UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
MEDICAS, ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD

Desarrollo de andamios por la técnica de
electrofluidodinamica integrada para su aplicacion
en la regeneracion de tejidos dentales

Tesis
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Doctor en ciencias

PRESENTA:
Mtro. en Ciencias Rodrigo Alberto Osorio Arciniega

TUTOR:

Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX, NOVIEMBRE 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Dedicatoria

A mi querida madre, Dra. Ma. Del Rosario Arciniega Prieto, cuyo amor infinito e
incondicional me ha guiado hacia la realizacion de mis suefios, y cuya resiliencia y

enseflanzas me han moldeado como ser humano.

A mi padre, Dr. Carlos Alberto Osorio Aranda, siento tu amor y proteccion a pesar
de la distancia que nos separa; sé€ que te hubiera llenado de orgullo compartir este

logro conmigo.

A mi apreciada hermana, Mta. Ma. Ariadne Osorio Arciniega, por ser mi confidente y
por tu generosidad, abriéndome el camino para lograr mis metas. Tus momentos de

reflexion y serenidad han sido un pilar en mi vida.

A mi futura esposa, MVZ. Leticia Cabrera Mexicano, por ser el pilar fundamental de
mi vida, por tu apoyo inquebrantable, tu amor profundo y persistente en cada paso

que doy.

Al Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez, quien mas all4 de ser un asesor, ha sido un
amigo y mentor durante mi trayectoria doctoral, brindandome la oportunidad de

alcanzar mis objetivos siempre con palabras de aliento y consejos.

A mis sinodales, Dra. Laura Susana Acosta Torres, Dra. Genoveva Hernandez
Padron, Dra. Janneth Serrano Bello, Dr. Manuel Garcia Hipdlito, y al Dr. Octavio
Alvarez Fregoso, por su invaluable ayuda, contribuciones intelectuales y materiales

gue han enriquecido significativamente mi proyecto doctoral.



A mis compafieros de laboratorio Lucy, Diana, Ifiigo, Adrian, Moisés, Fernanda,
Cristian, David, Febe por su ayuda incansable y su apoyo tanto dentro como fuera

del laboratorio.

A mis dedicados alumnos del Instituto Tecnoldgico Purépecha -Cheran Michoacan:
Magy, Ramiro, Xcaret, Christian, Vianney y Karla, por resaltar la importancia de la

educacion y hacerme sentir orgulloso al verlos conquistar sus suefios.

Finalmente, a CONAHCYT, por su beca (numero: 613415) otorgada durante mis
estudios de Doctorado en el Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias
Médicas, Odontoldgicas y de la Salud en la UNAM. a los centros IIM, ICAT -UNAM y
a la Universidad Nacional Autonoma de México por brindarme las oportunidades y

recursos necesarios para realizar mis estudios de posgrado.

Agradezco el apoyo por parte del programa DGAPA-UNAM: PAPIIT IN213821 que

ha permitido la realizacion de esta investigacion.

Agradezco el apoyo por parte del CONAHCYT a traves del proyecto A1-S-9178 del
programa del Fondo Sectorial de Investigacién para la Educacion, que ha permitido

la realizacion de esta investigacion de tesis de Doctorado.

Gracias a todos por ser una parte fundamental de mi vida y por contribuir a mi
crecimiento personal y académico. Cada uno de ustedes ha dejado una huella

imborrable en mi corazon.



Contenido de la tesis Paginas

RESUIMIEN ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt sttt sttt ettt s et e s e sesesesesesetesenennne 6
F Y 013 = o S PSPPSR 7
2N -1 o] | (1] (o T RN [ 10 Yo [T o3 T o ISP PEEPRS 8
N I s [T T OO PP P PRSP UPRPPRPTRI 8
1.2 0fe]00] oo (o] 1o] I 11T WU UPPUUR 9
L1.2.1 CAIUIAS BSEAS ....c.uvveiieiiiiii ettt ettt s et s ettt e s et e e s st e e s et et e e sas b e e e easbe e e e e nntaeeeanntaeaeenntees 9
122 OStEODIASIOS ...ttt 10
1.2.3 (@S] (=T0) g F= TR A 0 1S3 (= T | (o PRSP 11
124 (@S] 1= T0 Tod F= T (0 R UPRRR 13
1.25 Y= LA A 1S - PR SR 15
1.3 [ TS0 [ To [ = W 1)Y= USRI 16
13.1 MINEIAIIZACION......ciiiiiiii ettt ser e s b e snreeeas 16
1.3.2 o T4 g = (o o] o o 1= PR 17
133 Crecimiento Y MOdelado GSEO0.........ocuuiiiiiiiiee ettt 18
134 REMOEIACION BSEA.......cciiiiiiiiiiie et 19
135 DETECIOS BSEOS ......utiiitiieritee ettt ettt ekttt et essb e e be e e snr e e s be e e snneeans 20
1.3.6 INgenieria de LEJIOS. .......uiiii et 21
1.3.7 TIPOS U8 INJEITOS . ....eeeeieieet e ittt ettt ettt ettt sttt e e ettt e e et e e e e nbr e e e e nbbe e e e nneees 23
14 ANTECEUEBNTES ...ttt e e e s e e e s r et e e st e e e e e s n et e e s b e e e e aanreeeeaan 25
1.4.1 ANndamios para regeneracCion OSEA ..........cccceeiiiiiurireeeeeeeiiiiiireeee e e s e e sitrrre e e e e e e e e saraeeees 25
1.4.2 Técnicas para la fabricacién de andamios para regeneracion 0sea.............ccccecee.e. 26
143 BIOPOIIMEIOS ...t 27
1.4.4 Polimero Acido POLIIACHCO ......uveiieeiii it e e e e eae s 28
1.4.5 Nanocristales IluminiSCeNtes (LNCS) ......uuuuuuuiuiiiiiii s 30
1.4.6 Granate de 0xido de itrio-aluminio (YAG) ......ocueeeiiiiiee i 31
15 B8 [0 1S3 1o Vo o ) o PSS 34
1.6 [ 11010 (ST E= PRSPPI 34
1.7 O EEIVOS ... e ———————— 34
171 ODJELIVO GENEIAL ... ettt st e et e et e e e s nbneeeeaaes 34
1.7.2 ODbjJEtiVO ESPECITICOS ..ceiiiiiiiiei ittt ettt e et e e s baeeeeane 35
RN 07 111101 (o 0220 |V =1 (oo (o] (o o T- ST RRPPPRR 36
3.1 Sintesis de nanoparticulas luminiscentes YAG:Ce?®, YAG:Eu®*, YAG:Tm3*, YAG:Merge
POr €l MELOAO A& SOI-GEL. ..ottt e e e e 36
3.2 Sintesis de nano/microfibras dopadas con nanocristales luminiscentes...............cccvvveee.. 38
3.3 Técnicas de caracterizacion de los nanocristales luminiscentes (LNCS) .........ccccceevvveenn. 39
3.4 Difraccion de ray0S-X (XRD) .....ccicuuiieiiiiieeeiiiee e eiiee e sttt e e e stee e e e stae e e e sntae e e e staeeeaantaeeeenneees 39
35 Microscopia electronica de transmision (TEM) .........ooiiiiiiiiiiiieinee e 40

1



3.6 Microscopia electrénica de barrido (SEM) .......cccoiiiiiiiiiiii e 40

3.7 Dispersion dindmica de IUZ (DLS) .......cciiuiiiiiieiiie ittt 41
3.8 Analisis espectroscépico mediante infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) y técnica
de reflectancia total atenuada (ATR) ... e e e s s st rrr e e e e e e e e nnrrreeees 41
3.9 ESPECtrOSCOPIA RAMEAN ......ueiiiiiiie e r e e e e e e e e e e e e s enraareeaaeeen 42
3.10 Estudios de fotoluminiSCENCIA (PL) ...coiviiiiiiiiieee ittt 42
3.11 Técnicas de caracterizacion de las fibras polimeéricas ...........ccoccviiiieiiininii i 43
3.12 Microscopia Optica y electronica de barrido (SEM).........oooiiiiiieee e 43
3.13 Analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC)................. 43
3.14 Analisis de humectabilidad ..............coiiiiiie i 44
3.15 Pruebas MECANICAS ........vvieiiiiie et e et be e e et e e e e e tae e e e nneees 44
3.16 Caracterizacion biolOgIiCa iN VLI ..........occuiiiieiie et e e e s e e e e e snrrane s 44
3.17 CUIIVO CRIUIAK ...t e e e e e e e e e e e anbrene s 45
3.18 Interaccion celular con andamios COMPOSITES .........ccoiuiiieiiiiiieiiiiee e 45
3.19 RV AT= Lo 11To F= To I o= 11 - o PSRRI 45
3.20 AANESION CEIUIAT ....eiiiiiiiiie e st e e s et e e e e bt e e e e nntae e e e aneeas 46
3.21 TINCION A€ AlIZANNA FOJA .uveeieeee i ittt e e e e e e e e e e e s e e e e e e s et e e e e e e s s antbtaeeeaeeessaanrraneees 46
3.22 Disefio del estudio en modelo animal ............ooooiiiiiiiiie i 47
3.23 (D= Tod P = (o o =] (o7 PSRRI 47
3.24 Ensayo in vivo: implantacion de andamios ...........cceeeeeeeiiiiiiiiiieeee e 48
3.25 Andlisis fotoluminiscentes in situ de andamios implantados ...........cccccceeeiiiiiiiiieeee e, 49
3.26 Diagnéstico histopatolégico de andamios preparados €X VIVO ..........cccuvvveveeeeeiiiciiieeeeeennn 49
3.27 Clasificacion de la enfermedad del injerto contra el huésped aguda por severidad
(GHY D) et e 49
3.28 ANANISIS ESTAUISTICO ...vvveeee ittt e e s st e e e st e e e e snbee e e e nntaeeeennees 50
4 Capitulo 3. DISCUSION Y FESUIAAOS ....ccoiiiiiiieiiiiiee ettt sbee e e e 51
4.1 Caracterizacion de nanocristales luminiscentes (LNCs) de YAG: Ce®/ YAG: Eu3*/ YAG:
B L VA N Y =T o SRS URUSRPRI 51

