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RESUMEN

La capacidad del hueso para auto-regenerarse ha impulsado el estudio y la intriga
desde los tiempos de Hipocrates y Galeno. A pesar de esto, las enfermedades
congénitas y adquiridas relacionadas con este tejido que incluyen traumatismos,
infecciones y/o neoplasias siguen siendo capaces de dejar a los pacientes con
defectos 6seos mas alla de un tamafio critico que el cuerpo no puede regenerar.
Por ello, en esta tesis doctoral se llevé a cabo la sintesis y caracterizacion de un
andamio composite preparado mediante la técnica de hilado por propulsion de gas
(HPG) para desarrollar fibras de poliacido lactico, dopado con ceramicas
mesoporosas de SBA-15 a diferentes concentraciones (0.05, 0.1 y 0.15% p/p). La
caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de las fibras del PLA, de la
cerdmica mesoporosa SBA-15 y del composite PLA/SBA-15 se realiz0 mediante
XRD, XPS, SEM, BET, FTIR, TGA, asi como los ensayos de pruebas mecanicas.
Por otro lado, se evallo por medio de ensayos de biocompatibilidad, bioactividad y
cinéticas de liberacion las propiedades biolégicas del composite sintetizado de
PLA/SBA-15.

Nuestros resultados mostraron que por la técnica de HPG se logra sintetizar un
andamio composite con fibras en orientacion azarosa que permite mejorar las
propiedades fisicoquimicas. El didmetro de las fibras de PLA aumenta a medida
gue se incrementa la concentracion de la cerAmica mesoporosa de SBA-15, y las
propiedades mecanicas dependen de dicha concentraciébn. Asimismo, la

caracterizacion de la ceramica mesoporosa de SBA-15, muestra la estructura




hexagonal caracteristica bien ordenada con un tamafio de poro de 5.8 + 0.2 nmy
una superficie especifica con un valor de 1042 + 89 m?/g.

Los andamios de PLA y PLA/SBA-15 tienen una estabilidad térmica de hasta
300°C y una descomposicion térmica en el rango de 316-367°C. Los resultados
bioldgicos in vitro mostraron que los andamios de PLA/SBA-15 no son citotdxicos
permitiendo una buena adhesion celular y un incremento en la proliferacion
celular. Sin embargo, el andamio composite que presento una concentracion de
SBA-15 de 0.05% en peso sobre la matriz de polimero es el que mejor respuesta
celular mostro, asi como un incremento en la bioactividad debido a que se
depositdé carbonato de calcio en su fase cristalina de calcita sobre el andamio
sumergido a 30 dias en SFS y presento mejores cinéticas de liberacion.

Los hallazgos de esta tesis doctoral muestran que el andamio composite de
PLA/SBA-15 puede ser utilizado como biomaterial y tener futuras aplicaciones

biomédicas en las estrategias reconstructivas en la ingenieria de tejido 6seo.




ABSTRACT

The ability of bone to self-regenerate has driven study and intrigue since the time
of Hippocrates and Galen. Despite this, congenital and acquired pathologies
related to this tissue including trauma, infection and/or neoplasia are still capable of
leaving patients with bone defects beyond a critical size that the body cannot
regenerate.

Therefore, in this doctoral thesis, the synthesis and characterization of a composite
scaffold prepared by air jet spinning (AJS) technique was carried out to develop
poly lactic acid fibers, doped with mesoporous SBA-15 ceramics at different
concentrations (0.05, 0.1 and 0.15% w/w). The characterization of the
physicochemical properties of PLA fibers, SBA-15 mesoporous ceramics and
PLA/SBA-15 composite was performed by XRD, XPS, SEM, BET, FTIR, TGA, as
well as mechanical testing. On the other hand, the biological properties of the
PLA/SBA-15 composite were evaluated by biocompatibility, bioactivity and release
kinetics tests.

Our results showed that by the AJS technique it is possible to synthesize a
composite scaffold with randomly oriented fibers that allows improving the
physicochemical properties. The diameter of the PLA fibers increases as the
concentration of the mesoporous SBA-15 ceramic increases, and the mechanical
properties depend on this concentration. Also, the characterization of the

mesoporous SBA-15 ceramic shows the characteristic well-ordered hexagonal




structure with a pore size of 5.8 £ 0.2 nm and a specific surface area with a value
of 1042 + 89 m2/g.

PLA and PLA/SBA-15 scaffolds have thermal stability up to 300°C and thermal
decomposition in the range of 316-367°C. On the other hand, in vitro biological
results showed that PLA/SBA-15 scaffolds are not cytotoxic allowing good cell
adhesion and increased cell proliferation. However, the composite scaffold that
presented a SBA-15 concentration of 0.05% by weight on the polymer matrix
showed the best cellular response, as well as an increase in bioactivity due to the
deposition of calcium carbonate in its calcite crystalline phase on the scaffold
submerged for 30 days in SFS and presented better release kinetics.

The findings of this doctoral thesis show that the PLA/SBA-15 composite scaffold
can be used as a biomaterial and have future biomedical applications in

reconstructive strategies in bone tissue engineering.
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1.- ANTECEDENTES

1.1 Tejido Oseo

El tejido 6seo es un tejido conjuntivo estructural y de soporte del cuerpo;
considerado como un material compuesto complejo con al menos cinco niveles
jerérquicos diferentes, es decir, nivel macroscopico, nivel arquitecténico, nivel
tisular, nivel lamelar y nivel de ultra-estructural. A nivel microscopico estructural, el
hueso se puede dividir en dos tipos: hueso esponjoso y hueso cortical. El hueso
esponjoso (parte interna del hueso) tiene una estructura con porosidades variables
entre el 50%-90% y consiste en un gran numero de trabéculas. La trabécula crece
naturalmente a lo largo de la direccion de la tensién, lo que permite que el hueso
resista la carga maxima con una masa 6sea minima. El hueso cortical (capa densa
externa del hueso) posee una porosidad inferior al 10%, sin embargo, es
altamente compacto y ortotrépico debido a la naturaleza circular de los osteonas

que forman su estructura [1].

1.1.1 Composicion y Estructura

Los huesos son auténticas matrices de nano-compuestos, principalmente
nanocristales de hidroxiapatita en una matriz rica de colagena, muy complejos y
con formas altamente especializadas para dar soporte mecanico y también sirven

de reserva de minerales, en particular de calcio y fosforo [2].
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La matriz del hueso estd compuesta por dos fases principales a escala
nanomeétrica: organica (proteinas) e inorganica (minerales), El mineral éseo esta

compuesto principalmente por hidroxiapatita y la parte proteinica de colagena.

La colagena actia como base en la cual diminutos cristales planos de
hidroxiapatita se unen para formar el hueso. La colagena del hueso tiene una
estructura fibrosa tipica, cuyo diametro varia entre 50 y 500 nm. De manera
similar, la hidroxiapatita en el mineral del hueso esta en forma de nanocristales de
dimensiones entre 4 x 50 x 50 nm [3]. Los minerales del hueso estan también
enriquecidos con algunos elementos sueltos para varias funciones metabdlicas
entre los que estan los carbonatos, citratos, sodio, magnesio, fluoruros, cloruros y
potasio. El principal papel de los minerales es dotar de dureza y rigidez al hueso,
mientras que la colagena la dota de resistencia a la traccion y flexibilidad. Se
piensa que la clave para la resistencia de los huesos es la compleja estructura
jerarquica en la cual se organizan con un auto-ensamblado. Es importante
puntualizar que los minerales no estan directamente ligados a la colagena, sino
ligados a través de las proteinas no colagenas. Las proteinas no colagenas
suponen entre el 3-5 % de la composicién del hueso, y proveen emplazamientos

activos para la biomineralizacién y unién celular [4].

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

importante para determinar las capacidades mecanicas del hueso. El hueso puede
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ser considerado como la union de varios niveles de unidades estructurales
jerérquicas, disefiadas elegantemente en varias escalas, de macro a nano, para
cumplir mdaltiples funciones [5]. Cuando el hueso se deposita inicialmente es
estructuralmente débil y desorganizado. Pero al cabo de pocos dias el hueso
inmaduro se convierte en hueso laminar. A nivel macro-estructural el hueso
laminar maduro se divide en compacto y esponjoso. Como indican sus nombres se
diferencian por su densidad y se organizan con poros a multiples niveles, de
macro a nano, para el establecimiento de sus mdltiples funciones, incluido el
transporte de nutrientes, oxigeno y fluidos corporales. El hueso esponjoso o
trabecular ocupa cerca del 20% del hueso total; es més ligero, tiene mayor
porosidad y cantidad de vasos sanguineos que el hueso compacto. El diametro de
los poros puede ser de micrometros a milimetros; En cambio el hueso compacto

es mucho mas denso y ocupa el 80% del hueso total [6].

1.1.2 Propiedades Mecanicas del Hueso

El sistema esquelético tiene como funcidon conferir al cuerpo humano una
estructura que por un lado sea rigida, lo que le permite mantener la forma, y por
otro esté articulada, facilitandole los movimientos. Asi mismo sirve de punto de
anclaje al sistema muscular permitiendo que éste realice su funcion. Esta
sometido a las fuerzas estaticas del peso del cuerpo y a las dinAmicas de la accién

muscular y los ligamentos. Compuesto por un elemento fuerte y variado
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(hidroxiapatita) incrustado en uno débil y flexible (colagena). El sistema
esquelético soporta cargas de diferentes tipos tanto compresivas como de traccion
0 de cizalladura. Las propiedades mecanicas difieren en los dos tipos de hueso. El
hueso cortical es mas rigido que el hueso esponjoso, soportando mayor tension

pero menos deformacion antes del colapso.

