (2938-2945) cm™ de los grupos metino. Las bandas en (1748-17569 cm™
se relacionan al carbonilo del grupo ester. La banda en la regiéon que va
desde los 1300 cm? hasta los 1050 cm? se debe a la secuencia de
estiramiento del ester (-C-O-C-). Y una sefial fuerte en los 3750 cm™ se
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asigna a los grupos OH terminales, que se usan como indicador del bajo

peso molecular del polimero [46].

Las bandas encontradas para cada una de las concentraciones, indican que
el polimero no cambia quimicamente al aumentar la concentracion, ni cuando
se aumenta la diferencia de potencial aplicada, asi como, por el tiempo de
preparacion de cada una de las concentraciones. Con esta técnica de
caracterizacion y con los estudios de resonancia magnética nuclear, se
comprueba la composicibn molecular del polimero y la ausencia de
degradacion del mismo. El tipo de isbmero que se tiene, se determinara

mediante difraccion de rayos X.

Cabe destacar que no se observan las sefales correspondientes al
disolvente TFE, puesto que estas muestras son de los andamios obtenidos,

donde practicamente el disolvente se evaporoé en el proceso de electrohilado.

3.2.3 DRX de los andamios de PLA/TFE electrohilados.

Los difractogramas de cada uno de los andamios de PLA/TFE electrohilados,
se obtuvieron del andlisis de DRX, que permite identificar si el polimero
presentaba fases cristalinas o amorfas, debidas a las mezclas racémicas de
los estereocisomeros (PDLA, PLLA o PDLLA), que se presentan
guimicamente y que estan en funcion del tipo de sintesis, por el cual se
obtuvo el polimero utilizado. Cada difractograma se tomé de las muestras a
diferentes concentraciones de polimero/solvente y a una diferencia de

potencial aplicada de 10 kV.
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3.2.3.1 Difractogramas de los andamios de PLA/TFE al 10, 12, 13 y 14%

m/v.

Los difractogramas correspondientes a las muestras con una concentracion
de 10, 12, 13y 14 % m/v de PLS/TFE obtenidos a 10 kV.

PLA 10% 10kV

E4EETE

568
=308856

28 ()
Figura 3.26. Difractograma del andamio electrohilado de PLA/TFE al 10% m/v a 10
kV.

En el difractograma de la figura 3.26, se observa que la muestra polimérica
de PLA al 10 % m/v, es amorfa, con tres sefiales que relacionadas a alguna
fase cristalina no identificada.

PLA 12% 10kV

La muestra no presenta difraccién cristalina

|

28 ()
Figura 3.27. Difractograma del andamio electrohilado de PLA/TFE al 12% m/v a 10
kV.
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El difractograma de la figura 3.27, de la muestra de PLA al 12% ml/v,

presenta ausencia de difraccién cristalina.

PLA 13% 10kV

ourts)

Figura 3.28. Difractograma del andamio electrohilado de PLA/TFE al 13% m/v a 10
kV.

En el difractograma de la figura 3.28 de PLA al 13% m/v, se identificaron

sefales similares a los de la figura 3.26. La muestra presenta una fase

amorfa.
PLA 14% 11kV
20(°)
Figura 3.29. Difractograma del andamio electrohilado de PLA/TFE al 14% m/v a 11
kv.
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En la figura 3.29 se observa el difractograma de la muestra de PLA al 14%
m/v, se identifican las mismas sefales presentes en los difractogramas de
las figuras 3.26-3.28.

Del estudio de DRX, se corrobora que el polimero no presenta sefales
asociadas a alguna fase cristalina presente en las fibras de PLA
electrohiladas. Esto lleva a proponer que el isémero del PLA con el que se
trabajo, es el PDLLA debido a que se sabe que su estructura es amorfa. El
PLA es un polimero que presenta mezclas racémicas de los estereocisomeros
PLLA que es un material semi-cristalino y PDLA gue es un material cristalino
con una estructura de cadenas regulares [69], lo cual explicaria la presencia

de fases cristalograficas no identificadas.

En resumen, el aumento en la concentracion del PLA, de la misma manera
no implica cambios en la composicion estructural del polimero. Si se trabaja
con un polimero con alto peso molecular, sus propiedades mecénicas y
fisicas del polimero se verdn modificadas, ya que si el polimero es de peso
molecular alto, sus propiedades mecanicas aumentaran, y Si Su peso

molecular es bajo, estas propiedades mecanicas se veran disminuidas.

3.2.4 Analisis Termogravimétrico (TGA) y Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC)

3.2.4.1 TGAy DSC de los andamios de PLA/TFE electrohilados.

Los analisis termogravimétricos para cada uno de los andamios de PLA/TFE
se sefalan en la tabla 3.3, los cuales muestran su estabilidad térmica. Con
las calorimetrias diferenciales de barrido se determind las temperaturas de
transicion vitrea (Tg), de fusion (Tm) y de cristalizacion (Tc), si es que la

muestra presentaba fases cristalinas.
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Figura 3.30. TGA (a) y DSC (b) del andamio electrohilado de PLA/TFE al 10% m/v.

En el TGA (a) de la figura 3.30, se observa que el intervalo de temperaturas
para la descomposicién completa del PLA, va desde 319.72 a 363.37 °C, con
un porcentaje de descomposicién del 99.67%, que equivale a una masa de
PLA de 1.367 gramos. Esta temperatura de descomposicién corrobora la
estabilidad térmica del PLA.

En el DSC (b) de la figura 3.30, se obtienen las temperaturas de transicion
vitrea a 64°C y de fusion a 148.74 °C, valores similares a los publicados en la
literatura [42]. La temperatura de cristalizacion se observo a 112.44 °C, valor
qgue corresponde con lo publicado en la literatura [46]. Este resultado es un
indicador de la presencia de los estereoisomeros cristalinos o semi-

cristalinos del polimero en el andamio.
En las figuras 3.31, 3.32 y 3.33, se observan los termogramas y las

calorimetrias, obtenidas de los andamios de PLA/TFE electrohilados a

concentraciones de 12, 13y 14 % m/v.
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Figura 3.33. TGA y DSC de los andamios electrohilados de PLA/TFE al 14% m/v.

En la tabla 3.5, los valores extraidos de los termogramas, y de las

calorimetrias para cada concentracion de PLA, se resumen.
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Tabla 3.5. Valores de la Tg, Tm y Tc extraidos de los termogramas y calorimetrias
obtenidos de las muestras del PLA.

TGA DSC
MUESTRA Temperatura de Tg Tm Tc
% (m/v) descomposicion (°C) (°C) (°C) (°C)
10 319.72 - 363.37 64.00 148.74 | 112.44
12 286.50 - 337.50 63.57 151.45 109.56
13 328.53 - 368.50 64.58 151.85 103.34
14 331.48 - 370.78 64.77 151.43 116.15

De acuerdo a la tabla 3.5, los valores de temperatura de descomposicion del
PLA, mantienen intervalos de descomposicion de temperaturas hasta los
370°C, comprobando que el polimero es estable térmicamente, sin que el
aumento en la concentracién sea un parametro que modifique su estabilidad
térmica. Y se observa gue las transiciones vitreas son iguales en todas las
concentraciones, y las temperaturas de cristalizacion se mantienen en
valores muy cercanos entre si. Lo anterior, pone de manifiesto la hipétesis de
qgue aunque la concentracion del PLA aumente en los andamios, sus

propiedades térmicas no se veran afectadas por tal variable.

Un pequefio cambio en la muestra al 12% de PLA/TFE, en la cual la
temperatura de descomposicion disminuyé respecto a la de las otras
composiciones, lo que se atribuye a la ausencia de fases cristalinas y a la

estructura amorfa, evidenciada en el difractograma de la figura 3.27.
3.3 Biovidrios en el sistema SiO2-Ca0O-P20s
Se sintetizaron ocho composiciones de biovidrio, propuestas en la tabla 2.3

del capitulo 2, con la finalidad de observar las cambios estructurales de

acuerdo a las composiciones propuestas, y con ello, seleccionar la
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composicién, con el porcentaje mayor de amorficidad, debido a que dicho
perfil, aumenta la bioactividad superficial de los biomateriales en cultivos
celulares. Por ello, para la sintesis de los materiales hibridos O/l, se
selecciond la composicién V70P5, debido a su ausencia de fases cristalinas.
Los analisis de la muestra V70P5 se describen a continuacion. Las
caracterizaciones para las demas composiciones de la tabla 2.3, se

encuentran en el apéndice de este trabajo.