41.1 Difraccion de ray0S-X (XRD).....cccccuiiiiiiiie e e e ettt e e e e e et e e e e e e e s e nrrnae s 51

4.1.2 Evaluacion de fotoluminiscencia y pruebas visuales ............cccccccoevviiiiieeeee e, 54

4.1.3 Caracterizacion morfolégica y microestructural por microscopia electrénica de barrido

(SEM) oo 59

4.1.4 Evaluacion por microscopia electronica de transmision (TEM) .........cccccceeevcieeeennen, 62

415 Analisis del comportamiento coloidal y tamafio de particula mediante dispersion

(o LR 0o [T g = Ty o1 or= W (] S ) PSPPSR 64

4.1.6 Andlisis espectroscopico por infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) y

reflectancia total atenNUada (ATR) .....coo i 66

4.1.7 Caracterizacion mediante espectroscopia Raman...........ccceeevveeeiiiiieeeeiniieeeinieeee s 69
4.2 Propiedades y estructura de andamios de PLA:YAG/Nanocristales. ............cccoecviieeneeenn. 71

42.1 Comparacién morfolégica de composites nanoestructurados mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) y MiCroSCOPIA OPLICA. .. .uuieeeieiiciiiireieeeeeiiiirieeee e e s e ssireereeeeeesnenes 71



422 Propiedades fluorescentes de los andamios dopados con nanocristales.................. 74

423 Evaluacion espectroscopica mediante infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR), reflectancia total atenuada (ATR) y espectroscopia Raman. ..........ccceveeevieeinieeniieens 76
424 Analisis calorimeétrico: TGA Y DSC.....uuiiiiiee it e e e s 78
425 Ensayo de humectabilidad ..............cccouiiriiei i 80
4.2.6 Pruebas MECANICAS ........ovieiiiiie ettt e e etae e e e snrae e e e ennees 82
4.2.7 F N EE 1T ES T Y1 o PSR 85
42.8 VIabilidad COIUIAN ...........eeiiiiiii e e 85
429 AJNESION CEIUIAL ..ottt st e e e e 86
4.2.10 Ensayos de MINEraliZaCiOn ...........cocuiiiiiiiiiiiiiee ettt sbee e s 90
4.3 Evaluacion de tejid0O iN VIVO.........ocueiiiiieiiiie ettt st sbee e 92
43.1 ANANISIS TN SIU 1ot e e sttt e e s nb e e e s nbee e e esnbaeeeeanees 92
432 ANANSIS HEE ...ttt e e e 93
N (0TS Ao - T SRR 96
N (012 o [ - TSRS 96
4.3.3 Andlisis tincién tricrémica de Masson , CD34 y P-S100 .......ccccceeevviiiiiiiieeee e, 99
4.3.4 Diagnéstico histopatoldgico de implante y correlacion de la severidad de GVHD
(Enfermedad de injerto contra NUESPE).........oeiiiiiiiiiiiiieee e 105
5 CaPitulo 4. DISCUSION.......uuiiiiitiite ettt ettt ettt ettt sttt e skt e s bbbt e e s bbb e e e snbb e e e s aanneee s 110
6  Capitulo 5. CONCIUSIONES Y PEISPECLIVAS .....vvviiiieeiiiiiiiiiiece e e e e e e e e s e e e e e srarre e e e e e e 119
A W 1 (=T = (D = W ol 7= Lo £ B PP PP PP PPPPPPPRPN 122
AANEXOS ..ttt e e e e e e et et e Eah e e e ettt e e b e e e e et et e ba b e e e e aeeeenbaeeeaaeenes IX



indice de imagenes Paginas

1 Actividad osteoblastica en el proceso de remodelacion 0S€a .......ccccccevvvcciivieeeeeeiiiiiiee e 11
2 Esquema osteonas-osteocitos y su organizacion en el hueso cortical ..........ccccccveeeeiiiicciienneeenn, 13
o o [ ]=T g F= W (=T o] g I 1T =T SRR 15
4 Proces0 de defECIOS BSOS .....cciiiiieeiiiiiie ittt e et e e st e e s st e e e s bbe e e e sbbeeeesbbeeeesnbbeeeeane 21
5 Aspectos considerables en la ingenieria de tejid0s ..........cccoieiiiiiiiiiiiiiie e 22
6 Tipos de injertos NAtUrales VS SINTELICOS ........c.eiiiiiiiiii ettt 24
7 Diagrama esquematico de la técnica aifjet SPraying ........cccceeorveeieriiiiee e 27
8 FOtoexcCitacion Y IUMINISCENCIAL. .......ccoiuiiiii ittt et et e e sbbeeeeanes 31
9 Imagen representativa del desarrollo de nps de elementos de tierras raras........ccccceeeeevvvveeneeennn. 33
10 RESUMEN GIAFICO ..iiiiiiiiee e e ettt e e et e e e e e e st e e e e e e e e st b e e e e e eeeeseaasbaaeeeeeeesasassraneeeeaeesaansnes 35
11 Diagrama de flujo del método de SIintesis SOI-gEl ........uuviviiiiiiiiiiiiii e 37

12 Diagrama de flujo del método de sintesis de los andamios fibrilares de pla por el método air-jet

£ 012 141 0 (2= S 39
R \VI 1=y CoTo o] ToTo T 1= T 0 IR/ 1Yo PRSP 48
14 CristaliZacion fOIMEATA . ......ceoiurieiiee ittt ettt b e sab e sbe e e sbn e e snbeeennnees 52
15 Patrones de diffaCCiON A FAYOS-X.....ciiiiuuuiieiiiiiieiiiiie ettt sttt e st e e e e nnbae e e e nanees 54
16 Espectros de excitacion y emision de fotoluminiSCENCia ............vveveveeeiiiiciiiiiiee e 58
17 ESpectros de fotOIUMINISCENCIA. ........uiiiiiiiiiiiiii et et 59
18 Micrografias sem de 10S dIifEreNtES NCS......coiiiiiiiiiiiii e 62
19 Dimensiones de 10S NANOCHSLAIES (NCS) ....uveiurriieiiiiiee ittt et 64
20 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de fourier...........cccceeivieeiiiicceee e 66
21 Espectros de reflectancia total atenuada (Atr) ..........ooooeieeiiiiei e 68
22 Resultados de eSPeCtroOSCOPIA FAMAN ........vieiiiiieeeiiiie ettt e e et e e e stee e e e stee e e e staeeeestaeeeeantaeeeenneees 69
23 IMAgenes de MICTOSCOPIA OPLICA ......vuvieiiiiieeeiiiie e et e e e sie e e e see e e e st e e e e st e e e s taeeeesntaeeeesntaeeeeaneees 70
pZ AN E- VTS T a T ] 0] (oo ot o JE=T =1 1o TSRS 73
25 Fotoluminiscencia en tiempo real de andamioS...........oouuieiiiiiee i 74
26 Analisis esSpectroSCOPICO A€ aNUAMIOS ......ccciiviieeiiiiiieeeiiiee e sieee e e stre e e et e e e e siae e e e staee e e ataeeeenneees 76



27 Evaluacion de la estabilidad tEIMUICAL ..........uuue it e e e e s 78

28 Ensayo de humectabilidad.............ooueiii i 80
29 ANGIISIS A8 MESISTENCIA ...t vveeiuiieitieeitie ettt ettt ettt et e ettt st e e e sab e e sab e e e abee e smbe e e abeeesnbeeeabeeesabeeenees 81
30 Viabilidad celular IN€a hfOb..........ocueiiiii e 84
31 AdhesiOn celular @las 24 Y 48 NOTAS ........c.oiiuiiiiiiiiiie ettt be e sanee 86
32 Fotografias por microscopicas 6éptica de andamio irradiado a 450 NM.........ccccoevveeeiiieeeeiiieeeennns 88
33 Tincién de rojo de alizarina para depdsitos calcificados........ccccveeeiiiiiiiieiee e, 89
34 Incremento de NOAUIOS CAICITICAAOS .......ccuviiiiiieiiii e 91
35 Evaluacion fotolumiNISCENTE IN SITU .......eeiviiiiiieiiie e 92
36 Integracion de andamios y respuesta inflamatoria..............cooooiiiiiiiii i 93
37 Integracion, inflamacién y degradacién de los andamios COMPUEStOS...........ccoecvvvieeeeeeeeiiinivnnnen. 98
38 Integracion, inflamacién y degradacién de los andamios COMPUESIOS.........ccovvvvvviieeieeeeeiiniennnnn. 99
39 Evaluacion histologica de andamios post-implantacion.............cccceiiveeieiiiiee e 103
40 Respuestas iNfAMALOMIAS ........oouuiiiiiiiiii e s 104
41. Evaluacion de degeneracion Yy deSmMOPIasia .........ouvuieeiieriiii e 105
42. ESQUEMA EVOIULIVO ...eeieiee ettt 107
43, INLErCAMDIO IONICO. . ... ettt et e 121
indice de tablas y esquemas Paginas
1. Sintesis y aplicaciones del PLA €N ... 30
2 Valores promedios 08 18S LINCS .....couiiii ettt ettt e e e 53
3. Analisis por elemento finito de las propiedades mecanicas del diente ...............coooeiiiiiiiil, 83
4 Clasificacion y manifestaciones histopatologicas de la GVHD aguda..........cccccevevveeeiiiieees ceennnne 107
5 Diagnostico histopatolégico del implante y correlacion con la severidad de la GVHD................ 109



Resumen

A nivel global, ha habido un incremento exponencial en lesiones 0seas Yy fracturas
durante la ultima década. La aplicacion de elementos de tierras raras (ETR) ha sido
objeto de extensa investigacion como biomarcadores de cancer para deteccion
temprana, sondas de imagenes y entrega de medicamentos. Ademas, los ETR se
han estudiado como recursos estratégicos para desarrollar materiales implantables
para la regeneracion Osea, optimizando propiedades mecanicas, rastreando
células, induciendo respuestas celulares y regulando el microambiente local en la
reparacion de tejidos duros humanos, debido a su bioactividad y similitud con los
minerales encontrados en dientes y huesos. Sin embargo, ha habido una
investigacion limitada sobre el seguimiento de la degradacion continua de
biomateriales con el tiempo y si la holgura o desprendimiento de implantes esta
relacionado con la degradacion gradual.