200 + Densidad Aparente
----- 0.30 g/cc
= = - 0.80 gfcc
150 T (1-; Cortical — :
= ueso Cortica 1.85 glee
o
=
o 100
c
v
2
..; 50 T - - -
Lid ” Bl ——— —_—
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Figura 1.- Curva tension-deformacion del hueso cortical y
esponjoso

El hueso esponjoso in vitro puede soportar hasta un 50% de deformacion antes de
empezar a tensionarse, mientras que el hueso cortical cede y se fractura cuando
la deformacién excede de 1.5 a 2.0 %. Debido a su estructura porosa, el hueso
esponjoso tiene una gran capacidad para el almacenamiento de energia [7]. La
diferencia fisica entre los dos tipos de tejidos 6seos se cuantifica en términos de la
densidad aparente del hueso, que se define como la masa de tejido 6seo presente

en una de volumen de hueso (gramos por centimetro ctbico [g/cm?)).
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En la Figura 1 se detallan las cualidades tipicas de tensién-deformacion del hueso
cortical y esponjoso con diferentes densidades 6seas medidas bajo condiciones

similares [5].

El hueso cortical humano es considerado como un material ortotrépico, la
resistencia mecanica del hueso, depende de la direccion en la cual es cargado el
hueso (flexibn, compresion o traccion). La tabla-1 detalla un resumen de las

propiedades mecanicas del hueso cortical y hueso esponjoso[8].

Tabla-1.- Propiedades mecanicas del hueso esponjoso y cortical.

Tensidn Flexién Compresion  Porosidad Mabdulo
(MPa) (MPa) (MPa) (%) elastico
(GPa)
Hueso 1-5 10-20 2-12 50-90 0.1-5
esponjoso
Hueso 100-150 135-193 100-150 5-10 10-20
Cortical

1.1.3 Demanda clinica y estrategias de regeneracion 6sea

Cada afio, millones de personas sufren de defectos 6seos derivados de fracturas,
osteoporosis, cancer, periodontitis, y enfermedades infecciosas [9]. A nivel
mundial, el tejido 6seo es el segundo tejido mas trasplantado, se calcula que
anualmente se realizan entre dos y cuatro millones de procedimientos de
reemplazo 0seo [10]. Los tratamientos convencionales para los defectos 0seos se

realizan a través de autoinjertos, aloinjertos o xenoinjertos [1], sin embargo, las
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desventajas de este tipo de tratamiento incluyen: la morbilidad del sitio donante asi
como la posibilidad de infecciones post-quirdrgicas; ademas, se ha reportado que
la tasa de fracaso varia entre el 16 y 50% [9, 10].

Ante esta problemética ha cobrado interés dentro del campo de ingenieria de
tejidos el desarrollo de biomateriales como los andamios composite
(polimero/ceramica) a fin de combinar sus propiedades e imitar la MEC Osea
proporcionando un soporte estructural para las células y regulando la proliferacion,
diferenciacion y migracion celular, permitiendo asi la nueva formacion de tejido
mineral [11].

El poli (acido lactico) (PLA) es un polimero ampliamente utilizado en aplicaciones
biomédicas, aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA
por sus siglas en ingles Food and Drug Administration) para aplicaciones en
dispositivos ortopédicos [12], actualmente se ha utilizado como andamio para la
regeneracion del tejido éseo [13]. No obstante, su lenta cristalizacion, lenta
degradacion, baja estabilidad durante la degradacion, y sus propiedades
mecanicas relativamente bajas han limitado las aplicaciones de este polimero, en
particular como material de soporte [14]. Una alternativa a estas limitaciones del
PLA, es agregar una ceramica como SBA-15 que le permita funcionar como
refuerzo inorganico y mejorar las propiedades fisico-mecéanicas, asi como obtener
una mejor tasa de biodegradacion [15]. Ademas se ha demostrado el
comportamiento bioactivo del SBA-15 debido a la formacion de capas de
hidroxiapatita adjudicadas a la presencia de los grupos silanoles que originan
sitios de nucleacion en la superficie del SBA-15 favoreciendo asi la unién e

integracion al tejido 6seo [16].
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1.2 Andamios en el campo de ingenieria de tejidos

1.2.1 Generalidades

En términos generales el disefio de andamios capaces de guiar el proceso de
regeneracion tisular representa uno de los objetivos mas desafiantes. EI andamio
debe poseer un conjunto de sefales quimicas, bioquimicas y biofisicas capaces
de controlar y promover eventos especificos a nivel celular y tisular. Claramente,
un andamio debe satisfacer una serie de requisitos diferentes (Tabla-2). Debe
fabricarse con materiales biodegradables o bioabsorbibles, e igualmente Ila
arquitectura de un andamio debe ser porosa con una estructura interconectada

para que pueda promover la integracion y vascularizacion de los tejidos [17, 18]

Otro aspecto importante es que, debe tener propiedades mecénicas similares al
tejido en el que se va a implantar, asi como una quimica de superficie adecuada
para promover la union, diferenciacion y proliferacion celular. Ademas, el andamio
no debe inducir reacciones adversas y, finalmente, debe poder fabricarse de

manera sencilla en una variedad de formas y tamafios [19].
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Tabla-2.- Resumen de las propiedades deseables del andamio

Caracteristica del andamio

Biocompatibilidad

Biodegradabilidad

Bioactividad

Arquitectura de andamios

Propiedades mecéanicas

Caracteristicas deseables
Componentes del andamio no inflamatorios
Productos de degradacién no toxicos
Degradable por procesos enzimaticos o bioldgicos del
huésped
Permite que las células huésped invasoras produzcan su
propia matriz extracelular
Materiales de andamio que pueden interactuar y unirse al
tejido huésped
Propiedades osteoconductoras y osteoinductoras
Poros interconectados que permiten la difusién y la
migracion celular.
Microporosidad para presentar una gran area de superficie
para interacciones célula-andamio
Macroporosidad para permitir la migracion celular y la
invasion de la vasculatura
Resistencia a la compresion, elastica y a la fatiga
comparable al tejido del huésped, lo que permite que
ocurra la mecanorregulacion celular y que la integridad
estructural permanezca in vivo
Material de andamio que se puede manipular facilmente en

el entorno clinico
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1.2.2 Andamio Composite

El término “composite” se refiere generalmente a la combinacion (a escala
macroscopica) de dos o0 mas materiales, que difieren en composicién o morfologia,
con el fin de obtener propiedades quimicas, fisicas y mecanicas especificas [20].
La ventaja es que el material composite resultante puede poseer una combinacion
de las mejores propiedades de sus componentes y, a menudo, otras propiedades
interesantes que no se ven reflejadas por el material de manera individual. Los
materiales naturales, sintéticos e hibridos han sido ampliamente propuestos y
probados como andamios para la regeneraciéon de tejidos [21, 22]. Dentro de los
materiales ceramicos inorganicos naturales y sintéticos, la hidroxiapatita (HA) y el
fosfato tricalcico se han considerado como los andamios candidatos para la
ingenieria de tejidos 0seos [23]; aunque estos materiales ceramicos se asemejan
al componente inorganico natural del hueso y poseen propiedades
osteoconductoras [23, 24], presentan fragilidad y no pueden igualar
adecuadamente las propiedades mecanicas del hueso. En consecuencia, los
polimeros sintéticos y/o naturales pueden considerarse una alternativa atractiva
para el crecimiento de la mayoria de los tejidos [23, 25, 26]. Los polimeros
naturales principalmente utilizados en la ingenieria de tejidos incluyen: colagena,
alginato, agarosa, quitosano, fibrina y &cido hialurénico; sin embargo, los
polimeros sintéticos presentan varias ventajas sobre los polimeros naturales entre
las cuales estan: mejor flexibilidad y procesabilidad (diferentes tamafios y formas)
[24]. Ademas, las propiedades fisico-quimicas de los polimeros sintéticos pueden

modificarse facilmente, y el comportamiento mecanico y la degradacion pueden
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modularse adecuadamente variando la composicién quimica de la macromolécula.
Con respecto a los polimeros sintéticos, los poliésteres alifaticos como el poli
acido lactico (PLA), poli acido glicolico (PGA), sus copolimeros como el poli (4cido
lactico-co-glicélico) (PLGA) y policaprolactona (PCL) son los polimeros mas
utilizados para la fabricacion de andamios en el campo de ingenieria de tejidos
[20, 26, 27]. Cabe Sefalar que, una de las principales ventajas de estos polimeros
sintéticos es que los subproductos obtenidos de la degradacién de éstos pueden
eliminarse por vias metabdlicas naturales. En un principio los andamios fueron
fabricados inicialmente sélo con polimeros o s6lo con ceramicas, sin embargo, los
andamios poliméricos resultaron ser demasiado flexibles, mientras que los
ceramicos tendieron a ser demasiado fragiles [24, 28]; en consecuencia, en los
altimos afios, los materiales composites que consisten en polimeros reforzados
con rellenos ceramicos inorganicos han atraido el interés de la investigacion en el
campo de la ingenieria de tejidos. En comparacion con los polimeros puros, los
materiales composites deben presentar propiedades mecanicas mejoradas y
mejor flexibilidad e integridad estructural que los materiales ceramicos fragiles.
Esto significa que se pueden obtener andamios porosos reforzados con
bioactividad mejorada y tasas de reabsorcion controladas combinando
adecuadamente polimeros y ceramicas [11, 28]. Por lo tanto, los materiales
composites han surgido como candidatos adecuados para aplicaciones de soporte
de carga en varios campos. La matriz polimérica y su interaccion con una fase de
refuerzo representan uno de los principales factores de control en sus propiedades
y se ha extendido rapidamente al disefio de andamios para la ingenieria de tejidos,

con el objetivo de mejorar su funcionalidad.
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1.2.3 Métodos de fabricacién de andamios