En la descripcion de la composicion V70P5, se muestran las micrografias
electrénicas con su correspondiente analisis quimico, obtenido por la técnica
de MEB, el correspondiente FTIR, el DRX, el TGA y el DSC con su

correspondiente andlisis.

3.3.1 MEB del sistema SiO2-CaO-P20s.

3.3.1.1 Micrografias de la composicién V70P5.

Figura 3.34. Micrografias de la muestra V70P5 de acuerdo con los aumentos:
a) 150 x, b) 500 x y c) 1000 x del microscopio.

En la figura 3.34, estan las micrografias referentes a la composicion

70%Si02-25%Ca0-5%P20s, obtenida por el método sol-gel convencional.
Las micrografias muestran aglomerados homogéneos procedentes de la
evaporacion del agua a 120 °C. Es notoria la presencia de grietas, que son

producto de la contraccion del solido al perder agua. En la figura 3.34 (c), se
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observa que el biomaterial es estructuralmente amorfas con presencia
minima de cristales. En el andlisis quimico realizado al vidrio se detalla la

composicién quimica.

3.3.1.2 Anédlisis dimensional de la muestra V70P5.

Spectrum 2

F00pm Electron Image 1

2 4 f g 10 12
Full Scale 210 cts Cursar 4,362 (1 cts) ke

Figura 3.35 Analisis elemental de la muestra V70P5.

Elemento Peso % Atémico %
CK 29.01 20.15

OK 111.86 58.32

SiK 37.49 11.13

PK 6.73 1.81

CIK 19.30 4.54

CaK 19.44 4.05

Total 223.82

Tabla 3.6. Porcentajes atdbmico y en peso de la muestra V70P5.

En la figura 3.35, el andlisis quimico se realiz6 a la particula de biovidrio En
la tabla 3.6 se muestran los elementos presentes en ese punto de muestreo,
siendo el de mayor cantidad en % peso el atomo de Si, debido a que este
atomo se encuentra en proporcion mayor en la composicién del vidrio

seleccionada.
En general se observa que las composiciones porcentuales en peso de cada

atomo se encuentran cercanas a lo propuesto en la composicion
seleccionada de vidrio.
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Con la caracterizacion por MEB, no se concluye que se obtuvo la

composicién deseada, si se asegura que se encuentran las composiciones

propuestas. Se observa una cantidad de CI, que es atribuido al uso de HCI

como catalizador en la reaccion y a la adicion de este 4cido para mantener la

sintesis en valores de pH en el intervalo de 2-3, y al uso de CaCl2:2H20

como precursor en la sintesis por sol-gel. La presencia de este elemento en

los biovidrios o en los materiales hibridos, no representa una consecuencia

negativa para la biocompatibilidad de los biomateriales, debido a que se

encuentra en cantidades traza y/o en forma de cloruros.

3.3.1.3 Espectro IR de la composicién V70P5.

Confirmada la relacion atémica del vidrio a sintetizar, se caracterizé por FTIR,

obteniéndose el resultado siguiente.
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Figura 3.36. Espectro infrarrojo de la muestra V70P5.

En la figura 3.36 se observan sefiales asociadas a

T T T
1000 500

la estructura

composicional de la muestra V70P5. Las principales sefiales se detallan en

la tabla 3.7.
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Tabla 3.7. Sefales observadas en los espectros infrarrojo para el vidrio

V70P5.
Nimero de onda (cm™) Sefiales asignadas
931-1038 Si-O-Si estiramiento asimétrico
786 Si-OH estiramiento
1618 -O-H flexion
3440-3517 SiO-H estiramiento
412 Si-O-Si doblamiento

Las sefiales de IR, corroboran la presencia de los estiramientos asimétricos
de los enlaces Si-O-Si, asi como los estiramientos y flexiones de los grupos
silanoles (Si-OH) presentes en el biovidrio. La sefial en el valor de 3440 cm'?,
es asignada a las vibraciones de los estiramientos de los grupos hidroxilo,
auto-asociados con los grupos silanoles y el ancho refleja la distribucién
amplia de frecuencias del hidrégeno unido a los grupos —OH.

3.3.1.4. Difraccién de rayos X de la muestra V70P5.

V70-PS

La muestra no presenta difraccion cristalina

20 (%)
Figura 3.37. DRX de la composicién de vidrio V70P5.

En la figura 3.37 se observa la ausencia de difraccién cristalina de la muestra
V70P5, lo que indica que es amorfa, caracteristica indispensable para su

aplicacion en la sintesis de biomateriales hibridos, debido a que entre mayor
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perfil de amorficidad presenten los materiales, mayor sera la afinidad de las

células a la superficie del material.

3.3.1.5. TGA y DSC del vidrio de la composicion V70P5
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Figura 3.38. TGA y DSC de la composicion de vidrio V70P5.

En la figura 3.38, se observa el TGA y el DSC de la muestra V70P5. En el
primero, se observa una primer perdida gradual de masa de 10.86% debido a
la evaporacién de agua superficial, solventes y componentes sin reaccionar
como el TEOS o el TEP presentes en dicho material a una temperatura de
176.38 °C, y una segunda pérdida significativa de 26.12% de masa debida a
la presencia de agua inter e intra molecular en la muestra a una temperatura
de 395.96 °C. Después de los 400 °C, la muestra practicamente no perdié

masa, lo que indica que es estable térmicamente.

En el DSC no se observa una linea base para comenzar un analisis de la
temperatura de transicion vitrea (Tg) o la temperatura de cristalizaciéon (Tc)
observada en el diagrama, sin embargo, se observa una probable
temperatura de transicion vitrea en 121.87 °C y una temperatura de
cristalizacion en 437.66 °C, lo que corrobora la hipétesis observada en las

temperaturas de estabilizacion.

96



3.4 Biomateriales hibridos O/l de PLA/SiO2-Ca0O-P20s.

Para la sintesis de los andamios hibridos (O/1) de PLA/SiO2-Ca0-P20s, para
la fase organica se utilizo la disolucién de PLA al 13% m/v, por ser esta la
concentracion a la cual se obtuvo el diametro de fibra mas grande (1399
+104.0 nan6metros). Para el biovidrio correspondiente a la fase inorgénica,
se realizaron los calculos para obtener una composicion de 70%SiO2-
25%Ca0-5%P20s5 (V70P5), en el biomaterial hibrido, por ser la composicion
mas amorfa con respecto a las mostradas en el apéndice, y de acuerdo a la

caracterizacion de rayos X.

3.4.1 Seleccién de la metodologia a emplear, para la sintesis de los

andamios hibridos O/I.

El objetivo de probar tres rutas de sintesis diferentes para la obtencion del
biomaterial hibrido, es la determinacién del mejor proceso de sintesis para

los andamios hibridos (O/1), por las técnicas de sol-gel y electrohilado.

Debido a la naturaleza de la sintesis sol-gel y de los reactivos que se utilizan
para obtener un vidrio convencional, fue necesario proponer tres rutas de
sintesis, dado que una de las propiedades quimicas del PLA es la
hidrofobicidad, que representaba la limitante en el proceso, ya que los
precursores del sistema a utilizar, incluyen como reactivo al agua que genera

la insolubilidad del polimero en el sistema hibrido.

Las metodologias propuestas son diferentes entre si, con respecto al orden
en el que la disolucion polimérica fue agregada en el sistema donde se llevo
a cabo la sintesis del biomaterial hibrido, asi como el calentamiento al cual
fue sometido el PLA, para probar si al llegar a su temperatura de transicion
vitrea (tg), se podia evitar su precipitacion al entrar en contacto con la mezcla
de TEOS/H20/HCL. Las rutas de sintesis fueron propuestas en el apartado
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2.2.3.2. La mitad de los productos obtenidos, se sometieron a procesos de
estabilizacion a 70 y 120 °C con espacios de 3 dias entre cada temperatura,
y la otra mitad se mantuvieron a temperatura ambiente, con la finalidad de
observar los cambios estructurales que son provocados por el agua presente
en los biomateriales, por la obtencién y determinacion de fases cristalinas en

caso de que el biovidrio sintetizado las presente.