Este estudio proporciona informacion sobre la formacion de fibras composite por el

rociado de chorro de aire de PLA codopado con lantanidos Ce3+, Eu’ y Tm3+, para
potenciar la regeneracién del tejido 6seo. Un enfoque novedoso para el monitoreo
de fluorescencia a largo plazo de andamios de PLA implantados durante la
regeneracion Osea fue facilitado por la alta distribucion de material y los minimos
efectos de extincién de nanoparticulas de conversién ascendente. Los resultados
demostraron que almacenar nanoparticulas luminiscentes y lograr una liberacion
efectiva de nanoparticulas puede convertirlo en un biomaterial potencial para la
reparacion 0sea y una herramienta prometedora para el seguimiento multimodal de

por vida mejorando el rendimiento osteogeénico.

Palabras clave: Andamio compuesto, elementos de tierras raras, acido polilactico

(PLA), nanoparticulas luminiscentes.



Abstract

Globally, there has been an exponential surge in bone injuries and fractures over
the last decade. The utilization of rare earth elements (REEs) has undergone
extensive research, serving as cancer biolabels for early detection, imaging probes,
and drug delivery systems. The REEs have also been analyzed as strategic assets
for creating implantable materials conducive to bone regeneration, optimizing
mechanical properties, tracking cells, eliciting cellular responses, and managing the
local microenvironment in the repair of human hard tissues, owing to their bioactivity
and resemblance to minerals located in teeth and bones. Nevertheless, there has
been restricted research on monitoring the ongoing degradation of biomaterials over
time and whether the looseness or detachment of implants is associated with gradual
degradation.

This study offers insights into the air jet spraying of PLA composite codoped with

Ce3+, Eu3+, and Tm’" lanthanides to augment bone tissue regeneration. A

groundbreaking approach for the long-term fluorescence monitoring of implanted
PLA scaffolds during bone regeneration was enabled by the extensive material
distribution and minimal quenching effects of up-conversion nanoparticles. The
outcomes indicated that storing luminescent nanoparticles and achieving effective
nanoparticle release can render it a potential biomaterial for bone repair and a viable

tool for lifelong multimodal tracking, thereby enhancing osteogenic performance.

Keywords: Composite scaffold, rare earth elements, polylactic acid (PLA),

luminescent nanoparticles.



Capitulo 1. Introduccioén

1.1 El hueso

El hueso es el segundo tejido mayormente trasplantado en todo el mundo.
Anualmente, se calcula que mas de cuatro millones de operaciones utilizan injertos
0seos 0 materiales de sustitucion 6sea para tratar dichos defectos 6seos (J. Liu et
al., 2019; X. Liu et al., 2019). El esqueleto humano adulto consta de 213 huesos, sin
considerar los sesamoideos (huesos en capsula fibrosa que envuelve algunas
articulaciones). El hueso, comprende al tejido conectivo activo, no solo brinda
soporte y facilita el movimiento, sino que también protege estructuras vitales,
almacena minerales y factores de crecimiento, asi como citocinas, que son
glicoproteinas que median interacciones autocrinas o paracrinas en diversos tejidos
(Macdonald & Gowen, 1992).

Ademas, ofrece un entorno propicio para la hematopoyesis (produccion de células
sanguineas) en la médula Osea. Resulta relevante destacar que el hueso se
encuentra en constante remodelacion, adaptandose a cambios biomecénicos y
reemplazando tejido dafiado, lo que garantiza su resistencia. En términos de
clasificacion, los huesos se pueden categorizar en largos, como el fémur; cortos,
representados por huesos como los carpianos; planos, ejemplificados por el craneo;
e irregulares, como las vértebras. Es interesante sefialar que los huesos planos se
originan a través de la osificacibn membranosa, mientras que los huesos largos
resultan de una combinacién de formaciones endocondral y membranosa (Buck &
Dumanian, 2012; Clarke, 2008).

El hueso maduro se clasifica en tres tipos histoldgicos principales: i) cortical o
compacto, ii) trabecular o calloso, vy iii) periostio. El hueso cortical, que representa
el 80% del esqueleto humano adulto, es denso y rodea la médula 0sea. Se
caracteriza por tener una matriz externa compacta con vasos sanguineos y

osteocitos localizados en las osteonas, también conocidos como sistemas



haversianos. Estas osteonas son cilindricas y presentan un disefio lamelar en el que
las fibrillas de colageno se organizan alternamente, ofreciendo resistencia similar a

la madera multilaminada (Valtanen et al., 2021).

El hueso trabecular, que comprende el 20% restante del esqueleto, tiene una
estructura tipo panal formada por trabéculas y cavidades con médula 6sea roja. A
diferencia del hueso cortical, el trabecular no posee un sistema haversiano, pero
sus paquetes, de forma semilunar, también muestran un patrén lamelar (Valtanen
et al., 2021).

El periostio, la capa mas externa del hueso, es una membrana vascular delgada
que contiene osteoblastos y células progenitoras, y tiene la capacidad de formar
hueso nuevo. Esta membrana, ademas de vasos sanguineos y células éseas, se
adhiere firmemente al hueso a través de las fibras de Sharpey. Por otro lado, el
endostio recubre internamente el hueso, manteniendo una relacion con la médula
Osea y albergando también células y vasos sanguineos. Es esencial destacar la
funcién de la matriz extracelular en la formacion 6sea y la disposicion desordenada
de fibrillas de colageno en el tejido 6seo, haciéndolo mas fragil (Hofmann et al.,
2007a; Safadi et al., 2009; Sommer et al., 2017).

1.2 Composicion 6sea

1.2.1 Células 6seas

Las células esenciales para la biologia 6sea son los osteoblastos (mineralizacion-
formadores 0seos), osteocitos y osteoclastos (reabsorbentes 6seos). Mientras que
los osteoblastos y osteocitos provienen de células madre mesenquimales, los
osteoclastos se originan de células madre hematopoyéticas y estan relacionados

con los monocitos/macréfagos (Melke et al., 2016).



1.2.2 Osteoblastos

Los osteoblastos se originan de células troncales mesenquimales pluripotentes,
células que surgen de 3 capas germinales: ectodermo, endodermo y mesodermo
(Kolios & Moodley, 2012; Takahashi & Yamanaka, 2006). Estas son capaces de
transformarse en mdaltiples células de tejido conectivo (osteoblastos, condroblastos
y células estromales), pudiendo diferenciarse en hueso, cartilago, y tejido adiposo.
En condiciones adecuadas, estas células se convierten en células
osteoprogenitoras, precursores directos de osteoblastos. Estos precursores estan
presentes en areas como el periostio y la médula 6sea. Diferentes subpoblaciones
dentro de los osteoblastos reaccionan de manera Unica ante diversas vias de
sefalizacion celular, lo que explica la heterogeneidad en diferentes &areas
esqueléticas. La via Wnt/B-catenina es esencial para la diferenciacion de estas
células madre hacia osteoblastos. Este sistema juega un papel fundamental en el

desarrollo esquelético.

Los osteoblastos, generalmente de forma cubica o columnar, juegan un papel vital
en la formacién de hueso, siendo responsables de producir componentes
esenciales del hueso, como el colageno tipo | y proteoglicanos. Participan
activamente en la mineralizacion 6sea, liberando vesiculas que depositan calcio y
fosfato. A nivel celular, los osteoblastos poseen estructuras similares al reticulo
endoplasmico rugoso y al aparato de Golgi, reflejando su papel en la produccion de
proteinas. Ademas de colageno, producen proteinas como osteocalcina (OC) y

osteopontina (OP), esenciales para su funcién; como se muestra en la Fig. 1.

Estas células no solo son fabricantes de hueso; también secretan citocinas, factores
de crecimiento y proteinas que influyen en la biologia 6sea y en la formacion de
otras células, como los osteoclastos. De hecho, secretan la proteina RANK ligando,
vital para la diferenciacion de osteoclastos. Los osteoblastos son sensibles a
estimulos mecéanicos y hormonales, como la parathormona (PTH) y la vitamina D,
cruciales para la regulacién 6sea. La constante tension mecanica es esencial para

el hueso, y los osteoblastos responden a ella para modificar el tamafio y forma del
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mismo (Jin et al., 2021; C. Li et al., 2021; Safadi et al., 2009). Finalmente, en areas
sin formacién 6sea activa, encontramos células que revisten el hueso. Estas células
son osteoblastos inactivos que pueden reactivarse en situaciones como la

reparacion de fracturas.

M-CSF, RANKL, OPG, WNT5A, WNT16
a T

Osteoclastos Osteoblastos

HRg S S TGF-B, IGF-1 >
d'd: s 3 ﬁntegrinas l
Enzimas: Fosfatasa alcalina Aatriz extracelular: Colagena Tipo |
Colagenasa Osteocalcina
Activadores del plasminégeno Osteonectina
Proteinas de matriz
Matriz mineralizada S Glicoproteinas

Osteocitos

Figura 1. Actividad osteobléastica en el proceso de remodelacion 6sea. Laremodelacion
comienza con la apoptosis de los osteocitos y el reclutamiento de pre-osteoclastos mediado por
RANKL (Fase de Activacidn), seguido de la osteoclastogénesis. Los osteoclastos resorben el hueso
(Fase de Resorcion), permitiendo asi la liberacién de factores generalmente almacenados en la
matriz 6sea, que reclutan a los osteoblastos en la zona reabsorbida (Fase de Reversién). Una vez
reclutados, los osteoblastos producen la nueva matriz 6sea y promueven su mineralizacion (Fase de

Formacion). Elaboracién propia con la aplicacion BioRender. apoyado por Kim et al. (2020).

1.2.3 Osteonas y osteocitos

Las osteonas, también conocidas como sistemas de Havers, son estructuras
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microscopicas fundamentales en el tejido 6seo. Estas unidades anatomicas se
encuentran en el interior del hueso compacto y desempefian un papel crucial en la
funcién y la resistencia del esqueleto. Las osteonas estan compuestas por una serie
de componentes interrelacionados, como fibras de colageno, cristales de apatita,
osteocitos y un sistema de canales, que trabajan en conjunto para mantener la
integridad y la remodelacion del tejido 6seo. A través de este intrincado sistema, las
osteonas contribuyen al soporte estructural del cuerpo y a la adaptacion del hueso
a las demandas fisicas cambiantes (Chang & Liu, 2022). Los osteocitos se
encuentran alojados dentro del hueso, y constituyen entre el 90% y 95% de todas
las células 6seas. Estas células evolucionan a partir de osteoblastos que quedan
atrapados en la matriz ésea que ellos mismos producen. Residen en espacios
conocidos como “lacunas” o lagunas éseas y tienen funciones criticas en la

sefializacion celular y en la preservacion de la matriz 6sea.