Los andamios pueden fabricarse mediante numerosas técnicas que ofrecen
adaptabilidad segun la aplicacion final es decir, si estd enfocada para tejidos
blandos o duros, o dependiendo de su ubicacion (carga o no). Idealmente, el
andamio debe proporcionar un entorno equilibrado entre propiedades mecanicas,
alta area de superficie especifica, buena difusién asi como una interconectividad

para soportar y mantener las funciones celulares.

En la tabla-3 se muestra una descripcion general de los métodos de preparacion
de andamios utilizados con mas frecuencia, junto con sus ventajas y limitaciones

para las aplicaciones de ingenieria de tejidos [29].
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Tabla-3.- Comparacion de métodos de fabricacion de andamios

Método

Fundicién de

disolventes

Espumade gas

Liofilizacion por

emulsificacion

Separacion de
fases

Impresién 3D

Electrospinning

Hilado por
propulsion de

gas

Ventajas

Técnica sencilla que permite la creacion
de andamios con porosidad regular,
composicién controlada y tamafio de

poro.

Elimina el uso de solventes quimicos

No requiere el uso de porégenos solidos

Se puede combinar con otras técnicas
facilmente

Permite fabricar formas 3D complejas
con alta resolucion, tamafio y morfologia
de poros controlados y estructuras
internas controladas.

Se obtiene un andamio con una gran

superficie.

Permite obtencion de andamios de

manera rapida y de un solo paso.

Limitaciones

El uso de disolventes organicos
impide que las células y
biomoléculas se incorporen
directamente en los andamios.
Puede resultar dificil controlar la
forma de los poros e
interconectividad.

Las altas presiones impiden la
inclusién de células y moléculas
bioactivas directamente en los
andamios.

Es dificil controlar el tamafio de los
poros y garantizar la
interconectividad.

Tamano de poro pequefio

La porosidad suele ser irregular
Largo tiempo de procesamiento
Los tamafios de poro pequefios
limitan el uso

Puede estar limitada por

materiales imprimibles.

Propiedades mecanicas limitadas.
La velocidad de obtencion del
andamio es lenta.

El diametro de fibra es mayor a
100 nm.

La orientacién de fibra es limitada.
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1.2.3.1 Técnica de hilado por propulsién de gas

La técnica de hilado por propulsién de gas (HPG) es un método sencillo y versatil
que permite la produccion de nano y micro-fibras. Si bien, el electrohilado es
considerado un método estandar para la produccion de fibras a nivel micro y nano-
escala [30] con una alta area especifica, ademas de permitir la incorporacién de
componentes inorganicos a nano-escala; éste método se encuentra limitado,
debido a que la tasa de produccion de fibras es muy lenta, asimismo requiere una

adecuada conductividad para poder formar el hilado del polimero.

La necesidad de tener una fuente de alto voltaje aumenta el costo y complejidad
de la técnica. Existen pocas estrategias para ampliar la versatilidad del
electrohilado; no obstante, la necesidad de métodos fiables para la fabricacién de
materiales hibridos (ej. polimero-cerdmica) a nivel de micro- y nano- escala
persiste. Es por ello que la técnica de HPG surge como una nueva estrategia en

los Ultimos afios para superar las limitaciones del electrohilado [31].

La técnica HPG es una técnica alternativa que permite revestir grandes areas de
manera rapida y también sobre una gran variedad de sustratos; a diferencia del
electrohilado, el HPG no requiere un equipo sofisticado y tiene un bajo costo de
funcionamiento [32]. Se basa totalmente en el uso de gas a presion dispensado a
una velocidad extrema con el fin de estirar la solucion de polimero en fibras finas

por la salida de la boquilla de un aerdgrafo (Figura 2); al mismo tiempo que esta
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siendo eyectada, el disolvente comienza a evaporarse y continla haciéndolo

después de que las fibras se depositan sobre un colector [31, 33].

Gas
Comprimido

Figura 2.- Diagrama esquemaético de la técnica de HPG. 1) Distancia de trabajo
entre colector y boquilla, 2) Solucién polimérica y 3) Regulacion de presion de
gas.
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1.3 Cultivos celulares 3D

El cultivo celular en 3D ha estado emergiendo en los ultimos afios, convirtiéndose
en una técnica esencial en multiples areas de la biologia celular. Estos tipos de
cultivo constituyen un paso imprescindible en campos como la ingenieria tisular y
medicina regenerativa [34]. Si bien los -cultivos celulares de monocapa
tradicionales o bidimensionales (2D) que se mantienen en condiciones estaticas
han proporcionado grandes avances en la comprension de los procesos
reguladores fisioldgicos de las células [35], este tipo de cultivos en monocapa a
menudo no reflejan la morfologia y funcionalidad de sus fenotipos tridimensionales

nativos [36, 37].

Estas limitantes han llevado al desarrollo de modelos de cultivo celular en 3D que
permitan reproducir mejor la complejidad intrinseca de la sefializacidén célula-célula
asi como la plasticidad en composicion y estructura de la matriz extracelular
(MEC). Se ha demostrado que los cultivos 3D favorecen el mantenimiento de
fenotipos especificos de tejido con una citoarquitectura similar al tejido nativo. Son
muchas las ventajas que aportan los cultivos en 3D, sin embargo también
presentan desventajas, una de ellas es que no tienen tendencia a proliferar, y
normalmente mantienen su diferenciacion e interaccion intercelular; otra limitante
importante para el cultivo a largo plazo en tres dimensiones es la baja difusién de
oxigeno y nutrientes el cual puede resultar en la formacién de un nucleo central de

células muertas. [38]
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Las células cultivadas en 3D se comportan de manera similar a como lo hacen en
sus organismos de origen. La calidad y cantidad de informacion obtenida es mayor
en los ensayos de cultivo celular en 3D, debido a la gran similitud de la interaccién
celular con la arquitectura del tejido nativo. Las células cultivadas en ambientes 3D
muestran diferencias, en comparacion con las células cultivadas en ambientes 2D,
en su metabolismo, diferenciacion, expresién de genes y proteinas, proliferacion,

viabilidad y respuesta a diferentes estimulos.

La importancia del cultivo 3D reside en que las células se encuentran en un
sistema que mantiene la integridad de un 6rgano, de forma que las interacciones

célula-célula estan garantizadas [39].

1.3.1 Cultivo celular en esferoides

Los origenes de los esferoides como método de estudio 3D se remontan a los
trabajos sobre morfogénesis realizados hacia los afios cuarenta y siguientes por
investigadores tales como Holtfreter (1944) o Moscona (1952, 1961), que utilizaron
reagregados esferoidales de células, o por Sutherland y colaboradores (1971,
1988) que utilizaron esferoides multicelulares de células tumorales en sus estudios

sobre la respuesta de estas células a agentes terapéuticos [40].

Actualmente los esferoides son un modelo de cultivo 3D que aprovecha la
tendencia natural a agregarse que se observa en muchos tipos celulares, para

crear masas multicelulares de forma esferoidal.
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Este modelo puede ser utilizado en diferentes tipos de investigaciéon biomédica,
debido a que permite formar esferoides con cualquier tipo de célula [41]. Este tipo
de cultivos constituyen un importante sistema de modelo de tejido 3D y se utilizan
como modelos de 6rganos simples en la investigacion béasica. Actualmente, dos
factores principales limitan escalar su aplicacion a multitejidos mas complejos:
primero, la falta de perfusion adecuada que permita el suministro continuo de
nutrientes para mantener a los esferoides sin perdida funcional y en segundo
lugar, los métodos convencionales de andlisis, que actualmente estan utilizados
para cultivos 2D, deben modificarse o desarrollarse nuevos métodos con respecto
a los nuevos formatos de tejidos en 3D y las nuevas configuraciones de cultivo

relacionadas [42].

Un meétodo sencillo para generar esferoides consiste en crear gotas de una
suspension celular (“método de la gota colgante”) sobre la cara inferior de una
superficie de vidrio o plastico (placa de Petri) o utilizando placas de 96 pocillos de

fondo horadado (Figura 3).

J\.J\.J\.

-.-
,.,l ® "b"

Figura 3.- Diagrama esquematico de la formacién de
esferoide por gota colgante.
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En cada gota creada, las células se desplazan hacia el fondo de la misma, donde
forman un agregado, que da origen finalmente una masa de forma esferoidal o

esferoide [41].