En las figuras 3.39, 3.41 y 3.43, se observan los difractogramas de las
composiciones sintetizadas, sin proceso térmico de estabilizacion (1H, 2H y
3H) y las figuras 3.40 y 3.42 las composiciones sometidas a estabilizacién
por temperatura (1HC y 2HC). Cabe destacar que la ultima ruta de sintesis
(3H), no se someti6 a calentamiento debido a que se logr6 mantener el
polimero soluble en el sistema. Las caracterizaciones de los productos
obtenidos se molieron en un mortero de agata, durante 20 minutos y los
polvos obtenidos se guardaron en frascos sellados para evitar su hidratacion

con la humedad circundante.

3.4.1.1. Caracterizacion de las muestras 1H, 1HC, 2H, 2HC y 3H por
Difraccion de Rayos X.

1H

wo x
&N“MM a muestra no presenta difraccion cristalina

28 ()
Figura 3.39. DRX de la prueba 1H de sintesis del material hibrido O/I.
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Figura 3.40. DRX de la prueba 1HC de sintesis del material hibrido O/l .
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Figura 3.41. DRX de la prueba 2H de sintesis del material hibrido O/I.
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Figura 3.42. DRX de la prueba 2HC de sintesis del material hibrido O/I.
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Figura 3.43. DRX de la prueba 3H de sintesis del material hibrido O/I.

En las figuras 3.39 y 3.41, los difractogramas de las muestras 1H y 2H,
evidencian que por esas rutas de sintesis propuestas, no se obtiene el
biomaterial hibrido, debido a que en el difractograma 3.39 de la muestra 1H,
es amorfa sin presencia de fases cristalinas. Lo que confirma la observacion
visual de la muestra, en la que el polimero se precipito, dando lugar a dos
tipos de materiales diferentes y no el biomaterial hibrido esperado. En el
difractograma de la figura 3.41, 2H se observa un resultado diferente
respecto al obtenido en el difractograma de la muestra 1H, debido a que en

esta muestra si se identifico una fase cristalina relacionada con la alfa-poli(D-
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lactona), proveniente del PLA. El resultado para esta ruta de sintesis mostro
que el polimero siguié precipitandose. Los difractogramas de 1HC y 2HC,
muestran la fase cristalina asociada a la alfa-poli(D-lactona), y una estructura
amorfa asociada con el vidrio. En éstas, la Unica diferencia con respecto a
1H y 2H, es la estabilizacion térmica a la cual se sometieron ambos
productos. En los difractogramas de 1HC Y 2HC se observa una
combinacion de fases cristalinas y amorfas. Debido a que, el volumen total
del material obtenido, se moli6 en un mortero de agata, para su
caracterizacion por DRX. Esto no significa que la matriz polimérica se haya
acoplado con la matriz del vidrio, sino una combinacion fisica debida a la

molienda previa.

En el difractograma de la tercer ruta de sintesis, la muestra 3H presento
fases cristalinas, sin que se sometiera al mismo proceso de estabilizacion
térmica a las que fueron sometidas las muestras 1H y 2H. Durante la
sintesis, se observo que el polimero no se precipito cuando entré en contacto
con la mezcla del TEOS/H20/HCL, motivo por el cual se tom6 como ruta de

sintesis del hibrido.
3.4.1.2 Caracterizaciéon por FTIR de las muestras 1H, 1HC, 2H, 2HC y 3H.
En las figuras 3.44, 3.45, 3.46, 3.47 y 3.48, se muestran cada uno de los

espectros infrarrojo de las tres rutas de sintesis probadas para la obtencion

de los andamios hibridos.
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Figura 3.45. Espectro infrarrojo de la muestra 1HC
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Figura 3.46. Espectro infrarrojo de la muestra 2H
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Figura 3.47. Espectro infrarrojo de la muestra 2HC
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Figura 3.48. Espectro infrarrojo de la muestra 3H

En los espectros de las muestras 1H y 2H no se observa la sefial del enlace
Si-O-Si, de los vidrios sintetizados y analizada en la tabla 3.6, sin embargo si
se nota la sefal del enlace carbonilo, relacionada con el PLA y analizada en
la tabla 3.4.

En los espectros de las muestras 1HC, 2HC y 3H, se observan las bandas
asociadas a los grupos silanoles y los enlaces Si-O-Si, las sefiales del grupo
carbonilo, los grupos metilo, metino y el enlace tipo éster del polimero.

Al obtener que la muestra 3H, fue la Unica ruta de sintesis donde el polimero
no se precipitd con los precursores del vidrio agregados. Por ello se tomé
como ruta a seguir para la obtencion de los biomateriales hibridos.

3.4.2 Andamios electrohilados (O/l) de PLA/V70P5.

Una vez determinada la ruta de obtencién para los biomateriales hibridos, se

comenzo la sintesis con una disolucion de PLA/TFE al 13% m/v y con las
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cantidades propuestas de los precursores utilizados para la sintesis del vidrio

V70P5, como se manifestd en la tabla 2.4 del capitulo 2.

Con la identificacion de los procesos de hidrolisis, policondensacion,
envejecimiento y estabilizacion estructural que se llevan a cabo en la sintesis
sol-gel, se pudo proponer la toma de alicuotas de 1 mL de la solucién en el
momento del paso del proceso de policondensaciéon a la formacion del sol,
esto con la finalidad de poder electrohilar la solucibn con los mismos
parametros estandarizados y publicados para los andamios con la mezcla

polimérica al 13% m/v.

3.4.2.1 MEB de los andamios hibridos O/l de PLA/V70P5, obtenidos por
las técnicas de electrohilado y sol gel.

En las siguientes micrografias se muestran las tres composiciones de los
biomateriales hibridos obtenidos mediante la sintesis sol gel y la técnica de
electrohilado, con la finalidad de obtener andamios porosos con fibras a
escala nanométrica. Cada una de las muestras lleva por nombre la fecha de
sintesis, y en los pies de figura, se explicaran las condiciones y el porqué se

obtuvieron esos resultados.

— 100pm IIM-UNAM — 10pm  IIM-UNAM
2.00kV SEI M WD 6.0mm X 2.00kV SEI M WD 6.0mm

Figura 3.49. Micrografias de la muestra H17/12/15 con mayor contenido de biovidrio.
Micrografias a) 150 aumentos y la b) 500 aumentos.
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En la micrografia 3.49 se observa una particula de biomaterial hibrido con
una composicion calculada de 86BG:PLA14 % en p/p a diferentes escalas
3.49 (a) y 3.49 (b). En la micrografia 3.49 (a), se observan estructuras
amorfas y algunas esferas de material hibrido. La razén principal por la que
esta composicion de BG:PLA no pudo electrohilarse, se debe a la baja
concentracion de la disolucion polimérica, asi como a la naturaleza de la
técnica, ya que el electrohilado toma como parametro principal un medio
polar, con alta capacidad de difusion y transporte de energia eléctrica o
diferencia de potencial. Esto no se observa en una muestra cuya
composicién mayoritaria es el sol de un vidrio, y al tener la fase inorganica en
una concentracion alta, no se tenia suficiente disolvente que distribuyera la
carga aplicada en la disolucion, que permitiera la formacion del yet o chorro y
con ello, la formacion de las fibras.

La forma y tipo de la estructura, tiene un perfil de amorficidad alto, debido a

la fase polimérica que interfiere en el proceso de la formacion del biomaterial.

Al extraer las alicuotas de la solucién hibrida, se observo que se encontraba
en un equilibrio térmico, lo que provocé un choque térmico en la solucién que
ocasion0 el aumento en la cinética de gelacion en la solucion y en las
alicuotas extraidas, formandose un asiento de vidrio en las jeringas utilizadas
en el electrohilado de la solucion. Por ello, la mezcla hibrida de esta
composicién, no se logré electrohilar y Gnicamente se completd la sintesis

para obtener membranas.
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a) b)
Figura 3.50. Micrografias de las muestras H221215 y H040116, ambas muestras
con un contenido de 50:50 de BG/PLA. Micrografias a) con 2500 aumentos y la b)
con 100,000 aumentos.