Estas células tienen la capacidad de interconectarse y comunicarse entre si y con
los osteoblastos a través de una red denominada “canaliculi” o canaliculos. Como
se muestra en la Fig. 2, esta red permite que los osteocitos en el interior del hueso
se comuniquen entre ellos y con células externas a la matriz 6sea. Son
especialmente importantes en la transformacion de cargas mecanicas en eventos
celulares, lo que afecta la formacion y remodelacion 6sea. Un aspecto notable es
que los osteocitos pueden estimular a los osteoblastos mediante la expresion de un
factor especifico de osteoblastos, el OSF-1. Ademas, una proteina, DMP1, es
expresada en grandes cantidades por los osteocitos. Esta proteina juega un papel
en la mineralizacion esquelética y la regulacién del fosfato (Buck & Dumanian,
2012).

Los osteocitos secretan esclerostina, un inhibidor de la formacion 6sea. Se ha
descubierto que la ausencia de este inhibidor puede conducir a enfermedades como
la esclerosteosis. Estas células también poseen receptores para la parathormona
(PTH), esencial para la regulacién del metabolismo mineral. Ademas, los osteocitos
muestran caracteristicas comunes con las células nerviosas, como la presencia de

receptores NMDA, asociados con la neurotransmision.
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Por dltimo, estos osteocitos actian como sensores de las fuerzas mecénicas que
actuan sobre el hueso. Estan rodeados por una fina capa de matriz no mineralizada,
lo que les permite detectar el flujo de fluido que pasa por encima de ellos en
respuestas a cargas mecanicas. Esta habilidad mecanosensorial es fundamental

para el proceso de remodelacion ésea (Safadi et al., 2009).

Osteona

Vasos sanguineos

Nervio
Conducto de Havers

Laguna 6sea
Laminillas 6seas

Osteocito ——»a
Canaliculos 6seos—

Hueso primario —

Figura 2. Esquema osteonas-osteocitos y su organizacion en el hueso cortical.
llustracidn de osteonas, que muestra los cuatro componentes de una osteona secundaria madura,
incluyendo osteocitos, red lagunas-canales, laminas, conducto de Havers (izquierda), y la
organizacion espacial de hueso primario, hueso intersticial y osteonas dentro del hueso cortical
(derecha). Elaboracion propia con la aplicacion BioRender. apoyado por Chang & Liu, (2022).

1.2.4 Osteoclastos

Los osteoclastos son células multinucleadas, con un rango general de 3 a 25
nacleos por célula. Estas células desempefan el papel primordial en la resorcion
0sea, esencial para el recambio y remodelacién del tejido 6seo. Estos se originan
del linaje de monocitos/macrofagos y, aunque tienen origenes distintos a los

osteoblastos, su formacion depende en parte de la presencia de osteoblastos y de
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un conjunto de citoquinas criticas como RANKL, interleucinas y factores
estimulantes de colonias (CSF). RANKL, es un miembro de la super familia del
factor de necrosis tumoral (TNF), es esencial para la diferenciacion de los
osteoclastos. Mientras que M-CSF juega un papel en la proliferacion y supervivencia
de los precursores de osteoclastos. Especificamente, las citoquinas como la PTH y
1,25 dihidroxivitamina D3 fomentan la osteoclastogénesis, mientras que la

calcitonina actia como un inhibidor (Buck & Dumanian, 2012; Clarke, 2008).

Los osteoclastos operan en areas especificas de resorcién, ubicandose en
cavidades conocidas como lagunas de Howship cuando estan activamente
resorbiendo el hueso. En el proceso de resorcion, los osteoclastos secretan iones
de hidrégeno y la enzima catepsina K. Mientras los iones de hidrégeno disuelven la
componente mineral del hueso, catepsina K degrada la matriz proteica,
principalmente el colageno tipo I. Ademas, tienen la capacidad de perforar el hueso
cortical, formando canales que permiten el paso de vasos y nervios. Un rasgo
distintivo de los osteoclastos activos es su "ruffled border" o borde rugoso, que esta
en contacto directo con la matriz é6sea durante la resorcién (Fig.3). Alrededor de esta
zona rugosa, se encuentra la "zona clara”, un area de adhesion al hueso que se
caracteriza por su rica concentracion de microfilamentos e integrinas, formando un

anillo de actina visible microscépicamente (Buck & Dumanian, 2012).

Dentro de su estructura citoplasmatica, los osteoclastos albergan una serie de
enzimas y organulos. La fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) es una enzima
clave en su funcion resorptiva, y la presencia de mitocondrias, lisosomas y vesiculas
enfatiza la naturaleza metabdlicamente activa de estos osteoclastos. La
combinacion de estos elementos subraya la complejidad y vitalidad de los
osteoclastos en el mantenimiento de la salud 6sea. Finalmente, los osteoclastos se
unen a la matriz 6sea mediante receptores integrina. Al hacerlo, se polarizan y
desarrollan un borde rugoso para la resorcion. Durante este proceso, la estructura

actinica del osteoclasto forma un anillo de actina, crucial para la resorcion.
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Figura 3. Esquema resorcion O0sea. El osteoclasto puede envaginar fragmentos de colageno
degradado, y posiblemente también el TGF-B, induciendo asi directamente la formacion de
osteoclastos y la resorcibn ésea. Este proceso también conlleva la expresion de citocinas
osteoclastogénicas en los osteocitos y la apoptosis de estos ultimos como resultado de la liberacién
de citocinas osteoclastogénicas. Elaboracion propia con la aplicacion BioRender. apoyado por
Mostov & Werb, (1997).

1.2.5 Matriz 6sea

La matriz 6sea es esencial para la estructura del hueso, representando alrededor
del 90% de su volumen. Estd compuesta por una matriz mineral, que es
principalmente hidroxiapatita (HAp) ([Cas(POas)2]Ca (OH2) (~70%), y constituye el
65%. Esta matriz mineral confiere resistencia y rigidez al hueso, albergando el 99%
del calcio del cuerpo, 85% del fésforo y entre 40-60% de las reservas de magnesio
y sodio. Sin ella, el hueso se torna blando y deformable, como en enfermedades
como la osteomalacia o el raquitismo. La matriz organica, que representa el 20%,
es secretada por los osteoblastos. Predominantemente esta formada por colageno
tipo | (90%), pero también contiene proteoglicanos, glicoproteinas y factores de

crecimiento esenciales para la formacion, mineralizacion y remodelacion 6sea. Las
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proteinas morfogenéticas Oseas, descubiertas en 1965, son particularmente
destacables, ya que son fundamentales para varios procesos de desarrollo
embrionario y la salud 6sea. Anomalias en esta matriz organica pueden conducir a
enfermedades como la osteogénesis imperfecta, o enfermedad de los huesos
quebradizos. Ademas, el hueso también contiene lipidos y agua, que representan
el 15% restante, siendo ambos esenciales para su integridad y funcion (Clarke,
2008).

1.3 Fisiologia 6sea

1.3.1 Mineralizacion

La rigidez del hueso se adquiere a través de la mineralizacion. En este proceso,
elementos como el calcio y el fosfato solubles se convierten en fosfato de calcio
sélido o cristalino integrado en la matriz organica del hueso. A pesar de que este
fenébmeno aun no se comprende en su totalidad, se piensa que es dirigido por
osteoblastos. Este proceso de mineralizacion ocurre entre 10 a 15 dias tras la
secrecion de la matriz organica. El hueso esta formado en su mayoria por un 50-
70% de minerales, un 20-40% de matriz organica, un 5-10% de agua y un 3% de
lipidos aproximadamente. Como se menciond anteriormente, su componente
mineral principal es la hidroxiapatita [Cai10(PO4)s(OH)2], que se encuentra en
cristales mucho méas pequefios que los geoldgicos, haciéndolos mas solubles y

esenciales para el metabolismo mineral.

A medida que la matriz madura, se asocia con la expresion de fosfatasa alcalina y
proteinas no colagenas, como osteocalcina, osteopontina y sialoproteina ésea.
Estas proteinas, que se unen al calcio y al fosfato, ayudan a regular la deposicion
ordenada de minerales en el hueso. El mineral del hueso le otorga rigidez y
resistencia, mientras que la matriz organica aporta elasticidad y flexibilidad. La

mineralizacién inicial en el hueso parece ser facilitada por vesiculas en la matriz
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extracelular, sintetizadas por condrocitos y osteoblastos, que actian como

microentornos para la formacion de cristales.

Existen agentes que promueven la mineralizacion, como la proteina de matriz
dentinaria 1 y la sialoproteina 0sea. Las cinasas fosfoproteinas y la fosfatasa
alcalina también regulan este proceso. La fosfatasa alcalina 6sea podria aumentar
las concentraciones locales de fdsforo, remover inhibidores del crecimiento
cristalino o modificar fosfoproteinas para controlar su capacidad de actuar como

nucleos de cristalizacion.

La vitamina D tiene un papel indirecto en la mineralizacion. Tras su absorcion o
produccion en la piel, el higado produce 25-hidroxivitamina D y los rifiones producen
1,25-dihidroxivitamina D [1,25-(OH).D]. Esta ultima mantiene el calcio y el fésforo
séricos en concentraciones adecuadas para la mineralizacion pasiva del hueso,
principalmente al estimular la absorcion intestinal de ambos minerales. También
promueve la diferenciacion de los osteoblastos e influye en otras células del

esqueleto (Buck & Dumanian, 2012).

1.3.2 Formacion 6sea

El hueso es un tejido dinAmico que se somete a un proceso constante de
remodelacion, asegurando su integridad y adaptabilidad. A lo largo de la vida, el
hueso experimenta una renovacion ciclica, en la que se equilibra la resorcion del
hueso existente y la formacién de nuevo hueso. Esta renovacion es vital, pues el
esqueleto enfrenta cargas ciclicas y tensiones torsionales continuamente. Sin este
proceso, el hueso excederia rapidamente sus limites de tolerancia. En un ciclo que
dura entre 3 y 4 meses, areas especificas del hueso son remodeladas en unidades
llamadas Unidades de Remodelacion Osea (BRUS). Es un mecanismo que permite
gue aproximadamente el 25% del hueso trabecular activo y el 3% del hueso cortical
se renueven anualmente. Sin embargo, con el paso de los afos, la cantidad de

hueso afiadido en cada ciclo tiende a disminuir, posiblemente debido a una
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reduccién en el nUmero de osteoblastos.