Otro método simple para crear esferoides, en el estudio de tumores, consiste en
sembrar un namero definido de células tumorales en suspension (1000-20000
células) en una placa de 96 pocillos de fondo redondo o conico, en medio de

crecimiento estandar, y centrifugar durante 10 minutos a 1000 g.

El uso de esferoides, como modelo de cultivo 3D, ofrece importantes ventajas:

1) Las células del esferoide no se encuentran adheridas a un soporte, sino que
forman un agregado celular de forma esferoidal en el interior de un liquido

pipeteable durante todo el tiempo que dura el cultivo.

2) Las células del esferoide no requieren un andamiaje externo o interno para

agregarse.

3) Las células del esferoide se pueden unir unas a otras, mimetizando un

ambiente fisioldgico similar al del tejido de procedencia.

4) Las células del esferoide pueden originar su propia matriz extracelular.

5) Las células del esferoide ven preservado su fenotipo celular especifico

caracteristico de un tejido diferenciado [41].

Atendiendo al numero de tipos celulares presentes en el esferoide, se pueden
crear esferoides en forma de cultivo simple (esferoide monocelular) o como co-

cultivos (esferoide multicelular). Cuando los esferoides se cultivan en placas de
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Petri o biorreactores convencionales, la difusion restringida de nutrientes y
oxigeno en los esferoides da como resultado un centro hipéxico y/o necrético en
construcciones mayores de 1 mm de tamafo lo que limita la funcionalidad y
propiedades de las construcciones [43], por ello no es factible producir esferoides

de mas de 500-600 micrémetros de diametro [40].
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2 DISENO EXPERIMENTAL

2.1 JUSTIFICACION

Actualmente la reparacion de defectos 6seos en el campo de la ortopedia continla
siendo un desafio dado que las terapias convencionales con autoinjertos vy
aloinjertos presentan limitaciones. Los tratamientos alternativos como la
administracion local de inductores de crecimiento 6seo han tenido poco éxito
debido a la falta de un vehiculo que les permita liberarlos de manera lenta y
constante. El disefio de un andamio que mimetice la estructura del tejido 6seo y
permita una liberacién controlada de inductores de crecimiento 6éseo puede ser la
clave para la reparaciéon de defectos déseos; Sin embargo las evaluaciones en
cultivos celulares que por lo general se realizan en dos dimensiones (2D) o
monocapas presentan limitantes. Por ello un nuevo enfoque en la ingenieria de
tejidos es tratar de recrear microambientes que permitan un crecimiento

tridimensional (3D) tratando de simular el microambiente del tejido nativo.

2.2 HIPOTESIS

El andamio PLA/SBA-15 presenta una adecuada induccion de bioactividad asi
como buenas propiedades texturales lo que proporciona condiciones para

implementar el cultivo 3D de gota colgante.

2.3 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar un andamio PLA/SBA-15 y evaluar su aplicacion en un

ambiente de cultivo celular 3D en gota colgante.
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2.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar el andamio PLA/SBA-15 con la técnica de hilado por
propulsion de gas.

o Caracterizar el andamio PLA/SBA-15 mediante SEM, BET, XPS, FTIR,
Pruebas Mecénicas, cinética de liberacion y ensayos de viabilidad
celular.

o Determinar la bioactividad del andamio PLA/SBA-15 para evaluar su
efecto osteoinductor u osteoconductor.

o Implementar y Caracterizar los cultivos 3D de gota colgante sobre el

andamio PLA/SBA-15.
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3.- METODOLOGIA

3.1 Sintesis de los andamios fibrilares de PLA/SBA 15

3.1.1 Preparacion de las soluciones PLA y PLA/SBA-15

La solucién polimérica del poli &cido lactico (PLA) se prepardé al 10% (p/v),
mezclando 10 g de PLA en una solucion 3:1 de cloroformo-acetona, bajo agitacién
magnética durante 12 h. Para los andamios PLA/SBA-15 se llevo acabo el mismo
procedimiento descrito anteriormente; agregando la ceramica SBA-15 a diferentes

concentraciones (0.05%, 0.1% y 0.15% p/p) al momento de disolver el PLA.

3.1.2 Obtencién de andamios fibrilares PLA/SBA-15

mediante la técnica de hilado por propulsion de gas (HPG).

Para fabricar los andamios de tamafo nano-fibrilar, se utiliz6 un aerdgrafo
comercial (ADIR®, modelo 684, diametro de boquilla de 0,3 mm) conectado a un
tanque de Argon presurizado. La solucién del PLA/SBA-15 0.05% (p/p) fue
colocada dentro del depésito del aerégrafo y eyectada a una presion de 30 Ib/in?
(PSI), a una distancia constante de 11 cm entre la boquilla y el colector, el tiempo
de depdsito fue de 15 minutos a temperatura de 25°C y 30% de humedad para
todos los experimentos. Posterior al depésito, las muestras se colocaron en una
unidad de conservacion hermética evitando el contacto directo con la luz de sol.
Para los andamios PLA/SBA-15 (0.1% y 0.15% p/p) se realizd el mismo

procedimiento anteriormente descrito.
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3.2 Caracterizacion fisico-quimica de los andamios de PLA/SBA-15

3.2.1 Microscopia Electréonica de Barrido (SEM)

Un microscopio electrénico de barrido marca JOEL JSM 7600F fue utilizado para
obtener las micrografias SEM y poder observar la morfologia de los andamios PLA
y PLA/SBA-15. Los voltajes de operacion fueron de 5, 10 y 20 kV; con distancias
de trabajo de 5.7, 7.8 y 8.1 mm, utilizando electrones secundarios y retro-
dispersados; las muestras fueron preparadas previo a su observacion con un
recubrimiento de pelicula de oro mediante la pulverizacién catodica asistida por

plasma para favorecer la conductividad.

3.2.2 Diametro de Fibra de los andamios

Las micrografias de SEM fueron utilizadas para medir el diAmetro de las fibras de
PLA y PLA/SBA-15, por medio del Software Image J se eligieron 100 fibras de

forma aleatoria para obtener el diametro promedio de fibras de los andamios.

3.2.3 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA) de las muestras se realiz6 en un equipo
Perkin Elmer Diamond entre 40° y 600°C con un flujo constante de 20 mL/min de
nitrégeno y una rampa de calentamiento de 10°C/min. Para este ensayo se utilizd

crisol de a-alimina como referencia.
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3.2.4 Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier

(FT-IR)

Un espectrometro Perkin Elmer Gladi ATR™ fue utilizado para realizar la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), las muestras fueron
analizadas en el infrarrojo medio (400-4000 cm-') con 32 barridos mediante la

técnica de reflectancia total atenuada (ATR).

3.2.5 Propiedades Mecanicas

Se realizaron pruebas de traccion uni-axiales en la maquina de ensayo universal
INSTRON modelo 5567 en condiciones ambientales (20°C y 50% rh). Los
andamios PLA y PLA/SBA-15 fueron cortados en forma de “hueso” de acuerdo a
la norma ASTM D1708-10 2011 con una seccion estrecha de 5 mm. Se utiliz6 una
velocidad de ensayo fija en 1 mm/min. Doce especimenes por grupo de cada
composicién fueron probados usando una celda de carga de 5000 N. La
separacién inicial de agarre fue medida para cada muestra (Lo). Se calcul6 la
deformacion de cedencia, esfuerzo de cedencia, deformacion a la fractura,
esfuerzo, médulo elastico, resiliencia, deformacién ultima, esfuerzo ultimo y

tenacidad.
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3.3 Caracterizacion biolégica de los andamios fibrilares PLA,
PLA/SBA-15

3.3.1 Ensayo de Viabilidad Celular (MTT)

Para realizar el ensayo se utilizaron células osteoblasticas humanas fetales (hFOB
1.19 ATCC® CRL-11372); inicialmente en una caja de 48 pozos se sembraron
sobre los andamios PLA y PLA/SBA-15 (0.05, 0.10 y 0.15%) 3x102 células por
pozo junto con 200 mL de medio de cultivo (DMEM), el cual fue suplementado
previamente con 10% de suero fetal bovino (SFB). Las células se mantuvieron a
37°C en un incubador bajo una atmoésfera con 5% CO2. El medio de cultivo fue
cambiado cada tercer dia. Se utilizé el reactivo MTT (5 mg/mL) y la medicion de
absorbancia fue realizada a 1, 3, 5y 7 dias en un espectrofotometro a una longitud

de onda de 545 nm. El ensayo se realiz6 por triplicado.

3.4 Evaluacion de la bioactividad de los andamios PLA/SBA-15

Los andamios PLA y PLA/SBA-15 fueron sumergidos en una solucion fisiologica
simulada (SFS), con una concentracion ionica milimolar (mM) similar al plasma
sanguineo humano [44] (Na + : 142.0, K+ : 5.0, Ca 2+ : 25 Mg 2+ : 1.5 Cl - :

147.8 HCO - 3:4.2HPO 4 2-:1.0 SO 4 2-: 0.5) a pH 7.4, temperatura ambiente,
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y a diferentes tiempos (10, 14, 21 y 30 dias), posteriormente fueron caracterizados

con SEM, FT-IR XPS y XRD.