En la figura 3.50 se observan las micrografias de las muestras H22/12/15 y
HO04/01/16 correspondientes a la composicion 50BG:PLA50, sintetizadas con
las mismas condiciones manifestadas en la tabla 2.5. Para estas muestras,
se logré llevar a cabo el proceso de electrohilado, aunque de manera visual,
los andamios obtenidos se mostraban mas fragiles y menos densos que los

andamios obtenidos con la solucion polimérica de PLA/TFE.

En la figura 3.50 (a) se observa un aglomerado de particulas hibridas a
escala micrométrica. La forma y el tamafio de las particulas obtenidas, es la
que se presenta en la sintesis convencional de los vidrios. Cuando se
presentar una concentracion equivalente en peso del polimero dentro de la

muestra, sucede el fendmeno observado en la figura 3.50 (b).

En la figura 3.50 (b), se muestran aglomerados del material hibrido a escala
nanomeétrica, y se observa un fendmeno interesante al someterse a la
diferencia de potencial del sistema de electrohilado, esto es, la formacion de
esferas hibridas nanométricas recubiertas superficialmente de particulas de

vidrio con un didmetro no mayor a los 500 nanémetros. Lo cual se explica por
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el contenido del porcentaje en masa del polimero, con respecto al contenido

en masa del vidrio.

La muestra con mayor contenido de vidrio, a diferencia de la mostrada en la
figura 3.49, contiene una cantidad mayor de polimero y de disolvente (TFE),
que fisicamente produce un incremento en el contenido sobre el cual la
diferencia de potencial aplicada mantendra un flujo continuo de corriente
eléctrica, componente fundamental de la técnica de electrohilado. Por ello, se
obtienen andamios con nano-esferas de material hibrido, sin homogeneidad
con respecto a la superficie del andamio obtenido, por lo que no fue

seleccionado para probarlo en los cultivos celulares.

— 100nm IIM-UNAM — 100nm IIM-UNAM
X 100,000 10.0kV SEI SEM WD 8.4mm X 100,000 10.0kV LEI SEM WD 8.4mm

C) d)
Figura 3.51 Micrografia de la muestra H29/01/16 a 1, 2 y 3 horas después de la
policondensacion. Micrografias a) con 50,000 aumentos, la b), ¢) y d) con 100,000
aumentos cada una.
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En las micrografias 3.51 (a), 3.51 (b), 3.51 (c) y 3.51 (d), se observa la
muestra del biomaterial hibrido con una composicion mayor de polimero
14BG:PLA86. Cada una de las imagenes demuestran la obtencion de
nanofibras de material hibrido PLA/BG con diametros hasta de 26 nm. Estos
andamios se lograron obtener, por la cantidad mayor de polimero presente
en la solucién hibrida. Las condiciones de electrohilado fueron segun las

dadas en la tabla 2.5 del capitulo 2.

Las micrografias 3.51 (a) y 3.51 (b) se refieren a los andamios obtenidos a 1
y 2 horas, después de terminada la adicion de los reactivos para la sintesis
de los biomateriales hibridos por la técnica sol gel. Las micrografias c) y d)
pertenecen al andamio obtenido a 3 horas después de terminada la adicion

de los reactivos.

En la micrografia 3.51 (a), se observa la presencia de nanoparticulas
embebidas de manera superficial sobre las fibras del polimero. Al ser
electrohilado este andamio al tiempo en el que se estaba llevando a cabo la
policondensacion, se plantea que la presencia de dichas particulas, se debe
a que la matriz polimérica funciona como un medio que disminuye las
interacciones quimicas que suceden en la compactacion y consecuente
formacién del vidrio, ocasionando que se formen nanoparticulas sobre la

superficie del PLA.

En la figura 3.51 (b), se muestra un andamio con una presencia alta de
nanoparticulas de manera superficial, aunque no se descarta la posibilidad
de que, existan adentro de las fibras obtenidas. Con estos resultados, se
cree que al aumentar la cantidad de polimero y disolvente, y el hecho de que
se aplique la diferencia de potencial a tal solucion, se logra el objetivo

principal de la sintesis, que es obtener un andamio.
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En las figuras 3.51 (c) y 3.51 (d) se observa la misma muestra, con la
diferencia de que la micrografia 3.51 (c), se obtuvo con electrones retro
dispersados, con la finalidad de observar la concentracion de particulas de

vidrio sobre la superficie de las fibras.

En todas las micrografias se muestran andamios en los que el diametro de
fibra promedio es de 50 nanémetros, escala que indica que podemos hablar

de andamios a escala nanomeétrica.

3.4.2.2 DRX de los andamios hibridos obtenidos de PLA/GB.

Con la finalidad de poder observar un cambio en las propiedades
estructurales de los biomateriales hibridos, se realizaron las
caracterizaciones por difraccion de rayos X a una sola muestra

representativa de las composiciones de los vidrios.

En las figuras que van de 3.52 hasta 3.57, se observan dos difractogramas,
uno gue contiene fases amorfas y cristalinas presente en la muestra, y el otro
que identifica el tipo de difraccion de fases cristalinas que se encuentran

presentes en cada una de las muestras.

H22/12/15

Mmmw

20 (%
Figura 3.52. Difractograma de la muestra H25/11/15, con identificacién de
fases cristalinas.
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El difractograma de la figura 3.52 corresponde al biomaterial hibrido con alto
contenido de vidrio 86BG:PLA14. En donde se observan sefales que se
identificaron con la alfa-poli(D-lactona) un estereoisomero del PLA. En el
difractograma se indica el porcentaje de amorficidad y de cristalinidad de la
muestra. Los porcentajes de amorficidad y cristalinidad de la muestra son
425 % y 57.5 %. Estos datos, corroboran la mayor cantidad de vidrio
presente en la muestra, ya que la composicion utilizada se comprob6 que era
completamente amorfa. Sin embargo desconocemos porque solamente

aparecio el isobmero D de la lactida.

H25/11/15

Lin (Counts)

N nl’ﬁ# rfra[.i“m-jm:nmmmrﬂ gmrevrom . . ‘ A

28 ()
Figura 3.53. Difractograma de la muestra H25/11/15, con identificacién del
porcentaje de fases cristalinas y de fases amorfas

En el difractograma de la figura 3.53, se observan las sefiales cristalinas
asociadas con el estereoisomero alfa-poli(D-lactona), y las sefiales amorfas
del vidrio. Lo que confirma que no hay reaccion quimica, mientras se realiza

la sintesis sol-gel y el electrohilado de la solucion hibrida.
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H 4/01/16

Lin {Counts)

28 ()
Figura 3.54. Difractograma de la muestra H4/01/16, con identificacion de fases
cristalinas.

En la figura 3.54, el difractograma de H4/01/16 muestra para una
composicién en masa del 50% en peso del PLA y 50% en peso del biovidrio,
las mismas sefiales presentes en el difractograma de 3.53, que
corresponden a la fase de alfa-poli(D-lactona). Estos resultados indican que
la fibra esta compuesta de una matriz polimérica de PLA semi-cristalina y con
nanoparticulas de vidrio amorfas embebidas en las fibras del andamio. La
cristalinidad de las fibras de PLA, se debe a la estructura de nucleo-coraza,

en donde el nucleo es amorfo y la coraza es cristalina [70].
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H 4/01/16
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28 ()
Figura 3.55. Difractograma de la muestra H4/01/16, con identificacion del
porcentaje de fases cristalinas y de fases amorfas.

El difractograma de la figura 3.55 muestra el porcentaje de la fase cristalina,
debida al estereoisomero del PLA, y la fase amorfa, consecuencia de la
composicién del vidrio. La composicion en peso tedrica de este biomaterial
es de 50%BG:PLA%50. El porcentaje que se observa en el difractograma es
de 45.8 para la fase cristalina y 54.2 para la fase amorfa, lo que indica que
estamos muy cercanos a las concentraciones con que se calculé que

teniamos que trabajar.
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Figura 3.56. Difractograma de la muestra H29/01/16, con identificacion de
fases cristalinas.

En la figura 3.56 se observa el difractograma de la composicién
14%BG:PLA86%, en la que se comprueba que el polimero es el que
proporciona la fase cristalina en el material hibrido, ya que al aumentar la
composicién en peso durante la sintesis, en las caracterizaciones se reflejan
los puntos intensos que hay en el difractograma, adjuntados a cristales de

biovidrio de la composicién V70P5.
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Figura 3.57. Difractograma de la muestra H29/01/16, con identificacion del
porcentaje de fases cristalinas y de fases amorfas.