Dentro del feto, la formacion ésea ocurre de dos maneras principales: la osificacion
endocondral y la osificacion intramembranosa. La osificacion endocondral implica la
formacion de hueso a través de un intermediario cartilaginoso y es esencial para la
formacion de huesos largos y su crecimiento longitudinal. Este proceso comienza
con la proliferacion de condrocitos en un marco de cartilago hialino, que pasa por
distintas zonas de transformacion hasta que se forma el hueso. Por otro lado, la
osificacion intramembranosa se refiere a la formacién de hueso sin un intermediario

cartilaginoso y es predominante en la formacién de huesos planos.

Aqui, las células madre mesenquimales se diferencian directamente en
osteoblastos para formar el hueso. La relacion entre la resorcion y formaciéon 6sea
es un proceso complejo y aun no es completamente entendido. Aunque hay
diversas teorias y evidencia emergente, se sugiere que ciertas citocinas, como IL-6,
IL-1 e IL-11, podrian estar involucradas en la activacion tanto de osteoclastos como
de osteoblastos. Ademas, la liberacion de factores estimulantes de osteoblastos
durante la resorcion 0sea y otras interacciones moleculares podrian explicar este
acoplamiento. Un entendimiento mas profundo de este proceso ha llevado a
tratamientos innovadores para enfermedades como la osteoporosis (Clarke, 2008).

Sin embargo, diversas enfermedades pueden alterar este delicado balance de
remodelacion. Condiciones como hiperparatiroidismo primario, hipertiroidismo y la
enfermedad de Paget se caracterizan por una activaciéon anormal de osteoclastos,
lo cual puede tener consecuencias graves en la salud 6sea del individuo. Este
panorama nos muestra la importancia de la formacién y remodelacion 6sea en la
salud humana y la necesidad de investigar mas a fondo para entender mejor estos

procesos y cOmo pueden ser afectados por diversas condiciones patoldgicas.

1.3.3 Crecimiento y modelado 6seo

Los huesos largos crecen longitudinalmente mediante el proceso de osificacion
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endocondral en la fisis. Sin embargo, el crecimiento radial del hueso se produce
mediante un proceso llamado crecimiento 6seo aposicional. Este crecimiento se da
a nivel del periostio con la posterior resorcion del hueso antiguo a nivel del endostio.
Las células progenitoras 0seas en la capa de “cambium” son las responsables de
este proceso. El crecimiento de los huesos faciales varia segun la ubicacion y esta
relacionado en gran medida con el proceso de crecimiento 0seo aposicional.
Ademas, tanto la osificacion intramembranosa como la osificacion endocondral
contribuyen al cambio de tamafio y forma del esqueleto craneofacial durante el
desarrollo. Se cree que el modelado del craneo es sefialado mediante sefales de
mecano-transduccion provenientes del crecimiento subyacente del cerebro. La Ley
de Wolff, popularizada en 1892, establece que los huesos cambian de forma para
adaptarse a las tensiones que se les imponen. En efecto, el hueso sufre resorcion
en las zonas donde no experimenta tensién y se refuerza donde se aplican fuerzas
de tension. Por lo tanto, aunque el concepto de modelado tiene una funcion
importante para optimizar la resistencia estructural del hueso, también puede tener

efectos perjudiciales (Buck & Dumanian, 2012).

1.3.4 Remodelaciéon 6sea

La remodelacién ésea es el proceso regulado de resorcién y reemplazo del hueso
con un pequefio cambio global en forma tridimensional. Es esencialmente el
proceso de mantenimiento diario que mantiene los huesos saludables, ayuda en la
regulacion de la homeostasis del calcio y asiste en la reparacion del hueso
microdafiado. La remodelacion comienza al nacer y continla hasta la muerte. Si
bien el proceso parece ser en gran parte aleatorio, también esté dirigido a areas que
requieren reparacion. El resultado final de cada ciclo de remodelacion es la

produccion de una nueva osteona o paquete trabecular.
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1.3.5 Defectos 6seos

La Organizacion Mundial de la Salud ha notado un aumento preocupante en
enfermedades musculoesqueléticas entre 2010 y 2020, con costos de tratamiento
en alza. Los defectos 0seos son especialmente probleméticos y pueden ser
causados por multiples factores, desde traumas hasta enfermedades patoldgicas.
Estos defectos, que suelen dafar el tejido blando y el flujo sanguineo circundantes,

limitan la autocuracion del hueso.

Es crucial entender la diferencia entre un defecto éseo de "tamafio critico" y una
"no-unidn”. El primero no sanara por si solo y requiere tratamientos adicionales
como injertos 6seos, especialmente si supera los 2 cm o si hay una pérdida de mas
del 50% de la circunferencia 6sea. Por otro lado, la "no-unién" implica fallos en la
sefalizacion celular o inestabilidad biomecanica que impiden una correcta fusién
O0sea. En estos casos, la biologia y estabilidad pueden ser adecuadas, pero la
recuperacion se ve afectada por la pérdida significativa de tejido 6seo y posibles
complicaciones adicionales, como el estado del tejido blando circundante (Amini et
al., 2012). Pequefios defectos 6seos usualmente sanan sin intervencion adicional
(Fig. 4). Sin embargo, si el defecto es lo suficientemente grande, puede llevar a
complicaciones como falta de fusién o fracturas patoldgicas. La ingenieria de tejidos
es una opcion emergente que combina células, materiales y factores bioquimicos

para desarrollar estructuras que faciliten la curaciéon de estos defectos 6seos.
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Figura 4. Proceso de defectos 6seos. La curacion de fracturas 6seas es un proceso complejo que
comienza con inflamacioén y la formacion de un callo de cartilago. A medida que los osteoblastos se
acumulan, este callo se transforma en hueso. Los osteoclastos luego absorben el callo, permitiendo
que los osteoblastos restauren la estructura anatomica del hueso dafiado y soporten la carga
mecanica. Este proceso de curacion ésea implica multiples etapas y es fundamental para la

recuperacion de las lesiones 6seas (Xiong & Xiong, 2022).

1.3.6 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un campo interdisciplinario emergente que ha mostrado
promesa particular en el tratamiento de enfermedades éseas, un problema creciente
especialmente entre la poblacion envejecida y personas con condiciones como la
osteoporosis. Esta disciplina combina conocimientos de biologia celular, ingenieria
de materiales y bioquimica para crear andamios artificiales, estructuras que imitan al
tejido 6seo natural, para facilitar la regeneracion y reparacion de huesos dafados
(Amini et al., 2012).

Utilizando biomateriales disefiados con caracteristicas especificas, como la
habilidad para conducir el crecimiento celular (osteoconductividad), inducir la
formacion de hueso (osteoinductividad), y albergar células que generan hueso

(osteogenesis), la ingenieria de tejidos puede acelerar el proceso de curacion.
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Ademas, estos materiales se seleccionan por su alta biocompatibilidad,
minimizando el riesgo de respuestas inflamatorias o toxicidad (S. Chen et al., 2022; C.
Lietal., 2021).

A pesar de los avances significativos, el campo aun enfrenta desafios. El
metabolismo 0seo es un sistema complejo y la investigacion que requiere es larga
y laboriosa, lo que limita el desarrollo a un ritmo mas rapido. Aun asi, la ingenieria
de tejidos esta progresando en solucionar problemas clinicos que hasta ahora eran
intratables, ofreciendo una nueva esperanza para el tratamiento eficaz de defectos

0seos y enfermedades relacionadas.

Esta tecnologia también esta adaptada para cumplir con las necesidades
mecanicas del hueso humano, lo que es crucial para la transmision adecuada de
fuerzasy cargas en el cuerpo. Los productos de degradacién de estos biomateriales
estan diseflados para ser no toxicos, y su descomposicidén esta sincronizada con el
ritmo de crecimiento del nuevo tejido 6seo. Su potencial para mejorar la calidad de
vida de muchas personas es indiscutible, como se muestra en la Fig. 5 (Hofmann et
al., 2007b; Melke et al., 2016; Sommer et al., 2017).
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Figura 5. Aspectos considerables en laingenieria de tejidos. Factores a considerar en el disefio
de andamios y como interactian entre si. Elaboracién propia con la aplicacion BioRender. apoyado
por (Schulze et al., 2023).
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1.3.7 Tipos de injertos

Existen diferentes tipos de biomateriales utilizados debido a su capacidad
regenerativa osteogénica. Algunos ejemplos son: el injerto 6seo autdgeno, el injerto

0seo alogénico, o el uso de biomateriales sintéticos.

Los injertos Oseos autdogenos implican la extraccion del hueso de un sitio
(generalmente de la cresta iliaca) del paciente y su trasplante a una zona dafada
del mismo paciente. Abarcan el 58% de los sustitutos éseos y sigue siendo el mas
utilizado para la reconstruccibn de pequefios defectos 6seos. Estos poseen
caracteristicas osteoconductoras, osteoinductivas y osteogénicas debido a la
presencia de células osteogénicas y factores de crecimiento. Sin embargo, su uso
se asocia con desventajas como morbilidad en el sitio del donante, suministro
limitado de injertos, sangrado, dolor croénico, infecciones y malos resultados
cosméticos (Hannink & Arts, 2011).

El aloinjerto, implica el trasplante de tejido éseo de un donante. Este tipo de injerto
constituye el ~34% de los substitutos dseos. Los injertos 6seos alogénicos no estan
asociados con la morbilidad del sitio del donante y estan disponibles en varias
formas y tamafios. Sin embargo, hay varios inconvenientes asociados a los
aloinjertos: riesgo de transmision de enfermedades infecciosas, posibilidad de
rechazo inmunolégico, pérdida de propiedades biolégicas y mecénicas debido a la
esterilizacion del injerto. Ademas, la demanda de tejido aloinjerto supera con creces

la oferta disponible (Zimmermann & Moghaddam, 2011).