3.4.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Un microscopio electronico de barrido marca JOEL JSM 7600F fue utilizado para
obtener las micrografias SEM y poder observar los depésitos formados sobre los
andamios PLA y PLA/SBA-15. Las muestras fueron preparadas previamente a su
observaciéon con un recubrimiento de pelicula de oro mediante la pulverizacion

catddica asistida por plasma para favorecer la conductividad.

3.4.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FT-IR)

Un espectrometro Perkin Elmer Gladi ATR™ fue utilizado para realizar la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), las muestras fueron
analizadas en el infrarrojo medio (400-4000 cm-t) con 32 barridos mediante la

técnica de reflectancia total atenuada (ATR).

3.4.3 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) se realiz6 usando un
espectrometro Shimadza-Kratos Axis Ultra DLD para examinar la composicion
qguimica de la superficie de los andamios PLA, PLA/SBA-15. Los espectros se

analizaron usando rayos X Al Ka monocromatizados (hv = 1486,6 eV) operando a
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10 kV y 15 mA (150 W). Luego, la energia de union obtenida sobre las muestras
se compar6 con la de Cls a 284,5 eV. Antes de la prueba XPS, las muestras
fueron limpiadas con gas Argon. Durante el analisis, se utilizd un modo de lente

hibrido (electrostatico y magnético) con un area de analisis de 300 um x 700 um.

3.4.4 Difraccién de Rayos X (XRD)

Las muestras fueron analizados por XRD con el fin de determinar si se habia
formado algun tipo de cristal sobre los andamios, las muestras fueron colocados
en un portamuestra y analizadas en un difractometro de Rayos X Philis X"Pert con

geometria Bragg-Brentano, operando la radiacion CuKa (A=1.5406 A).

3.5 Cinética de carga y liberacion de albumina en el andamio
fibrilar PLA/SBA-15

Se evalué la capacidad de carga y liberacion de albumina (BSA) en los andamios
PLA/SBA-15. La carga de BSA se realiz6 mediante el método de inmersion simple;
se disolvieron 1000 mg de BSA en una solucion buffer (pH 6.6), el andamio
PLA/SBA-15 de forma circular con un area de 50 mm? fue sumergido en la
solucién por 48 horas bajo agitacion magnética a temperatura ambiente, posterior
al tiempo de carga las muestras fueron lavadas con agua des-ionizada y secadas.
La medicion de la liberacion de BSA se realizé mediante el método de Bradford, el
cual consiste en una unidén no covalente del colorante azul de coomassie a la

proteina de BSA. La cuantificacion se hace midiendo la absorbancia en un
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espectrofotometro, a 595 nm, y graficando la absorbancia vs la concentracion de

proteinas, obteniendo una curva de calibracion estandar de la proteina.

3.6 Cultivos Tridimensionales (3D) en gota colgante

3.6.1 Cultivo celular en monocapa

Se sembraron y expandieron células osteoblasticas humanas fetales (hFOB) en
medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y una
solucién de antibidticos (penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 pg/mL) vy
fungisona (0.3 pg/mL). Los cultivos se mantuvieron en una incubadora bajo las

condiciones de 37°C y 5% de CO2.

3.6.2 Cultivo Celular de Esferoides (3D)

Del cultivo de monocapa celular, se realizé el conteo celular de 5x10° células de
hFOB en un volumen de 40 uL que se sembraron por pozo en un plato de 3D
Perfecta Biomatrix, y se mantuvo 24 horas en cultivo para la formacion del
esferoide; se adicionaron 10 yL de medio fresco cada 2 dias para evitar que la

gota colgante se secara.
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3.7 Analisis de larespuesta de cultivos celulares 3D

3.7.1 Interaccioén esferoide-material

Los esferoides obtenidos mediante la técnica de gota colgante descrita en el punto
3.6.2 fueron sembrados sobre los andamios hilados de PLA/SBA-15 al 0.05%. La
interaccion esferoide celular-material se examiné utilizando microscopia Optica
(AMSCOPE) y SEM (JOEL JSM 7600F) después de 24 h de haber sembrado los
esferoides sobre el andamio PLA/SBA-15. Para el analisis SEM, al final del tiempo
de cultivo en incubacion, los andamios se lavaron tres veces con PBS, se fijaron
con formaldehido al 4% durante 1 h y luego se deshidrataron con una serie
graduada de etanol (25-100%) y se secaron al aire. Finalmente se recubrieron las
muestras con pelicula de oro mediante la pulverizacién catddica asistida por

plasma para favorecer la conductividad.

3.7.2 Ensayo de fluorescencia (CellTracker™)

El ensayo de microscopia por fluorescencia se realizO mediante el kit
CellTracker™; antes de sembrar sobre los andamios fibrilares, el cultivo celular de
hFOB  fueron incubadas con CellTracker™ Green CMFDA (5-
chloromethylfluorescein diacetate) en un medio libre de rojo fenol a 37°C por 30
minutos, a continuacion el cultivo celular fue lavado con PBS e incubado por una

hora con medio completo. Posteriormente las células hFOB fueron tripsinizados, y
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se contd hasta la concentracion celular deseada (5x102 células/mL), Finalmente
fueron sembradas con el método de gota colgante para obtener los esferoides y

posteriormente sembrarlos sobre los andamios PLA/SBA-15.

44

——
| —



CAPITULO 4
RESULTADOS

——
I
«

| —



4.- RESULTADOS

4.1 Andamios fibrilares de PLA 'y PLA/SBA-15

El andamio fibrilar en forma de membrana es observado en la figura 4. Se puede
apreciar el colector de aluminio utilizado para recibir la eyeccion hilada del
polimero por la técnica hilado por propulsién de gas, la cual permite sintetizar capa
por capa los andamios (bottom up).

Figura 4.- Imagen macroscoépica de los andamios
fibrilares PLA y PLA/SBA-15 obtenida por HPG.

4.1.1 Microscopia electrénica barrido (SEM)

Las micrografias por SEM de los andamios fibrilares PLA, PLA/SBA-15 al 0.05%,
0.10% y 0.15% son observados en la figura 5, en donde se puede ver la
morfologia fibrilar del polimero y la distribucion de la ceramica SBA-15 a lo largo
de las fibras de PLA. La figura 5-F es una micrografia SEM a 50, 000X que
muestra la distribucion de la ceramica SBA-15 dentro de las fibras de PLA.
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Figura 5.- Micrografias SEM de los andamios obtenidos por la técnica HPG: A) PLA 10%,
B) PLA/SBA-15 0.05%, C) PLA/SBA-15 0.10%, D) PLA/SBA-15 0.15%, E) PLA/SBA-15 a
5000X. FY PLA/SBA-15 a 50.000X.




4.1.2 Diametro de fibras de los andamios PLA y PLA/SBA-15

Mediante el Software “Image J” fueron insertadas las micrografias SEM de los
andamios obtenidos (PLA 10%, PLA/SBA-15 0.05%, PLA/SBA-15 0.10% vy
PLA/SBA-15 0.15%), se eligieron 100 fibras al azar para realizar las mediciones y
poder obtener el diametro promedio de cada una (Figura 6). El diametro promedio
del PLA 10% fue de 424 + 26 nm., mientras que se observdé un aumento de
diametro con respecto al andamio PLA 10% para el andamio PLA / SBA-15
(0.05%) el cual fue de 477 = 34 nm, para los andamios PLA/SBA-15 0.10% y PLA /
SBA-15 0.15% se obtuvo un diametro promedio de 522 + 38 y 488 = 35 nm

respectivamente.
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Figura 6.- Diametro promedio de fibra de los andamios: A) PLA 424 nm, B) PLA/SBA-15 0.05%
477 nm, C) PLA/SBA-15 0.10% 522 nm y D) PLA/SBA 0.15% 488 nm.
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4.1.3 Andlisis Termogravimeétrico (TGA)

El analisis gravimétrico térmico (TGA) para los andamios fibrilares de PLA y
PLA/SBA-15 se muestra en la figura 7. En la curva TGA se observa que los
andamios fibrilares de PLA (linea negra) comenzaron a descomponerse a partir de
340 ° C y se estabiliz6 después de 380 ° C, mientras que los andamios PLA/SBA-
15 (linea verde) muestran una leve disminucion en la estabilidad térmica,
observandose que sufren una degradacibn de un solo paso hasta

aproximadamente 300 ° C y se estabiliza después de 360 ° C.
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Figura 7.- TGA de los andamios de PLA (linea negro) y PLA/SBA15 (linea verde), se
obtuvo entre 40 ° y 600 ° C, con una rampa de calentamiento de 10 °c/ min.
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4.1.4 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier
(FT-IR)