En la figura 3.57, el difractograma de la composicion con mayor contenido de
polimero, muestra que los porcentajes de cristalinidad de 66.1% y de fase
amorfa de 33.9%, comprueban el hecho de que en el biomaterial existe una

cantidad de polimero mayor a la del vidrio.

En general, el andlisis de los difractogramas comprueban los célculos
tedricos de las composiciones de los biomateriales hibridos obtenidos por la
sintesis sol gel y la técnica de electrohilado. En cada uno se observa la sefial
caracteristica del grupo carbonilo proveniente del PLA, asi como los

porcentajes diferentes de amorficidad asociados a cada composicion.

Con la caracterizacion estructural, y con los analisis termicos Yy
termogravimetricos se complementara la informacion de la estabilidad del
biomaterial seleccionado para su consecuente prueba de viabilidad celular y

biocompatibilidad con las células hematopoyéticas.
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3.4.2.3 TGA y DSC de los andamios hibridos de PLA/BG.

Se realizaron los analisis térmicos correspondientes a las muestras
presentadas en la secciéon 3.4.2.2, con la finalidad de mostrar las
propiedades térmicas de los andamios hibridos electrohilados.
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Figura 3.58. TGA (a) y DSC (b) de la muestra H22/12/15
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En la figura 3.58 se muestran los esquemas (a) TGA y (b) DSC del
biomaterial hibrido 86:14 de BG/PLA, con la finalidad de determinar su
estabilidad térmica y en su caso, determinar la Tg, Tc y Tm del biomaterial
hibrido.

En la figura 3.58 (a), se observan perdidas de peso, conforme aumenta la
temperatura. Las dos perdidas de peso para el biomaterial corresponden a la
temperatura de fusion del polimero y a la temperatura de cristalizacién del
vidrio, sefial que se traslapa con la temperatura de degradacién del polimero.
La primer pérdida de peso importante se da a los 132.88 °C con 19.43%.
Esta pérdida involucra la evaporacion de agua residual en la reaccién, una
vez que se han electrohilado los andamios y reactivos en cantidades traza
gue hayan quedado sin reaccionar como TEOS, TEP o CaCla.

La segunda pérdida de peso se presenta, una vez que el polimero se
degrada alrededor de los 361.11 °C con una pérdida de 59.47% en peso.
Después de esas temperaturas, las pérdidas de peso no son representativas.

En la figura 3.58 (b), no se logra identificar una linea base en el DSC, para
determinar las Tg, Tm y Tc del biomaterial hibrido, debido a que se traslapan
las sefales. Sin embargo, algunas sefiales si se perciben corroborandose la
informacion, con los DSC de cada material por separado, esto es, se observa
la Tg del PLA a 66.70 °C; una combinacion de sefiales a temperaturas donde
el polimero esta siendo degradado, y el comienzo de la Tc del vidrio. Esta
temperatura se encuentra en el intervalo de (200 — 600 °C).
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Figura 3.59. TGA y DSC de la muestra H4/01/156

En la figura 3.59 se muestran los esquemas a) TGA y b) DSC del biomaterial
hibrido con una composicion 50:50 en peso de PLA/BG, con la finalidad de
determinar sus propiedades de estabilidad térmica y en su caso, determinar
la Tg, Tc y Tm del biomaterial hibrido.
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En la figura 3.59 (a) se observan sefales similares a los de la figura 3.58,

variando por poco los valores determinados en los esquemas de TGA y DSC.

En la figura 3.60, se observa el TGA y el DSC de la composicion
14%BG:PLA8B6%. En el esquema de TGA, se pierde alrededor de 5.6% en
peso en los primeros 150 °C, pudiéndose deber a reactivos en cantidades
traza sin reaccionar (TEOS, TEP, CaCl2) y H20, presentes en las
nanoparticulas del biovidrio, lo que demostraria que cuando existe una
concentracion mayor de polimero, la perdida de peso durante los primeros
250 °C no es la misma que en el biovidrio convencional, debido a la
concentracion menor de el biovidrio en el biomaterial hibrido. La segunda
perdida de peso, se observa a los 392.13 °C, temperatura a la cual pierde un
77.62% de peso, que corrobora el hecho de que esta muestra contiene una
cantidad mayor de polimero, puesto que esta temperatura se encuentra en el

intervalo en el cual el polimero se degrada.
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Figura 3.60. TGA y DSC de la muestra H29/01/16

La concentracion de la solucién polimérica que se utilizé para los andamios
hibridos fue de PLA al 13% m/v, debido al intervalo de didmetro de fibra que
se obtuvo, con las condiciones de electrohilado para estos andamios.

La composicion de biovidrio que se seleccioné para la sintesis de los
biomateriales hibridos, fue 70%Si02-25%Ca0-5%P20s, obtenido a partir de
los resultados de difraccion de rayos X de cada una de las composiciones
sintetizadas, donde se encontr6 que a mayor contenido de SiOz, hay una
formacion en la red mas estable que cuando se aumentan los modificadores

de red como el CaO o el P20s.

La tercer ruta de sintesis 3H, fue la mejor opcién para la obtencion de los
biomateriales hibridos, primero por la técnica de sol-gel y después para la
obtencion de los andamios obtenidos por la técnica de electrohilado. Con
esta ruta de sintesis, se logré pasar la barrera de insolubilidad del PLA
llevandolo a su temperatura de transicion vitrea lo que permitio que la mezcla

hidrolizada del TEOS/HCI no ocasionara la precipitacién del polimero y por el
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contrario, se observara una mezcla homogénea y un poco turbia, pero con

una viscosidad baja.

Los polimeros son insolubles en medios acuosos, pero se busca encontrar o
mejorar su solubilidad mediante precursores de poliamidas o disolventes
préticos. En el caso del poliacido lactico, se llevo a una temperatura de 60 °C
y agitacion durante 15 minutos, para después agregarle la mezcla con agua,
se noto una turbidez inicial, que después derivd en una mezcla fisica

homogénea del compuesto hibrido.

Una vez obtenida la ruta a seguir para evitar la insolubilidad del PLA y
obtener un andamio hibrido, se sintetizaron tres composiciones diferentes en
donde se llevaba a una concentracion mayor de biovidrio, una concentracion
igual de biovidrio y polimero y una concentracion mayor de polimero. En
cada uno de estos andamios se observé que la mejor composicién para
obtener andamios electrohilados a escala nanométrica, es cuando se
encuentra una mayor composicion de polimero, ya que éste, al encontrarse

disuelto en un disolvente polar, mejora la capacidad de conduccion.
Se sintetizaron andamios hibridos de composicion 14%BG:PLA86%, que

luego se probaron en cultivos celulares de células hematopoyéticas para

evaluar su biocompatibilidad y viabilidad celular.
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3.5 Pruebas bioldgicas

3.5.1 Cultivos celulares sobre los biomateriales hibridos electrohilados
para la evaluacion de la capacidad de soporte de la hematopoyesis por
el biomaterial hibrido sintetizado a una concentracion 84-16 de
PLA/SiO2-Ca0O-P20s.

a) b) C)

d) e) f)
Figura 3.61. (a-c) Fotografias de microscopia electrénica del biomaterial en contacto
con medio RPMI suplementado con SFB por 19 dias. (d-f) Biomaterial en cultivo con
células hematopoyéticas en medio RPMI-10%SFB-1%Ab suplementado con
citosinas mieloides a los 19 dias de cultivo.

Las figuras 3.61a-c, muestran que al estar en contacto el biomaterial con
medio al 10%SFB-1%Ab, da la apariencia que se forma una especie de
recubrimiento superficial sobre el biomaterial, posiblemente debido al
depdsito de proteinas, compuestos lipidicos y/o glucosa contenida en el
medio RPMI-10%SGB-1%Ab (Fig. 3.61b) y cristales de alguna de las sales
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qgue componen el medio RPMI, entre las cuales se encuentra cloruro de
sodio y bicarbonato de sodio (Fig. 3.61c). En las figuras 3.61d-f se observa la
superficie de biomaterial con lo que se sugiere, por el tamafio aproximado de

8-10 um, podria ser una célula mieloide.
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Figura 3.62 (a). Comparacién del rendimiento por progenitor obtenido en ausencia
(Control) y presencia de biomaterial (Biomaterial), al cosechar las células de los
cultivos con citocinas mieloides (CM, 19 dias) y los cultivos con citocinas linfoides
(CM, 30 dias). 3.62 (b). Comparacion del porcentaje de células que expresan el
marcador superficial CD34 (células CD43+) obtenidas por el andlisis de las cultivos
con diferentes condiciones por citometria de flujo.