Por otro lado, materiales bioinertes como la alimina, el acero inoxidable y el poli
(metacrilato de metilo) (PMMA) se han utilizado en una amplia gama de cirugias
Oseas. Las ventajas considerables de estos implantes frente a los injertos biolégicos
radican en su disponibilidad y reproducibilidad. Sin embargo, estos biomateriales no
se integran bien con el hueso huésped y son encapsulados por el tejido fibroso
después de su implantacion en el cuerpo. La produccién de residuos de desgaste y
un alto desajuste de la rigidez entre los implantes de soporte de carga y el hueso

adyacente son factores limitantes adicionales (O’Keefe & Mao, 2011).
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Figura 6. Tipos de injertos naturales vs sintéticos. Comparativa pros y contras de autoinjertos,

aloinjertos, y xenoinjertos: Injertos 6seos sintéticos y sus elementos esenciales. Elaboracion propia

con la aplicacién BioRender. apoyado por (Carvalho et al., 2021).
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1.4 Antecedentes

1.4.1 Andamios pararegeneracion 6sea

La ingenieria de tejidos se erige como un campo pionero y transformador en la
atencion médica, con un enfoque particular en areas criticas como la ortopedia y la
regeneracion 0sea. Esta disciplina interdisciplinaria integra aspectos de la biologia
celular, la ciencia de biomateriales y técnicas avanzadas de fabricacion como la
sintesis de materiales mediante técnicas como: air jet spraying-spinning,
electrohilado e impresiéon 3D. El objetivo es disefiar soluciones altamente
personalizadas que aborden desafios clinicos especificos, ofreciendo nuevas vias
para una atencion médica mas eficaz y precisa. Los andamios porosos, disefiados
con precision a partir de datos anatomicos personales, pueden albergar células
madre y factores de crecimiento que aceleran la curacién y la regeneracion del tejido
0seo. Estos andamios se disefian en un entorno virtual quirdrgico, lo que ofrece
opciones especificas del paciente para corregir problemas como el desalineamiento
0seo. Sin embargo, a pesar de los avances significativos y resultados preclinicos
prometedores, la ingenieria de tejidos aun enfrenta obstaculos en la transicién de la
investigacion al uso clinico rutinario, un vacio a menudo referido como el "valle de
la muerte". Este desafio resalta la necesidad de mas investigacion aplicada y
validacion clinica para cerrar la brecha entre los avances tecnolégicos y su
implementacion en la atencibn médica en el mundo real. Los esfuerzos de
investigacion recientes se han centrado en el desarrollo de andamios porosos que
podrian proporcionar sefiales fisicas y quimicas para acelerar el proceso de
regeneracion 6sea. También, se ha demostrado que los parametros fisicos como la
arquitectura de los poros, el modulo elastico y la topografia son propiedades
influyentes de los andamios que afectan no solo la unién celular sino también la

adhesion celular y la regeneracion tisular (Melke et al., 2016; Sommer et al., 2017).
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1.4.2 Técnicas para la fabricacion de andamios para regeneracién

Osea

En la ingenieria de tejidos, la sintesis de andamios es un proceso complejo que
implica diversas técnicas, cada una con sus propias particularidades y aplicaciones.
Entre los métodos convencionales se encuentran el colado con solvente, que es
una técnica efectiva pero limitada para crear estructuras porosas de polimeros. Esta
técnica utiliza un solvente organico para disolver un polimero seleccionado y un
agente porogénico, como el cloruro de sodio, para inducir la porosidad. Aunque es
eficaz en la generacion de redes porosas, carece del grado de control necesario
para interconectar los poros de manera efectiva, una caracteristica esencial para la

vascularizacion y el transporte de nutrientes.

Por otro lado, la liofilizacién es otro método versatil que elimina la necesidad de
agentes porogénicos, utilizando en su lugar la cristalizacion del agua para formar
los poros. Sin embargo, aunque la liofilizacion y el colado con solvente permiten
cierto control sobre la porosidad, ambas técnicas son menos efectivas para crear
caracteristicas estructurales 3D similares a la matriz extracelular natural (Bhushan
et al., 2022). Los hidrogeles ofrecen una biocompatibilidad excepcional debido a su
similitud con el entorno de la matriz extracelular, pero a menudo carecen de la
resistencia mecanica necesaria y pueden ser propensos a la degradacion

incontrolable y alta inmunogenicidad (Badrossamay et al., 2010).

En la vanguardia de las técnicas de fabricacién se encuentra el electrohilado, que
permite la produccion de fibras en escalas que van desde lo micro hasta lo
submicrométrico. Este método tiene la capacidad Unica de incorporar componentes
inorganicos a nanoescala, haciéndolo adecuado para aplicaciones avanzadas en
ingenieria de tejidos. A pesar de su versatilidad, el electrohilado tiene desafios como
la baja tasa de produccion y la necesidad de una fuente de alto voltaje. Por otro
lado, el hilado por aspersion con aire (AJS, por sus siglas en inglés) emerge como
una alternativa econdmica que permite recubrir grandes superficies de diversos

sustratos de manera rapida y uniforme. Esta técnica facilita la fabricacion de
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andamios de membrana con nanocompuestos hibridos orgénicos e inorgénicos,
generando estructuras porosas altamente interconectadas. Dada su rapidez y
sencillez en el procesamiento, AJS se destaca por su accesibilidad, ya que no
necesita equipos especializados y su costo operativo es bajo. EI método se
fundamenta en el uso de gas presurizado dispensado a alta velocidad, que estira la
solucion polimérica en fibras delgadas conforme sale de la boquilla.
Simultaneamente, el solvente comienza a evaporarse, proceso que se completa una

vez que las fibras se han asentado sobre un sustrato (Marsi et al., 2019).
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Figura 7. Diagrama esquematico de la técnica airjet spraying. Funcionamiento y
componentes principales de la técnica de air-jet spraying conjugado con material dopante.

Elaboracion propia con la aplicacion BioRender. apoyado por (Abdal-Hay et al., 2013).

1.4.3 Biopolimeros

Los polimeros naturales son una clase de polimeros que se encuentran en la
naturaleza y estan compuestos principalmente por proteinas (colageno, fibroina de

seda) y polisacaridos (quitosano, alginato, acido hialuronico y celulosa). Estos
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polimeros suelen contener moléculas biofuncionales que garantizan bioactividad,
superficie biomimética y remodelacion natural. Sin embargo, presentan algunos
inconvenientes como respuesta inmunogénica, contaminacion microbiana (es decir,
endotoxina), sintonizabilidad reducida, tasa de degradacién incontrolable y débil
resistencia mecénica. Debido a estas limitaciones, su aplicacion en la regeneracion
de tejidos 6seos es limitada. Uno de los polimeros naturales mas estudiados para
aplicaciones biomédicas es el colageno. Este componente basico de varios tejidos
animales ofrece una serie de sitios de union favorables para las células éseas,
adhesion y se sabe que promueve la deposicion de matriz mineralizada. Sus
principales caracteristicas son la biodegradabilidad enzimatica y la versatilidad para

ser procesado en diferentes formas fisicas, como andamios fibrosos e hidrogel.

Por otro lado, los polimeros sintéticos presentan estructuras y propiedades
adaptadas mediante el disefio apropiado de los grupos funcionales de los polimeros.
Estas ventajas garantizan una calidad predecible, reproducible y sintonizable. Las
propiedades pueden variar segun las aplicaciones especificas. Por ejemplo, su
degradacion y velocidad podrian alterarse actuando sobre la composicion quimica,

la cristalinidad y sobre la estructura molecular.

En comparacion con los polimeros naturales, los polimeros sintéticos presentan una
bioactividad reducida y presencia limitada de sitios de reconocimiento celular y
osteoconductividad. En este contexto, se han probado varios recubrimientos como
particulas bioceramicas para mejorar el rendimiento de su superficie para la

regeneracion del tejido 6seo.

Entre los polimeros sintéticos mas utilizados se encuentran los poliésteres alifaticos:
Poli(e-caprolactona) (PCL), polilactida (PDLA, PLLA), poli(lactida-co-glicolida)
(PLGA) y acido polilactico (PLA) (Pan et al., 2012).

1.4.4 Polimero &cido polilactico

El 4cido polilactico (PLA) es un polimero sintético altamente valorado en el ambito
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de la regeneracion Gsea por sus atributos clave, como la citocompatibilidad, la
estabilidad térmica y la produccion de subproductos no toxicos durante su
degradacion. Ademas, la estabilidad térmica y las propiedades de degradacion del
PLA se pueden personalizar ajustando la seleccion y disposicion de los
estereoisdmeros en las cadenas poliméricas, conocidas como relaciones L/D, asi
como los pesos moleculares (Esquema 1). En estudios recientes, el PLA se ha
combinado con hidroxiapatita para potenciar sus propiedades mecanicas. Un
ejemplo notable es un andamio PLA/hidroxiapatita creado mediante técnicas de
bioimpresién 3D, el cual exhibié canales que replican la estructura de los microvasos
y mostré una excelente elasticidad. Por otro lado, experimentos in vitro, utilizando
células mesenquimales humanas, han revelado un incremento en la adhesion
celular, proliferacion y osteodiferenciacion en comparacion con andamios similares

sin hidroxiapatita o con canales de mayor tamafio (Pandele et al., 2020).

Adicionalmente, otros materiales derivados del PLA han obtenido resultados
prometedores en regeneracion 6sea. Por ejemplo, un equipo de investigacion
desarroll6 una malla nanofibrosa compuesta por PLA y gelatina. Al sembrar células
madre mesenquimales en este andamio, se observé una efectiva diferenciacion
osteogénica. Debido al éxito en pruebas in vitro, este polimero también ha avanzado
a la fase de ensayos in vivo. Ademas, algunos estudios han explorado la
combinacion de PLA con otros polimeros sintéticos, como el PCL, estabilizados por
nanoparticulas hidrofobamente modificadas. Estos andamios macroporosos y
jerarquicos resultan ser biocompatibles y su estructura es analoga a la matriz

extracelular natural.
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Esquema 1. Sintesis y aplicaciones del PLA en biomedicina. El Poli(acido lactico) (PLA)
es un polimero crucial derivado de biomasa renovable. Se muestra la degradabilidad del PLA y la
forma de sintesis o produccién y aplicaciones de poly(L-Acido lactico) (PLA), principalmente en
biomedicina, utilizando métodos de polimerizacion innovadores y sostenibles. Elaboracion propia con

la aplicacién BioRender. apoyado por (de Franga et al., 2022).