La identificacibn de los grupos funcionales de los materiales SBA-15, PLA y
PLA/SBA-15 fue evaluada por FT-IR (Figura 8). El espectro de la ceramica SBA-
15 (Fig. 8-A) mostrd una banda alrededor de 3400 cm-1, tipica de las vibraciones
de estiramiento del enlace OH de los grupos silanol (Si-OH) y el agua que aun
esta incluida en la ceramica; la banda a 1080 cm-1 se atribuye a la vibracion de
elongacion de los enlaces Si-O, mientras que las bandas observadas a 950 cm-1
se deben a vibraciones simétricas de los enlaces Si-OH. Finalmente, las bandas
encontradas a 750 y 480 cm-1 corresponden a la vibracion de flexién del enlace
O-Si-0O. Por otro lado, los andamios fibrilares de PLA (Fig. 8-B) presentan bandas
de absorcion caracteristicas a 1749, 1460, 1183 y 1090 cm-1, que se atribuyen a
vibracion de estiramiento C = O, vibracion de deformacién CH y vibracion de
estiramiento COC. Finalmente, el andlisis por FT -IR del andamio fibrilar PLA /
SBA-15 muestra la adsorcion de bandas atribuidas principalmente al PLA y la
adsorcion de una nueva banda a 480 cm-1 atribuible a la vibracion de flexion del
enlace Si-O (Fig. 8-C).
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A) SBA-15

co-c B) PLA
C) PLA/SBA-15
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Figura 8.- Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de: A) Ceramica
SBA-15, B) Andamio fibrilar PLA y C) Andamio fibrilar PLA/SBA-15.
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4.1.5 Pruebas mecanicas

La tabla-4 resume las propiedades mecanicas: deformacion de cedencia, esfuerzo
de cedencia, deformacion a la fractura, esfuerzo, modulo elastico, resiliencia,
deformacion dltima, esfuerzo dltimo y tenacidad, obtenidos de los andamios
fibrilares: PLA, PLA/SBA-15 0.05%, PLA/SBA-15 0.10% y PLA/SBA-15 0.15%.

Tabla-4. Resumen de las propiedades mecanicas de los andamios de PLA, PLA/SBA-15
0.05%, PLA/SBA-150.10% y PLA/SBA-15 0.15%

Concentracidén SBA-15 (%)

PLA 0.005% 0.010% 0.015%
Deformacidén mm/mm 0.009 0.006 0.009 0.008
Cedencia
Esfuerzo MPa 1.075 0.739 0.696 0.434
Cedencia
Deformacidén mm/mm 0.111 0.100 0.123 0.202
en
fractura
Esfuerzo MPa 2.635 2.372 2.209 1.705
Maximo
Médulo MPa 127 129 88 58
elastico
Resiliencia kJ/m3 5.4 2.4 3.7 1.9
Deformacidén mm/mm 0.211 0.120 0.140 0.229
altima
Esfuerzo MPa 0.318 0.406 0.350 0.433
ultimo
Tenacidad kJ/m3 242 183 209 262

Por otro lado, la curva tipica de las propiedades mecanicas de los andamios de
PLA, y de
concentraciones de 0.05%, 0.10% y 0.15% se ilustra en la figura 9.

los andamios composites de PLA/SBA-15 con las diferentes
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Figura 9. Curva tipica de esfuerzo-deformacion de los andamios: a) PLA,
b) PLA/SBA-15 0.05%, c¢) PLA/SBA-15 0.10% y d) PLA/SBA-15 0.15%.
La figura 10, representa las propiedades mecanicas de los andamios preparados a
diferentes concentraciones de SBA-15. El esfuerzo de cedencia (Figura 10-A),
esfuerzo maximo (Figura 10-B) y resiliencia (Figura 10-C) disminuyen linealmente
a medida que aumenta la concentracion. La Figura 10-D muestra que el grupo
PLA / SBA-15 (0.05%) tiene un aumento en el moddulo elastico (~ 2%) con
respecto al grupo PLA, sin embargo, a medida que aumenta la concentracion, se
produce una disminucién gradual del médulo elastico. Las curvas de tension-
deformacion mostraron zonas elasticas entre 0.006 y 0.009 mm / mm, como se
muestra en la Tabla-4. En términos de deformacion al inicio de la fractura, los
andamios exhibieron una disminucion del 10% con la concentracion de 0.05% de
SBA- 15, seguida de un aumento de 11% y 82% respectivamente para SBA-15
con concentraciones de 0.10% y 0.15% como se muestra en la Figura 10-E. El
limite elastico, resiliencia y modulo elastico presentan diferencias estadisticamente
significativas (p <0.05). Los andamios liberaron cantidades considerables de
energia almacenada de 180 a 270 kJ / m3, como se ve en la Figura 10-F al
comienzo de la rotura por resistencia, lo que permite una deformacion final mas

significativa (Tabla-4).
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Figura 10.- Representacion gréfica de las propiedades mecéanicas de los andamios PLA, PLA/SBA-15
(0.05, 0.10 y 0.15%): A) Esfuerzo de cedencia, B) Esfuerzo méaximo, C) Resiliencia, D) M6dulo elastico,
E) Deformacién en la fracturay F) Tenacidad.




4.1.6 Ensayo de Viabilidad Celular (MTT)

La Figura 11 representa el porcentaje de viabilidad celular de osteoblastos fetales
humanos (hFOB) después de sembrados sobre los andamios PLA/SBA-15 a
diferentes concentraciones. En el dia 1, hay una diferencia significativa en la
respuesta del hFOB entre los andamios fibrilares de PLA y los andamios de
PLA/SBA-15. ElI PLA/SBA-15 con 0.05% y con 0.15% mostraron una mayor
viabilidad celular con 143 = 6.71% y 134 = 15.43% respectivamente, en
comparacion con el PLA/SBA-15 con 0.10% que mostr6 80 + 8.46%. En los dias 3,
5y 7, el PLA/ SBA-15 con 0.05% continio mostrando mayor viabilidad celular en
comparacién con el PLA/SBA-15 con 0.10% y 0.15% que mostraron baja viabilidad
celular, como se muestra en la Figura 11. Estos valores altos de viabilidad celular
del PLA/SBA-15 con 0.05% indican que este andamio fue el que mejor condicién
presentd para las interacciones célula-material en las primeras 24 h y continu6

siéndolo hasta el dia 7.
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Figura 11.- Viabilidad Celular por MTT alos dias 1, 3,5y 7 de los
andamios: PLA, PLA/SBA-15 (0.05, 0.10 y 0.15%).
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4.2 Evaluacioén de la bioactividad de los andamios PLA/SBA-15

4.2.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Los andamios fibrilares fueron sumergidos por 30 dias en solucion fisioldgica
simulada (SFS) similar al del plasma sanguineo [44] para poder evaluar su
bioactividad. La figura 11 muestra imagenes SEM de los andamios fibrilares antes
y después de ser sumergidos en solucion SFS. La figura 12 (A-B) muestra la
morfologia caracteristica fibrilar de los andamios PLA y PLA/SBA-15 antes de ser
sumergidos en SFS. Por otro lado, la Figura 12 (C-D) muestra los andamios
después de haber sido sumergido en SFS; se observa que, mientras el andamio
PLA (12-C) conservo las mismas caracteristicas fibrilares, el andamio PLA/SBA-15

(12-D) mostro un tipo de precipitado mineral a lo largo de sus fibras.

2 WD 8.1 mm
X500
10kV

Figura 12.- Imagenes SEM de los andamios fibrilares antes (A-B) y después
(C-D) de ser sumergidos en SFS. A) PLA inicial, B) PLA/SBA-15 (0.05%) inicial,
C) PLA sumergido 30 dias en SFS y D) PLA/SBA-15 (0.05%) sumergido 30 dias
en SFS.
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4.2.2 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier
(FT-IR)

Se realiz6 un FT-IR de los andamios sumergidos a 30 dias con el fin de identificar
el tipo de depdsito observado en la figura 13. Asumiendo que este depdsito fuese
un tipo de hidroxiapatita se coloco su espectro como referencia, (figura 13-C). Las
bandas observadas en la figura 13 (A-B) corresponden a los andamios PLA y
PLA/SBA-15 después de 30 dias sumergidos en la solucién fisiol6gica simulada,
sin embargo, no se aprecia modificacion y/o aparicion de nuevas bandas, al
contrario, las bandas observadas son las mismas de los andamios sin sumergir en
SFS descritas en la figura 8. Entendiendo las limitaciones de esta técnica se opt6

por caracterizarlo con otras técnicas de identificacion como XPS y XRD.

C-0-C . § (l? §
(1183,1090) 6 T $ &
A) = AAW
A,
A) PLA Dia 30
B) PLA/SBA-15 Dia 30
C) HA natural

1 M 1 N 1 ' 1 ' I M 1 N 1 M 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
cm’’

Figura 13. Espectroscopia infrarroja por transformado de Fourier: A)
Andamio PLA sumergido 30 dias en SFS, B) Andamio PLA/SBA-15
sumergido 30 dias en SFS y C) HA natural.
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4.2.3 Espectroscopia Fotoelectronica de rayos-X (XPS)

La figura 14 presenta los espectros XPS para los andamios: A) PLA sin sumergir,
B, C y D) PLA/SBA-15 después de haber sido sumergidos a diferentes tiempos:
10, 20, 30 dias respectivamente en solucion fisiolégica simulada, en los cuales se
pueden identificar claramente los picos correspondientes a oxigeno, calcio,
carbono, fésforo y silicio. En todos los casos las sefales producidas se asume que

pueden provenir de una fase inicial de formacion de algun tipo de mineral.
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Figura 14. Espectros XPS de los andamios: A) PLA sin sumergir, B) PLA/SBA-15
sumergido 10 dias, C) PLA/SBA-15 sumergido 20 dias y D) PLA/SBA-15 sumergido
30 dias.