El analisis grafico y estadistico del rendimiento por progenitor indican que no
hay una diferencia significativa en presencia y ausencia del biomaterial. La
pregunta a responder fue si el biomaterial influye en la diferenciacion
hematopoyética favoreciendo la diferenciacion a algun linaje maduro
especifico o quiza favoreciendo el mantenimiento de las células mas
primitivas. El analisis de la poblaciéon celular CD34+ indica que el biomaterial
no favorece el mantenimiento ni expansion de esta poblacion respecto a los

controles.
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Al igual que en la comparacion de rendimientos por progenitor, a pesar de
que la gréafica de barras sugiere que hay una disminucion en el porcentaje de
estas células, el andlisis estadistico indica que no hay una diferencia

significativa.

Cultivo con citocinas linfoides (30 dias)

Células analizadas: CD34+
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Figura 3.63. Diferenciacion de células CD34+ de SCU al linaje mieloide en
condiciones linfoides, evaluaciébn de poblaciones precursoras. Las células
analizadas fueron cosechadas al dia 30 de cultivos en ausencia (control) y
presencia de biomaterial. Previo al andlisis de expresion de CD14 y CD13, se
selecciond la poblacién de células que mantuvieron la expresion de CD34 a lo largo
de los 30 dias de cultivo.
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Cultivo con citocinas linfoides (30 dias)

Células analizadas: CD34
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Figura 3.64. Evaluacion de poblaciones de células progenitoras y maduras de linaje
mieloide, generadas a partir de cultivos a 30 dias con condiciones linfoides,
partiendo de células CD34+ de SCU. Se graficé la expresion de CD14 y CD13
(marcadores mieloides) pre-seleccionando la poblacion CD34-.
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Cultivo con citocinas linfoides (30 dias)

Células analizadas: CD34-

= Control

CD19-PE

~Biomaterial

" g Vo o
s 3 3 4 < 3

CD56-FITC

Figura 3.65. Evaluacion de la expresibn de dos moléculas de superficie
caracteristicas de algunos tipos de células precursoras y maduras linfoides (CD19
para linfocitos y CD56 para células NK). Las células analizadas fueron cosechadas
al dia 30 a partir de cultivos en presencia y ausencia (control) de biomaterial con
citocinas linfoides. La graficaciébn se realiz6 pre-seleccionando la poblacién de
células CD34-.

En las figuras 3.63, 3.64 y 3.65 se muestran los resultados sobresalientes del
analisis de citometria de flujo, seleccionados para mostrar cambios en la
diferenciacion hematopoyética en funcion de la presencia del biomaterial en
cultivo con las células de SCU. Tanto en el andlisis de células CD34+ (Figura
3.63), como en el de células CD34-, se observa que en presencia del
biomaterial, hay células en estados transitorios de diferenciacion,
considerando que para la generacion de monocitos y granulocitos, los
monoblastos y mieloblastos transitan hacia la adquisicion de CD13, pierden
progresivamente el CD34 y es posible que adquieran o no la expresion de la
molécula CD14. La figura 3.63 estaria representando la primera etapa de

diferenciacion mieloide en donde las células aln expresan CD34, van
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adquiriendo los marcadores de linaje. Adicionalmente, la poblacién CD34+
CD14+, podria corresponder a la presencia de un subtipo de células
dendriticas publicadas por Ferrero y colaboradores (Ferrero et al, 1998). En
la figura 3.64 estan representadas las etapas tardias de diferenciaciéon en las
cuales las células ya no expresan CD34, van adquiriendo CD13 y generan
dos poblaciones, una que expresa CD14 y otra que no la expresa. Estos
pasos transitorios se observan en los cultivos con biomaterial sugiriendo que

la velocidad de diferenciacién se ve disminuida.

En el analisis citométrico se evalud la expresion de las moléculas CD19 y
CD56. En la figura 3.64, se observa que en presencia del biomaterial se
genera una poblacién de expresion alta de CD56 y otra de baja expresion de
CD56. La poblacion de expresion baja de CD56, ausente en los analisis de
los cultivos sin biomaterial, podria corresponder a células NK citotoxicas
(Cooper et al, 2001).

La presencia de biomaterial en el cultivo de células troncales y progenitoras
provenientes de SCU, no influye en los numeros de células totales,
sugiriendo que no altera el equilibrio de proliferacién/apoptosis respecto a los
cultivos control independientemente de si el cultivo se encuentra en
presencia de citosinas que favorecen la diferenciacién mieloide o linfoide.
Este resultado sugiere que el biomaterial electrohilado es aparentemente

biocompatible con células hematopoyéticas.

Los resultados del andlisis de citometria de flujo muestran que hay
diferencias en las poblaciones de células mieloides precursoras y maduras,
aparentemente inducidas por el cultivo con el biomaterial. Las diferencias, a
pesar de tratarse de cultivos con citosinas linfoides, se observaron en la
generacion de células mieloides. Esto se explica si consideramos que las
células CD34+ que se cultivaron inicialmente, contiene poblaciones de

precursores que ya estan predeterminados para un linaje especifico, es decir
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que sbélo una proporcidon baja de éstas células son células troncales que
pudieran aun mantener el potencial para generar tanto el linaje mieloide

como el linaje linfoide.

Se requieren una cantidad mayor de experimentos para determinar que
condiciones esta proporcionando el biomaterial para inducir estos cambios
en la diferenciacion hematopoyética de células de SCU. Sin embargo
podemos concluir que el biomaterial es biocompatible y un buen soporte para
la generacion de poblaciones de precursores mieloides, asi como de células

NK citotoxicas.
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Capitulo 4

Conclusiones

Se obtuvieron andamios de PLA/TFE para concentraciones diferentes por la
técnica de electrohilado, modificando parametros como la diferencia de
potencial aplicada en el sistema (10 kV) y la concentracion de la disolucion
polimérica (13% m/v).

Se obtuvieron vidrios para composiciones diferentes en el sistema SiO2-CaO-
P20s, por método sol gel, utilizando como precursor el TEOS y como
modificadores de red el TEP y CaClz-2H20, seleccionando la composicion
V70P5 (70%Si02-25%Ca0-5%P20s), por su estructura amorfa debido a que
esta caracteristica aumenta la bioactividad del material cuando se encuentra

en contacto con medios bioldgicos.

Se obtuvieron los biomateriales hibridos O/I de PLA/BG con relaciones en
peso de mayor cantidad de vidrio 83.33BG:PLA16.66, cantidades en peso
iguales 50BG:PLA50 y cantidades en peso de vidrio menores,
16.66BG:PLA83.33, por la técnica de electrohilado y la sintesis por sol gel.
La composicion seleccionada para sintetizar los biomateriales hibridos (O/l),
fue 16.66BG:PLA83.33.

Se realizaron las caracterizaciones de FTIR, MEB, EDS, DRX, TGA y DSC
de los andamios poliméricos obtenidos por electrohilado y de los biovidrios
sintetizados a composiciones diferentes por la sintesis sol-gel.

Los biomateriales hibridos (O/l), se caracterizaron por MEB, FTIR y DRX.

Se obtuvieron andamios hibridos electrohilados con didmetros de fibra de

hasta 26 nandometros, los cuales se probaron en cultivos con células
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troncales y progenitoras provenientes de sangre de cordon umbilical (SCU),
en los cuales se evalué la biocompatibilidad de los andamios mediante
citometrias de flujo.

Se probo la biocompatibilidad y viabilidad para la generacion de poblaciones

de precursores mieloides, asi como de células NK citotéxicas.
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Tareas a realizar

Medir los angulos de contacto de los biomateriales con la finalidad de

conocer su energia superficial.

Continuar con la sintesis de diferentes composiciones de vidrios y lograr su
inclusion en matrices poliméricas para poder lograr los objetivos de

bioactividad.

Realizar cultivos biolégicos con los biomateriales, con la finalidad de brindar

un soporte para el estudio in vitro de la leucemia linfoblastica aguda.