1.4.5 Nanocristales luminiscentes (LNCs)

Los elementos de tierras raras (ETR) conforman un grupo de elementos quimicos
con propiedades quimicas similares. Estos elementos, poseen caracteristicas
Gnicas de fotoluminiscencia, otorgandoles propiedades espectroscépicas
distintivas, como una emisién duradera y un ancho de banda estrecho. Debido a
estas propiedades, los materiales basados en ETR son esenciales para

aplicaciones en ingenieria de tejidos e imagenologia biomédica.

Estas nanoparticulas proporcionan el contraste fluorescente necesario para
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visualizar componentes celulares y tejidos especificos. Diversos materiales
luminiscentes, como puntos cuanticos, nanodiamantes y nanoparticulas de oro, han
sido propuestos para estas aplicaciones. Sin embargo, las nanoparticulas dopadas
con lantanidos, un subgrupo de los ETR, destacan por sus propiedades, como una
larga vida util de fluorescencia, alta eficiencia cuantica y resistencia a la
fotodegradacion. A diferencia de otras técnicas de etiquetado fluorescente, que
pueden presentar problemas de estabilidad o toxicidad, las nanoparticulas dopadas
con lantdnidos son especialmente prometedoras para aplicaciones médicas y
terapéuticas dirigidas.
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Figura 8. Fotoexcitacién y luminiscencia. La red cristalina absorbe energia cuantizada,
provocando la excitacidon de electrones y generando transferencia de energia, calor y emision de
fotones. También se representan diagramas de energia con transiciones relevantes. Existen varios
efectos de emision tales como i) Conversiéon ascendente Auger, ii) Conversion ascendente Anti-
Stokes iii) de dos bandas. Elaboracién propia con la aplicaciéon BioRender. apoyado por (Q. Liu et
al., 2013).

1.4.6 Granate de o0xido de itrio-aluminio (YAG)

El granate de itrio y aluminio, conocido como YAG (Y3AlsO12), es un material
inorganico no metalico de suma relevancia, reconocido por sus destacadas
propiedades fisicas, quimicas, térmicas, mecanicas y oOpticas. Su robustez y
versatilidad lo convierten en un candidato idoneo para aplicaciones estructurales de
alta temperatura, respaldado por su alto punto de fusién (1970°C), su extrema

dureza, notoria estabilidad quimica y de fase a elevadas temperaturas.
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Dada su capacidad para ser dopado con iones de tierras raras, el YAG ha capturado
el interés de la comunidad cientifica. Estos iones, al ser excitados en las
nanoparticulas dopadas, desprenden una luminiscencia caracteristica, ampliando
asi sus aplicaciones potenciales, especialmente en el &mbito biomédico. Es notable
el brillo que manifiestan estas nanoparticulas al ser excitadas. Las denominadas
nanoparticulas de conversion descendente (DC) revelan una emision desplazada
tipo Stokes, influenciada directamente por un ion lantanido excitado en la matriz
huésped, aspecto crucial para sus propiedades luminiscentes finales. La absorcién
de radiacion lleva a un ion lantanido, o activador, a un estado excitado,
experimentando una transicion desde su estado fundamental al estado E2. A
continuacion, se produce una relajacion no radiativa hacia el nivel E1, culminando
en una emisioén DC. Este proceso de relajacion, que transita desde E2 hasta E1, es
complejo y estd modulado por la dinamica de fonones del nanofésforo (Hamroun et
al., 2022).

En el ambito de la iluminacion, el YAG ha demostrado ser revolucionario al convertir
la radiacion absorbida en diferentes tonalidades de emision mediante un amplio
espectro fotoluminiscente. Esta versatilidad se extiende también al campo de
deteccion de particulas de alta energia, con aplicaciones en imagen médica, fisica
de alta energia y seguridad. Dada la demanda y diversidad de aplicaciones, el
disefio y fabricacion de escintiladores como el YAG:Ce3* han evolucionado hacia
diversas morfologias como nanocristales, nanofibras, y estructuras en formas tipo
de varilla-arroz cuasiesféricas. Estos avances buscan no solo optimizar el
rendimiento, sino también reducir costos, especialmente en aplicaciones que cubren

grandes areas (Osorio-Arciniega et al., 2022).

Con el propdsito de adaptarse a los requerimientos especificos de la ingenieria y
medicina, la fabricacién de detectores ha adoptado formas geométricas variadas.
Dada la complejidad de depender de cristales Unicos, se han impulsado
investigaciones para desarrollar compuestos centelleantes inorganico-organicos
gue combinen bajo costo y alto rendimiento. En este contexto, los compuestos que

incorporan una matriz polimérica se han posicionado como una alternativa
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prometedora para los investigadores, dadas sus propiedades intrinsecas, su
capacidad de resistencia a la radiacion y su versatilidad en la fabricacion de formas

diversificadas (Ranakoti et al., 2023; L. D. Sun et al., 2014).
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Figura 9. Imagen representativa del desarrollo de NPs de elementos de tierras raras
(RE). Mediante la emisién de upconversion (UC), facilitan la conversion de luz ultravioleta a visible,
crucial para aplicaciones en bioimagenes y deteccién. Elaboracion propia con la aplicacion

BioRender. apoyado por (L. D. Sun et al., 2014).
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1.5 Justificacion

El desarrollo de composites de andamios fibrilares poliméricos integrados con
nanocristales luminiscentes es esencial en la investigaciéon actual. Estos
nanocristales permiten una deteccion precisa de la localizacidn, colonizacion e
interacciones celulares en la superficie del andamio a través de la luminiscencia
multimodal. Esta tecnologia proporciona herramientas avanzadas para el monitoreo
de células cultivadas, lo que es de gran relevancia en aplicaciones relacionadas con

la regeneracion de tejidos y la ingenieria de tejidos.

1.6 Hipotesis

Se hipotetiza que la técnica de air-jet spraying permitira el desarrollo de andamios
fibrilares composites con un seguimiento estructural y local preciso, presentando
propiedades fisicoquimicas y biocompatibles adecuadas para su uso potencial en la
regeneracion de tejidos.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo General

El objetivo general de este estudio es sintetizar y caracterizar andamios fibrilares
composites biocompatibles utilizando la técnica de air-jet spinning, con el propdésito
de guiar y facilitar la regeneracion de tejidos en aplicaciones biomédicas.
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1.7.2 Objetivo Especificos

Sintetizar y caracterizar nanocristales luminiscentes con diversos iones dopantes de

tierras raras.

Optimizar y sintetizar andamios fibrilares composites mediante la técnica de air jet

spraying, y caracterizarlos a través de su analisis morfologico y fisicoquimico.

Evaluar la respuesta biologica de los osteoblastos fetales humanos (hFOB)
cultivados sobre los andamios fibrilares composites, considerando morfologia

celular, interaccion de adhesion y viabilidad celular.

Conducir ensayos in vivo para determinar el nivel de inflamacion provocado por el

composite dopado, seguido de su analisis hitopatologico.

Nanocristales de b 450nm X 390nm ® 750 nm
conversion ascendente N Luz azul Luz Uv Luz IR

YAG:Ce**

Dopado con NCs)

1{  Nanocomposite

Figura 10. Resumen grafico. Andamio fibrilar composite dopado con diferentes nanocristales
(YAG:Ce?, YAG:Eu®", YAG:Tm3* YAG:Merge) para su aplicacién en la regeneracion de tejido éseo.

Elaboracion propia con la aplicacion BioRender.
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Capitulo 2. Metodologia

Sintesis de nanoparticulas luminiscentes YAG:Ce®,
YAG:Eu®", YAG:Tm3", YAG:Merge por el método de sol-gel.

Para la elaboracion de nanocristales luminiscentes, se utilizé el método sol-gel. En
este enfoque, una estructura cristalina, especificamente del tipo granate de

aluminio-itrio, se sometié a dopado utilizando diversos iones de tierras raras, entre

. 3+ 3+ 3+ .y . .,
los cuales se incluyen Ce™ , Eu” ,y Tm™ . La composicién quimica de esta reaccion

se baso en la siguiente relacion estequiométrica.

(3-X) Y(N03)3 + 5A|(N03)3 + (X) Ce/ Eu/ Tm/ (NO3)3 + WY C4HeOg + Y (3-X) Al5012:
Ce/ EuU/Tm/(x)

Los reactivos empleados incluyeron Y(NOg)3-6H,0, AI(NO3);-6H,O, Ce(NO3)
3-6H20, Eu(NO3)3-6H20, Tm(NO3)3-6H20, y C4HsOs, todos obtenidos de Sigma-
Aldrich® con una pureza del 99.99%. Se utiliz6 acido tartarico (C4aHsOs) como
agente precursor-quelante en una proporcion W =2:2. La variable x representa el
porcentaje de concentracion de los distintos iones dopantes. Dicha variable se ajusté
segun la optimizaciébn de las propiedades luminiscentes de cada nanocristal

producido.

Las proporciones de los iones dopantes se establecieron tras una optimizacion,

siendo las concentraciones de Ce3+, Eu’ y ™m> de 3%, 3% y 1.5%,
respectivamente. Ademas, se realiz6 una combinacién de estos iones (Merge) en
una relacion de 2:1:1%. Después de una extensa agitacion magnética nocturna, los
reactivos se disolvieron en agua desionizada que habia sido filtrada previamente

con una membrana de nailon de 0.2 ym. Inicialmente, se aumenté la temperatura a
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60°C usando una parrilla eléctrica. Posteriormente, para tener un mayor control
térmico, la solucién se mantuvo en constante agitacion en una rejilla de pirolisis por
pulverizacién, manteniendo la misma temperatura, durante un periodo de dos horas.
Subsecuentemente, los agregados se expusieron a un proceso de recocido en un
horno Felisa FE-290, alcanzando temperaturas de hasta 1100°C y manteniéndose
por intervalos de 2, 6 y 16 horas. Al concluir, se procedio a triturar dichos agregados

utilizando un mortero de Agata. Este protocolo se replico para los distintos dopantes

L, 3+ 3+ 3+ . ., .

ionicos, entre ellosCe ,Eu , Tm yuna combinacion designada como Merge, que
incorpora todos los iones de tierras raras que se sintetizaron. Para concluir, los
nanocristales obtenidos se almacenaron en frascos ambar con el objetivo de

prevenir su fotodegradacion.