58

——

'



4.2.4 Difraccién de rayos-X (XRD)

La figura 15 muestra comparativamente los patrones de difraccion de rayos-X de
los andamios utilizados para la prueba de bioactividad: A) PLA sin sumergir en
solucién SFS y B, C, D) andamios PLA/SBA-15 a diferentes dias de haber sido
sumergidos en SFS a 10, 20 y 30 dias respectivamente. En la figura 15 (B-D) se
observa que el patron de difraccién va presentando mayor resolucion y por lo tanto
mejor cristalinidad conforme aumenta el tiempo de sumergido en comparacion con

el patron de difraccion inicial de PLA (Fig.15-A) que es amorfo.

- 10400
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Figura 15.- Difraccion de rayos X del andamio PLA/SBA-15 sumergido en SFS a diferentes
dias: A) PLA inicial, B) PLA/SBA-15 sumergido 10 dias, C) PLA/SBA-15 sumergido 20 dias y
D) PLA/SBA-15 sumergido 30 dias
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4.3 Cinética de liberacion de BSA sobre andamios PLA/SBA-15

Se utilizé albumina de suero bovino (BSA) como farmaco modelo y se carg6 sobre
los andamios fibrilares PLA/SBA-15 (0.05%) para medir la capacidad de liberacion
de los andamios compuestos. La capacidad de carga por inmersion simple fue de
~23%. En la figura 16 se muestra una cinética de liberacion acumulada por
difusion en dos fases; la primera fase de liberacion por rafaga inicial seguido de
una fase de liberacion mas lenta y contintia (4.7-5.08 mg/mm?) hasta un tiempo de

deteccion de 96 h.
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Figura 16.- Cinética de liberacion de farmaco (BSA) sobre andamios
PLA/SBA-15 (0.05%) durante un tiempo de 96 h.
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4.4 Analisis de larespuesta de cultivos celulares 3D

La formacién de esferoides se observa a las 24 horas después de haber sembrado
una concentraciéon de 5x10° células de hFOB en un volumen de 40 pL por pozo en

el plato de 3D Perfecta Biomatrix (Figura 17).

50 pm

Figura 17.- Formacion de esferoide en gota
colgante después de 24 h de cultivo.

Posteriormente los esferoides son extraidos del plato 3D Perfecta Biomatrix y
sembrados sobre los andamios fibrilares PLA/SBA-15 (0.05%) la cual fue elegida
por la biocompatibilidad y propiedades mecanicas que presentd. La figura 18,
muestra la interaccion esferoides-material con diferentes técnicas de
caracterizacion como: microscopia oOptica, microscopia fluorescente (tincion Cell
Tracker ™ Green CMFDA) y microscopia electronica de barrido. Los andamios
nano-fibrilares se han desarrollado para crear un sistema similar a la matriz
extracelular natural y han sido importantes para las estrategias de evaluacion
celular, debido principalmente a su amplia superficie de adhesion asi como a su
alta porosidad. Estas caracteristicas permiten el crecimiento, migracion y

diferenciacion celular, confiriendo una mayor interaccion de las células con las
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nano-fibras. Como puede observarse los esferoides hFOB después de la siembra
sobre los andamios PLA/SBA-15 mostraron una dispersion celular homogénea a
través de la superficie del material (Figura 18-A), la evaluacion de la viabilidad
celular se pudo comprobar mediante la tincion Cell Tracker ™ Green CMFDA
(Figura 18-B). Por otro lado, se logré6 observar una proximidad y fusién de
esferoides (Figura 18 E-F) aumentando asi el contacto celular con la superficie de
los andamios nano-fibrilares. La metodologia desarrollada en este proyecto ha

sido innovadora para la siembra de esferoides sobre andamios nano-fibrilares.

R

20KV K150 q00pny | 10

20KV, X150/ 100pm 11,20 SEI VoS 1120 SEI-.+

Figura 18.- Asociacion de los esferoides hFOB sobre los andamios fibrilares PLA/SBA-15.
A) Microscopia Optica del esferoide sembrado sobre el andamio fibrilar a las 24 h, B) La
viabilidad celular (flecha blanca) de los esferoides mediante el colorante fluorescente Cell
Tracker ™ Green CMFDA a las 24 h de sembrado, C-D) Microscopia electrénica de barrido
de esferoides adheridos al andamio PLA/SBA-15, E-F) Asociacién de esferoides sobre el
andamio fibrilar PLA/SBA-15 que muestran una etapa inicial de proximidad y fusién.
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5.- DISCUSION

Un andamio ideal es aquel constituido por un material biocompatible,
biodegradable y con propiedades mecanicas similares al tejido en el que se va a
implantar. Los andamios no pretenden ser implantados de manera permanente,
sino mas bien, permitir que las células huésped se adhieran y permitan la
deposicion de matriz extracelular y que, éste reemplace la estructura del andamio
con el tiempo [29]. El compuesto de PLA/SBA-15 a diferentes concentraciones
(0.05, 0.1, 0.15%) fueron investigados; la mezcla de PLA / SBA-15 se realiz6 por
adsorcion fisica entre particulas de SBA-15 y la matriz de PLA, la Figura 5 muestra
la dispersion homogénea de la ceramica SBA-15 sobre las fibras de PLA.

El diametro de fibra promedio del andamio PLA 10% fue de 424 + 26 nm, mientras
que, para los andamios PLA/SBA-15 a 0.05%, 0.10% y 0.15% fueron de 477 + 34,
522 + 38 y 488 + 35 nm respectivamente; confirmado asi que el método y técnica
empleada para generar andamios fibrilares compuestos permite reproducir el
diametro promedio de fibras de colagena de la MEC 06sea, la cual varia entre 50-
500 nm [3].

En cuanto a la evaluacién térmica, en la figura 7 se muestra el TGA del andamio
PLA y PLA/SBA-15, donde se observa que el andamio PLA (linea negra) comenzd
a descomponerse a partir de 340 °C y se estabiliza alrededor de los 380 °C
mientras que en el andamio PLA/SBA-15 (linea verde) se observa una leve
disminucién en la estabilidad térmica ya que sufre degradacion de un solo paso
aproximadamente a 300 °C y se estabiliza hasta los 360°C, este efecto puede

deberse al agregado del relleno inorganico (ceramica SBA-15) ya que provoca
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disminucién del peso molecular por parte del polimero; esto implica también que
las interacciones de interfaz entre las fibras poliméricas y las particulas ceramicas
son factores clave que influyen en las propiedades fisicas de la matriz polimérica
[45, 46].

La identificacion de grupos funcionales del PLA y PLA/SBA-15 fue evaluado
mediante espectroscopia infrarroja (Figura 8). El espectro de la cerdmica SBA-15
(Figura 8-A) mostré las bandas caracteristicas reportadas en otros estudios [14,
47, 48] las cuales son: vibraciones de estiramiento del enlace OH alrededor de
3400 cm, otra banda a 1080 cm atribuible a la vibraciéon de elongacién de los
enlaces Si-O, mientras que las bandas 950 cm™, 750 y 480 cm™ corresponden a
las vibraciones Si-OH y O-Si-O respectivamente; por otro lado el espectro del
andamio PLA también presenta bandas de absorcién caracteristicas a 1749, 1460,
1183 y 1090 cm, que se atribuyen a vibracion de estiramiento C=0, vibracién de
deformacion CH vy vibracion de estiramiento COC respectivamente [49, 50].
Finalmente, el PLA / SBA-15 muestra la adsorcion de bandas atribuidas
principalmente al PLA y a la adsorcion de una nueva banda aproximadamente a
480 cm-1 correspondiente a la vibracion de flexion del enlace Si-O, indicando asi
la presencia e incorporacion del SBA-15 sobre la morfologia de las fibras [47, 49].
En términos de soporte de carga, las propiedades mecanicas son fundamentales
ya que influyen en la regeneracion tisular; un andamio ideal tendria las
propiedades semejantes a la del tejido nativo [8, 26].

La figura 10 representa las propiedades mecéanicas de los andamios preparados
con diferentes concentraciones de SBA-15. Principalmente se observa que el

esfuerzo de cedencia, esfuerzo maximo y resiliencia (Fig.10 A-C) disminuyen
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linealmente a medida que aumenta la concentracion de la ceramica. La Figura 10-
D muestra que el grupo PLA / SBA-15 al 0.05% tiene un aumento en el modulo
elastico de alrededor del 2% con respecto al grupo PLA, no obstante, el modulo
elastico disminuye gradualmente a medida que aumenta la concentracion del
SBA-15. La resistencia a la traccion o tension del hueso esponjoso esta entre 1y 5
MPa con un modulo de elasticidad entre 100 MPa y 5 GPa [8]. El uso de la
ceramica SBA-15 como material de relleno en la matriz PLA presento valores de
tension entre 1.7 y 2.37 MPa asi como un modulo elastico de traccion entre 58 y
129 MPa; esto significa que las mezclas al 0.05% y 0.10% fueron las mas
proximas a las propiedades mecanicas del hueso esponjoso por lo que podrian
considerarse adecuadas para implantarse como andamio y permitir que las células
osteoblasticas formen tejido nuevo.