Determinar los tipos de interacciones quimicas presentes en los
biomateriales cuando se encuentren en contacto con los liquidos bioldgicos

provenientes del cuerpo humano.

Obtener los andamios hibridos O/l clase IlI, con sus correspondientes

caracterizaciones.
Determinar la porosidad relativa de los andamios obtenidos, en funcién de la

diferencia de potencial aplicada, distancia inyector-colector, concentracion y

humedad relativa.
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Apéndices.
Biovidrios

Caracterizacion por MEB y Andlisis Quimico Dimensional de la
composicion de biovidrio V70P.

Micrografias del biovidrio V70P

a) b) c)
Figura 3.7. Micrografias de la muestra V70P, de acuerdo con los aumentos:
a) 150, b) 5000 y c) 1000.

EDS de la muestra V70P. Spectrum 3

Standard :

C CaCO3 1-Jun-1999 12:00 AM
0 Si02 1-Jun-1999 12:00 AM
Si Si02 1-Jun-1999 12:00 AM
P GaP 1-Jun-1999 12:00 AM

Full Scale 100 ctz Curzaor 0.000 ke

Element | Weight% Atomic%

CK 13.77 48.81
OK 16.46 43.78
SiK 2.22 3.36
PK 2.94 4.04

Totals 35.39

)
100pm Electron Image 1

Figura 3.8. Analisis elemental de la muestra V70P.
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Micrografias del biovidrio V65P.

Figura 3.5. Micrografias de la muestra de acuerdo con los aumentos:
a) 600 x, b)5,000 x y c) 1000.

EDS de la muestra V65P.

Standard :

C CaCO3 1-Jun-1999 12:00 AM

0 Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

Si Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

P GaP 1-Jun-1999 12:00 AM

Cl KCl 1-Jun-1999 12:00 AM

Ca Wollastonite 1-Jun-1999 12:00 AM

Full Scale 185 ct= Curzor: 0.000 ke

Element | Weight% Atomic%

CK 34.99 20.48
OK 122.73 53.94
SiK 19.55 4.89
PK 32.26 7.32
CIK 23.98 4.75
CakK 49.08 8.61

Totals 282.58

100pm Electron Image 1

Figura 3.6. Analisis elemental de la muestra V65P.
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Micrografias del biovidrio V60P.

Figura 3.3. Micrografias de la muestra V60P de acuerdo con los aumentos:
a) 600 x, b)10,000 x y c) 1000.

EDS de la muestra V60P.

Spectrum 2

Standard :

C CaCO3 1-Jun-1999 12:00 AM

0 Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

Si Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

P GaP 1-Jun-1999 12:00 AM

Cl KCl 1-Jun-1999 12:00 AM

Ca Wollastonite 1-Jun-1999 12:00 A

Element Weight%  Atomic% Full Scale 100 cts Cursor 0,000 k|
CK 21.16 20.14

OK 66.26 47.32

SiK 16.73 6.81

PK 23.01 8.49

CIK 23.60 7.61

CakK 33.81 9.64

Totals 184.57

400pm Electron Image 1

Figura 3.4 Andlisis elemental de la muestra V60P.
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Micrografias del biovidrio V55P

Figura 3.8. Micrografias de la muestra V55P de acuerdo con los aumentos:
a) 150, b) 600 y c) 1000

EDS de la muestra V55P.

Standard :

0 Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

Si Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

Cl KCl 1-Jun-1999 12:00 AM

Ca Wollastonite 1-Jun-1999 12:00 AM

Element | Weight% Atomic%

OK 0.00 0.00

SiK 31.04 50.35
CIK 19.31 24.82
CakK 21.84 24.83

Totals 72.19

ctrurmn 1

& 3 i
-
400pm lectron Image 1

Figura 3.4 Andlisis elemental de la muestra V55P.
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Micrografias del biovidrio V70P6.

Figura 3.8. Micrografias de la muestra V70P6 de acuerdo con los aumentos:
a) 150, b) 500 y c¢) 5000.

Micrografias del biovidrio V60P5.

Figura 3.8. Micrografias de la muestra V60P5 de acuerdo con los aumentos:
a) 150, b) 1,000 y c) 5000.

EDS de la muestra V60P5.

Standard :

0 Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

Si Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

Cl KCl 1-Jun-1999 12:00 AM

Ca Wollastonite 1-Jun-1999 12:00 AM

Element | Weight% Atomic%

0K 76.56 54.45 T mmm o ccronimase:
SiK 53.36 21.62

CIK 47.09 15.11

CaK 31.09 8.83

Totals 208.10

Figura 3.4 Analisis elemental de la muestra V60P5.
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Micrografias del biovidrio V60P6.

Standard :

C CaCO3 1-Jun-1999 12:00 AM

0 Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

Si Si02 1-Jun-1999 12:00 AM

Cl KCl 1-Jun-1999 12:00 AM

Ca Wollastonite 1-Jun-1999 12:00 AM

Full Scale 218 cts Cursor: 0.000 k|

Element | Weight% Atomic%

CK 30.54 21.40
OK 105.24 55.37
SiK 44.67 13.39
CIK 29.46 6.99
CakK 13.58 2.85

Totals 223.49

100pm Electron Image 1

Figura 3.4 Andlisis elemental de la muestra V60P6.
FTIR de los biovidrios a diferentes composiciones.

Espectro IR de la composicion V70P
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Espectro IR de la composicion V65P
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Espectro IR de la composicién V55P.
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Espectro IR de la composicién V60P5.
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Lin (Courts)

Lin (Counts)

3.3.3 DRX de los biovidrios a diferentes composiciones.

Espectro de rayos X de la muestra V70P.

V70

190

I | f[|ilf |

2-Theta - Scale

Bfl70 - File: F-w70 R &0 - Type: 2ThiTh locked - Start 1.990° - Enc: 59,990 - Step: 0.020 * - Step time: 1.2 s - Temp: 25 °C (Room) - Time Started: 0 5 -2-Thets: 1.990 * - Theta: 0,995 = - Chi 0.00
Operations Smocth 0100 Impent

[F100-009-0352 (D) - Calcium Silicate Oxde - Ca3ZSIOS - Wi 1.5906 - Rhombo H.ses - 2 7.00000 - b 7.00000 - ¢ 2500000 - alpha 90.000 - kets 90.000 - gamma 120,000 - Primitive -R3m (160)-9 -

Espectro de rayos X de la muestra V65P.

V65

|LJT|LT ; [L Lr it b b n

30 w s0 5

2-Theta - Scale
FRIBS - File: F-B5 R 817 - Type: ZThiTh locked - Start 1.990 % - End: 69.990 " - Step: 0.020 * - Step time: 1.2 =- Temp.
Operations: Smooth 0.100] Import
00-038-0197 1) - Silicon Oxde - SI02 -¥WL: 1.5406 - Orthorbombic - &13.83800 - b 17 41500 - ¢ 504200 - apha 590000 - beta 90 000 - gamma 90 000 - Base-canterad - Cme21 (36) - 24 -1214.89 -
00-044-07 58 (2) - Ammonium Calciun Phosphate Hydrae - (NHO2Ca3(P20712B6H20 -wWl: 1.5406 -

1775°C - Time Started: 0=- 2-Theta 1.990° - Theta: 0.995 * - CH: 0.00 " -Fh
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Espectro de rayos X de la muestra V60P.

Lin (Courts)

V60-P

| ¥ Il“l -. [

2-Theta - Scale
FRIVEO0-P - File: FWE0-P RAM - Type 2ThiTh locked - Start: 2148 * - End: 70,148 * - Step: 0.020 ° - Step time: 12 = - Temp.: 1080 °C - Time Started: 0 = - 2-Theta: 2,148 = - Thete: 0.995 © - Chi: 0.00
Operations Smooth 0.100] Import
[Elo0-025-103S (C) - Calcium C hloride Hydrete - Cacl2-4H20 ~wL: 1 5406 - Tridiric - = 6.59300 - b 636400 - ¢ 8 55700 - alpha 97.770 - beta 93.520 - gamma 110.560 - Primitive - P-1 (2)- 2 - 330,77

Espectro de rayos X de la muestra V55P.