La sintesis del andamio fibrilar PLA/SBA-15 tiene como objetivo imitar la MEC
Osea. La figura 11 representa el porcentaje de viabilidad celular de osteoblastos
fetales humanos (hFOB) después de haber sido sembrados sobre los andamios
PLA y PLA/SBA-15 (0.05%, 0.10% y 0.15%). En el dia 1 se observa una diferencia
significativa en la respuesta de hFOB entre el andamio PLA y los andamios
PLA/SBA-15 a diferentes concentraciones (0.05%, 0.10% y 0.15%). Para los dias
3, 5y 7 el andamio PLA/SBA-15 0.05% continua mostrando la mayor viabilidad
celular en comparacion con los otros grupos de estudio. Estos valores altos de
viabilidad celular mostrados por parte del grupo PLA / SBA-15 con 0.05% indican
que fue mas favorable para las interacciones célula-material durante las primeras
24 h, donde su superficie topografica podria ser clave para la proliferacion de

osteoblastos, debido a que primero permite la adhesion celular la cual constituye
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un requisito previo de biocompatibilidad del material y posteriormente favorecié la
proliferacion de las células; este efecto coincide con diferentes reportes que
indican que es crucial incorporar componentes ceramicos en andamios para
estimular la biocompatibilidad celular y mejorar la capacidad del andamio para
guiar las células osteoprogenitoras que conducen a la formacion de hueso nuevo
[51-53].

La bioactividad es otro punto importante en los andamios ya que les permite
interactuar o unirse a los tejidos vivos [29]; se han publicado diversos trabajos
sobre la formacién de una capa tipo hidroxiapatita en diferentes materiales
mesoporosos de silice. Izquierdo-Baraba et al. estudiaron la bioactividad de tres
materiales mesoporosos diferentes (SBA-15, MCM-41, MCM-48) por inmersion en
solucién fisiolégica simulada (SFS) y reportaron que se formdé una apatita
carbonatada en SBA-15 después de 30 dias de inmersion en SFS [54], la imagen
SEM del PLA/SBA-15 que fue sumergido 30 dias en una SFS se muestra en la
figura (Fig.12-D) donde se observa una precipitacion a lo largo de las fibras, que
se atribuye a una capa de apatita carbonata, este depdésito fue caracterizado por
FT-IR.

La figura 13, muestra los espectros de los andamios sumergidos 30 dias en SFS;
sin embargo so6lo permitié observar bandas caracteristicas que corresponden al
PLA [49, 50]. Debido a que la caracterizacion por FT-IR fue limitada se emplearon
analisis complementarios como XPS y XRD que proveera informacion relacionada
con la composicién, orientacion, y conformacion [55] del precipitado observado en
la figura 12-D. En la figura 14-A se observa el analisis por XPS del andamio sin

sumergir en SFS que muestra la sefial de elementos de oxigeno y carbono
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correspondiente al PLA [56], mientras que los andamios compuestos sumergidos a
diferentes tiempos (10, 20 y 30 dias) en SFS (Fig. 14 B-D) se pueden identificar
claramente los picos correspondientes a oxigeno, calcio, carbono, fésforo y silicio
desde el dia 10 de haber sido sumergido en SFS. En todos los casos las sefiales
producidas se asume que puede provenir de la formacion de algun mineral como
fosfato de calcio y/o carbonato de calcio [57, 58]. Por otra parte el XRD es una
técnica que permite identificar las diferentes fases cristalinas de un material [59].
La Figura 15 muestra las difracciones de rayos X (XRD) del andamio PLA sin
sumergir (Fig. 15-A) y de los andamios composites PLA/SBA-15 sumergidos a 10,
20 y 30 dias (Fig. 15 B-D), en el cual se observa que el patrén de difraccion va
presentando mayor resolucién y por lo tanto mejor cristalinidad conforme aumenta
el tiempo sumergido. Las posiciones de los picos de 20 presentes en la figura 15-
D coinciden bien con los cristales estdndar de carbonato de calcio en su fase de
calcita reportados en otros estudios [57, 60]. La presencia de un mineral tipo
apatita en el andamio PLA/SBA-15 permitiria un mejor crecimiento de células
Oseas (osteoconduccion), asi como la estimulaciéon de células huésped inmaduras
para que se conviertan en células osteogénicas (osteoinduccion).

Los materiales mesoporosos se han investigado ampliamente para controlar
principalmente la liberacién de farmacos [61], la uniéon de PLA-SBA-15 parecen ser
prometedores, ya que permitiria administrar farmacos o factores de crecimiento de
manera local, ademas, el material presentaria una integracion 6sea por el
comportamiento bioactivo del SBA-15. En la figura 16 se muestra una liberacion

continua de BSA (4.7-5.08 mm/mm?) cargado en el andamio de PLA/SBA-15 hasta
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96 horas de deteccién confirmando que el andamio compuesto puede también ser
utilizado como sistema de liberacion controlada.

A pesar de presentar buenos resultados fisico-quimicos, los ensayos biolégicos se
realizaron en un modelo bidimensaional (2D), el cual no replica el micro-entorno
nativo del tejido [62], por lo que, algunas interacciones importantes célula-célula y
célula-microambiente pueden ignorarse en una plataforma de este tipo [63], por
tanto cuando se obtienen resultados prometedores y se traslada hacia una
aplicacion clinica, frecuentemente no presentan el mismo resultado. Se ha
reportado que un entorno de cultivo en 3D promueve el agrupamiento celular y
mejora las interacciones entre células [64].

Se ha reportado que los esferoides se forman a través de un proceso llamado
autoensamblaje; en el cual las células permanecen en contacto directo entre si
para formar agregados debido a las largas fibras de la matriz extracelular con
multiples motivos de acido arginil-glicil-aspéartico (RGD) que interactian
estrechamente con la integrina en las superficies de las membranas celulares;
este contacto directo (célula-célula) da como resultado una regulacion positiva de
la expresion de N-cadherina. La acumulacion de N-cadherina en la superficie de la
membrana impulsa la compactacién, lo que resulta en esferoides [65]; en la figura
17 puede confirmarse que el método de gota colgante permitié la formacion de
esferoides a las 24 horas, mientras que la figura 18-A muestra que el esferoide es
capaz de adaptarse al andamio fibrilar una vez que es sembrado en ella.

Por otro lado estudios mencionan que los esferoides mayores a 500-600 pum
restringen la difusion de nutrientes y oxigeno dando como resultado un centro

hipoxico-necroético [40, 43], En la figura 18-B se observa que el colorante
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fluorescente Cell Tracker demostré la integridad de las membranas celulares que
componen el esferoide, esto debido a que el didmetro promedio del esferoide es
inferior a 500 um permitiendo asi una correcta difusion de nutrientes.

Los esferoides optimizan la sefalizacion intracelular, mejorando el proceso de
diferenciacion, permitiendo que las células se organicen en una estructura mas
similar de tejidos in vivo. Ademas, en los esferoides, los receptores y moléculas de
adhesion se propagan de forma mas natural [62]. En las figuras 18 (C-F) se
muestran micrografias SEM de la adherencia y asociacion de los esferoides sobre
el andamio fibrilar PLA/SBA-15, también se puede observar una etapa de
proximidad y fusién entre esferoides sobre los andamios (Figura 18-E, F); este
resultado puede deberse a dos factores: 1) la influencia de las propiedades del
andamio fibrilar como: area superficial, arquitectura fibrilar y porosidad y 2) la
capacidad intrinseca de los esferoides de fusionarse entre si [35, 62, 66].

La asociacion de esferoides con andamios es un enfoque prometedor para la
ingenieria de tejidos; se prevé que los cultivos 3D en los andamios PLA/SBA-15
contribuyan a la formacion de un micro-entorno bioquimico y biofisico semejante al
tejido nativo 6seo y por tanto obtener resultados mas cercanos a evaluaciones in

Vivo.
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6.- CONCLUSIONES

o Latécnica de hilado por propulsion a gas permitié la sintesis de un andamio
fibrilar de PLA/SBA-15 con un diametro similar a las fibras de colagena de
la MEC Osea.

o Las concentraciones bajas de SBA-15 (0.05% y 0.1% p/p) mejoraron las
propiedades mecanicas del andamio, siendo la concentracion de 0.05% el
mMas cercano a las propiedades mecanicas del hueso esponjoso.

o La concentracion de SBA-15 (0.05%) presentd el mejor porcentaje de
viabilidad celular a través del ensayo de MTT.

o Se logro identificar la bioactividad del andamio PLA/SBA-15 0.05% a través
de la formacion de carbonato de calcio en su fase cristalina de calcita sobre
el andamio sumergido a 30 dias en SFS.

o El andamio fibrilar PLA/SBA-15 0.05% funcion6 como sistema de liberacion
controlada de BSA hasta 96 horas.

o El plato de cultivo celular por gota colgante (Perfecta 3D Biomatrix) permitio
la obtencién de esferoides consolidados a partir de las 24 horas.

o La integridad de las membranas celulares del esferoide fue comprobada
mediante el colorante fluorescente Cell Tracker.

o Se logré implementar y observar la interaccion esferoide-andamio a través

de microscopia 6ptica y microscopia electronica de barrido.
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