Lin (Counts)

200

V55-P

it

»
5 m—
—

2-Theta - Scale
B»S5-P -File: FA55-P RAW - Type: 2ThTh locked - Start: 1 990 ° - End: 53930 ° - Step: 0.020 ° - Step time: 1 2 5 - Temp: 1080 °C - Time Started: 0 s - 2-Theta: 1.990 ° - Theta: 0.995 % - Chi: 0.00 *
Operations Smooth 0.100] Import
R]00-025-1035 (G - Calciun Chicide Hydrate - Caci2- 4120 -l 1 5406 - Tridiric - & 659300 - b 636400 - & 8 55700 - albha 97 770 - beta 93 520 - gamma 110 560 - Primitive -P-1 (2)- 2 - 330 77
[ -071 -0585 (C ) - Phosphonus Chioride Mitride - PER7CIS - W 1 5406 - Monodinc -a 1981700 - b 635700 - ¢ 2983700 - alpba 90.000 - beta 93350 - gamma 50.000 - Bass-centered - C2/c (151 -
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Lin (Counts)

Lin {Counts)

Espectro de rayos X de la muestra V70P6.

V70-P6

] eeel s gl hhhrp [t 1y i 1 [i HT | | [

o T -
3 1= 20 30

It} so 50 7

10
2-Theta - Scale
Enct 70690 ° - Stepe 0.020° - Steptime: 1.2 - Tamp.

FY70-P6 - File: F A70P SERAY - Ty 1080°C - Time Started: 0 - 2-Thets 2.690° - Thetx 0.995° - Ch: 0.0
Operations: Smooth 0.100] Import

[E]00-044-0596 () - Silicon Oxdde - SIOZ -WWL: 1.5406 - Orthorbom bic - & 20.05000 - b 2000000 - ¢ 13.40000 - alpha 90.000 - beta 90,000 - gamma 90.000 - Primitive - P (03 - 190 - 5573 40 - F 30= 12¢

[E00-009-0352 (D) - Calcium Silicate Oxde - Ca3SI0 S - Wil 1.5406 - Rhombo H sxes -2 7.00000 - b 7.00000 - ¢ 25.00000 - alpha 90.000 - bets 90.000 - gamma 120,000 - Primitive -R3m (1600 -9 -

2THiTh locked - Start: 2.690 =

Espectro de rayos X de la muestra V60P5.

V60-P5

;E . I[ﬁ [ri»'ﬁieu- i"—.‘—n‘.—.—Li—.nli E"‘“u T T T

so o b
2-Theta - Scale

F%S0-F 5 - File: F A50-P SRAW - Type: 2ThiTh locked - Steark: 1.990° - Enct §3.990 ° - Stepr 0.020° - Step time: 1.2 s-Temp

Operations: Smooth 0.100] mport

1080°C - Time Started: 0 s- 2-Thets 1.990° - Theta 0.995° - Chi: 0.0
[E]00-025-1035 (23 - Calcium Chloride Hydrate - CaCl2-4H20 -yl 1 5406 - Tridinic - 2 6.59300 - b 656400 - ¢ 8.55700 - alpha 97770 - beta 93.520 - gamma 110,560 - Primitive -P-1 (2)- 2 - 33077

[&]n -071 -0585 (=) - Phosphons Chioride Nitride - PERNTCIES - Wi 15406 - Monodinic -2 1951700 - b 5.35700 - ¢ 2989700 - alpha 90.000 - beta 99380 - gamma 90.000 - Bass-centersd - C2/c (153 -
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Lin (Counts)

Espectro de rayos X de la muestra V60P6.

200

I

=0

Lkl

V60-P6

2-Theta - Scale

sout sl

ST ete [ bt s ol e ek et ]
£ w0

s0

FIVEO-P 6 -File: F-%50-P SR - Type: 2ThiTh locked - Start: 2,052 7 - Enct 70,052 * - Steg 0.0207 - Step time: 1.2 2-Temp: 25 "C (Room) - Time Started: 0 =-2-Theta: 2082 " - Theta: 0.995 " -C

Operations Smooth 0100 Import
[E]00-025-1035 (C) - Caloium Chiorits Hydrate - CaG12-#H20 -¥WL: 1 5406 - Tridinic - & 6.59300 - b 636400 - & 8 55700 - aloha 97 770 - keta 93 520 - gammea 110 560 - Primitive - P-1 (21- 2 - 330 77
[&]0 0710565 (23 - Phosphonus Chioride Nitide - PEN TSI - Wi 1 5406 - Monodinic - 2 19061 700 - b 635700 - ¢ 28 85700 - alphe 90000 - beta 99360 - gamma 90000 - Basscentered - € 240 (15) -

3.3.4 TGA y DSC de los biovidrios de las diferentes composiciones.

TGA y DSC del vidrio de la composicion V70P.

Sample: V70% SDT 20 Aire 30MAY 16
Size: 24 2860 mg
Method: DSC Heatflow

ol 4 t:l“;uub&?t}%_}aes

DSC-TGA

107.05°C 8.752% Loss

y 34450°C 16.70% Loss
¥

Gﬁﬂ
Temperatura ("C)

400

File: C:..\W70% SDT 20 Aira 30MAY 16.001
DCP

Operator

Run Date: 30-May-2016 12:02
Instrument: SDT Q800 V8.3 Build 101

+

B35.80°C 25.26% Losy

800

1000

Univarsa) V4 54 TA Insuments

Sample: VT0% SOT 20 Aire 30MAY18
Size: 242660 mg
Method: DSC Heatflow

10

14479°C

Exalp

TGA y DSC del vidrio de la composicion V65P.

Sample: VB5% SOT 20 Aire 30MAY 16
Size: 10.3540 mg
Method: DSC Heatflow

-!v 56°C D.2556% Lass

Y4 96.B0°C 4.885% Loss

DSC-TGA

90 L 13151°C 10.82% Loss

207.10°C 16.76% Loss.
L3

304.61°C 25.22% Loss.

400 600
Temperatura (°C)

_&_535 26°C 27.13% Loss
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Run Date: 30-May-2016 10:45
Instrument: SDT QG600 VB.3 Build 101

)
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&00

! 144

1000

Univarsal V454 TA Instrumonds.

Sample: V85% SOT 20 Aire 30MAY 18
Size: 10.3540 mg
Method: DSC Heatflow

12284
208,44

2 0 |
g
T
1
I
149.35°C
200
EwUp

Fie: C:..\W70% SDT 20 Ae 30MAY16.001
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sty
400 600 800

Temperatura (°C)

File: C:

DSC-TGA Oparator: DCP

1000

Univarsal V4 54 TA Instrumerts

1WB5% SDT 20 Aire 30MAY16.001

Run Date: 30-May-2016 10:45
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TGA y DSC del vidrio de la composicion V60P.

Sample: V6OP SDT 20 Alre 26MAY 16
Size: 13.8150 mg DSC-TGA

Method: DSC Heatflow

File: C:...\WB0P SDT 20 Alrs 26MAY 16.001
Operator: DGP

Run Date: 26-May-2016 12:27

Instrument: SDT Q600 VB 3 Build 101

Size: 13.8150 mg
Method: DSC Heatflow

Sample: V6OP SDT 20 Alre 26MAY 16 DSC-TGA File: C:..\VBOP SDT 20 Aire 26MAY16.001
Operator: DGP
Run Date: 26-May-2016 12:27
Instrument: SOT Q60D V.3 Build 101
a2p1°C

110
100 41.87C 0.05434% Loss -
1
B a s Loss 4
. ar.z8C
2 223 -
o 84.98°C 12.74% Loss E .
3 5
~ i
\ s
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80 ) [ 12130y TES.03°C
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60 2
200 400 600 800 1000 [} 200 400 600 800 1000
Ewlp Temperatura ("C) Univarsal Vi 54 TA instrumants

Univarsal V4 54 TA Instrumants.

Temperatura (°C)

TGA y DSC del vidrio de la composicion V55P.

Sample: VS5P SDT 20 Aire 28MAY16 File: C:..IV35P SDT 20 Aire 26MAY 16,001
DSC-TGA
Sample: VS5F SDT 20 Aire Z6MAY16 DSC-TGA File: C:..\V55P SDT 20 Aire 26MAY 16.001 Size: 15,8100 mg - Oparator: DCP
Size: 15.6100 mg Operator: DCP Mathod: DSC Haatflow Run Date: 26-May-2016 11:00
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