Sol-gel convencional ) : Sol-gel controlado

—_—>
e (45
Y(NOs)s-6H,0, 4 /
AI(NO3) 6H:0, 4 [ Nl
X(NO:); -6H,0, o = .
C4HgO, i . .
30 mL H,0, = » dor spray pirélisi i Tratamiento t'ermlco
ion lantanido Agitacion H o annealing
d gnética rig T=60-80°C : T= 60-80°C
L 20-24h : T=110°C
( Resultados )
Concentraciones
del ion dopante
(1-5%)

YAG:Ce¥ YAG:Eu®* YAG:Tm YAG:Merge
(3%) (3%) (1.5%) (2:1:1)

. J

Figura 11. Diagrama de flujo del método de sintesis Sol-Gel. Se destacan las técnicas
convencional y controlada, acompafiado de imagenes representativas de agregados finales del
material YAG, con diferentes concentraciones optimizadas del ion dopante. Elaboracién propia con

la aplicacion BioRender.
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3.2 Sintesis de nano/microfibras dopadas con nanocristales

luminiscentes

Los andamios compuestos fibrilares se generaron utilizando la técnica air jet
spraying (AJS), empleando soluciones de acido polilactico (PLA). En primer lugar, se
formularon soluciones con el 10% en peso de PLA. Granulos de PLA (C3HeOs; PM
192,000 de Nature Works, Minnetonka, MN, EE. UU.) se disolvieron en cloroformo
(CHCIs de J.T. Baker) que habia sido filtrado previamente con una membrana de
nailon de 0.2 ym, después la mezcla fue agitada durante 20 horas. Posteriormente,
se adicion6 etanol al 70% y se agité durante 30 minutos hasta lograr una solucion

homogénea. La proporcién utilizada de cloroformo y etanol fue de 3:1.

A esta soluciébn polimérica se le incorporaron nanocristales luminiscentes:

YAG:Ce3+, YAG:EU" y YAG:Tm™". Ademas, se incluyé una mezcla de estos tres
nanocristales (Merge). Con el objetivo de asegurar una distribucién uniforme de las
nanoparticulas en la solucién, se sometieron a un proceso de sonicacion durante 2
horas. Esta solucion fue después cargada en un aerdgrafo de gravedad (ADIR
modelo 699), el cual cuenta con una boquilla de 0,3 mm de didmetro. Se aprovecho
la alimentacion gravitacional de la solucién para la elaboracion de las membranas

fibrilares, sin obtener desperdicio polimérico gradiente, alguno.

El sistema de aerbgrafo estuvo conectado a un tanque de argon presurizado
(nimero CAS 7740-37, concentracion > 99%, PRAXAIR México, Nuevo Ledn,
México). Durante la deposicion, se mantuvo una presion de 30 psi con una distancia
de 15 cm entre la boquilla y el sustrato-colector. El aerégrafo se desplazé de manera
constante en un movimiento horizontal a lo largo de un eje preestablecido. A lo largo
de la deposicién, se mantuvo constante el diametro que el rocio cubria sobre el
sustrato. Finalmente, para prevenir la fotodesestabilizacion, las muestras obtenidas

se cubrieron y se secaron a 37°C durante 24 horas, previo a su analisis detallado.
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Sintesis del andamio dopado con nanocristales

Colector

A 0.3 mm diametro de boquilla
Nanocristales
sonicados
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Figura 12. Diagrama de flujo del método de sintesis de los andamios fibrilares de PLA
por el método air-jet spraying (AJS). Se muestra el procedimiento paso por paso de la técnica

AJS conjugada con NCs. Elaboracién propia con la aplicacién BioRender.

3.3 Técnicas de caracterizacion de los nanocristales

luminiscentes (LNCs)

Las propiedades fisicoquimicas de las LNCs sintetizadas se evaluaron utilizando

diversos instrumentos de caracterizacion, entre los cuales se encuentran:

3.4 Difracciéon de rayos-X (XRD)

Se analiz6 la fase cristalina de los nanocristales Y3AlsO:12 dopados con

ce’/Eu>ITm®" utilizando el difractémetro de rayos X Phillips X'pert, equipado con
una fuente de Cu y radiacion Ka1 (A= 0.15406 nm). El escaneo XRD se llev a cabo
en un rango de 20 de 15-80°, aunque el rango principal de interés fue de 20-80°. El
tamafio promedio de los cristalitos se dedujo del ensanchamiento de los picos de

XRD aplicando la ecuacion de Scherrer. La férmula es la siguiente:
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5 __0.92
~ Bcos(6)

Donde D representa el tamafio promedio del cristalito, 0.9 es una constante
relacionada con la forma del cristalito (0.9 x 57.3), A es la longitud de onda utilizada
en XRD, 6 denota el angulo de difraccion y B corresponde a la semi-amplitud

corregida del pico de difraccibn mas pronunciado.

3.5 Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

El tamafio y la morfologia de los nanocristales luminiscentes (Y3AlsO12:

Ce3+/Eu3+/Tm3+) fueron analizados mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM), utilizando el equipo JEOL JEM-2010 con un voltaje acelerado de 200 kV.
Para preparar las muestras, estas se dispersaron en etanol y se sonicaron durante
una hora. Luego, se depositaron 50 uL de la muestra sobre una rejilla de cobre de
malla 200 recubierta con una pelicula de soporte de la marca Pelco. Usando el
software ImageJ, se analizaron un total de 75 micrografias diferentes de los

nanocristales.

3.6 Microscopia electréonica de barrido (SEM)

Se analizo la superficie de los nanocristales luminiscentes mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) utilizando el equipo JEOL JSM-5300. Para preparar
las muestras, estas se depositaron cuidadosamente sobre cinta conductora de
carbono. Una vez fijadas, se expusieron a un haz de electrones acelerados,
garantizando un barrido minucioso y detallado de la superficie, permitiendo asi una

vision clara y precisa de la morfologia y composicion de los nanocristales.
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3.7 Dispersion dindmica de luz (DLS)

La Dispersion Dinamica de Luz (DLS) es una técnica crucial que permite determinar
el tamafio y la distribucion de particulas en soluciones o suspensiones,
especialmente en el rango hanométrico. Basandonos en el protocolo NIST, hemos
empleado esta técnica utilizando el instrumento Microtrac Instruments-Zetatrac y su
software asociado. Las mediciones se realizaron a una temperatura constante de
25°C. Los resultados, presentados en forma de distribuciones, reflejan tanto la
intensidad como el nimero de particulas. Este método proporciona una visién
detallada de la uniformidad y estabilidad de las muestras analizadas, siendo

esencial en la investigacion y desarrollo de nanomateriales.

3.8 Analisis espectroscopico mediante infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) y técnica de reflectancia total
atenuada (ATR)

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) es una
herramienta esencial que nos permite estudiar las interacciones moleculares y la
composicién quimica de las muestras. En nuestro estudio, se obtuvieron espectros
FTIR utilizando el espectrémetro Thermo Scientific Nicolet ISS0R FT-IR. Para cada
muestra, se crearon pastillas de KBr con una concentracion del 0.25% en peso.
Utilizamos la técnica de Reflexion Total Atenuada (ATR) con un cristal de alto indice
de refraccién para recibir un haz infrarrojo, lo que generdé un espectro infrarrojo

detallado. Estos espectros de transmisidn se registraron en un rango de 4000 a 500

-1 ., -1 . . .,
cm  con unaresolucién de 4 cm -, proporcionando informacion detallada sobre las

caracteristicas estructurales y composicionales de las muestras.
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3.9 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica no destructiva que se basa en el
fendbmeno de dispersion inelastica de la luz al interactuar con la materia. Esta
técnica proporciona informacién detallada sobre las vibraciones moleculares,
permitiendo la identificacion de compuestos y el estudio de estructuras moleculares.
Para nuestro analisis, los espectros Raman fueron obtenidos mediante el equipo

confocal Raman-WITec. Para calibrar el equipo, se utilizo silicio con una referencia

de 521 cm™1 y un laser verde de 532 nm a una potencia de 3.4 mW. Las mediciones
se realizaron utilizando un objetivo de 100x, lo que resulté en un tamafio de punto
aproximado de 9um. Para el andlisis de datos y determinar las caracteristicas de las
bandas de vibracién, se empleo el software Origin, permitiendo también comparar

los espectros obtenidos con datos de referencia.

3.10 Estudios de fotoluminiscencia (PL)

El andlisis de fotoluminiscencia (PL) se realiz6 para estudiar los espectros de
excitacion y emision de los nanocristales luminiscentes sintetizados, utilizando un
espectrofotometro Hitachi F-7000 con una lampara de arco de xenoén. Se
seleccionaron longitudes de onda de excitacién de 450 nm, 260 nmy 359 nm debido
a su maxima intensidad de emision PL. Mediante estos analisis, se obtuvo el indice
de reproduccion cromatica (CRI, por sus siglas en inglés). EI CRI es una medida
cuantitativa de la capacidad de una fuente de luz para reproducir fielmente los
colores de diversos objetos en comparacion con una fuente de luz ideal o natural.
Este indice es fundamental para entender como los nanocristales pueden influir en

la percepcion visual de los colores en diversas aplicaciones luminiscentes.
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3.11 Técnicas de caracterizaciéon de las fibras poliméricas

Las caracteristicas fisicoquimicas de las fibras de PLA combinadas con LNCs se
analizaron mediante una serie de técnicas de caracterizacion avanzadas,

incluyendo:

3.12 Microscopia 6pticay electronica de barrido (SEM)

Utilizamos la técnica de microscopia electronica de barrido (SEM) mediante un
equipo avanzado JEOL JSM-5300, complementado con imagenes de fluorescencia

obtenidas a través de un microscopio Axio Imager A2 Zeiss.

3.13 Analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial
de barrido (DSC)

Se llevaron a cabo analisis termogravimétricos (TGA) y de calorimetria diferencial
de barrido (DSC) para examinar las propiedades térmicas de las muestras. El andlisis
TGA, realizado con el equipo SDTQ600 de TA Instruments, mide la cantidad y
velocidad con la que una muestra pierde su peso a medida que se calienta. Se
utilizaron canastillas de platino que pesaron automaticamente muestras de 2-4 mg,
calentandolas de 180°C a 400°C a una velocidad de 10 °C/min. Por su parte, el
analisis DSC, utilizando el instrumento Q200 de TA Instruments, determina las
transiciones térmicas como la temperatura de transicion vitrea (Tg) y los puntos de
fusién (Tm). Para este analisis, se tomaron muestras de 2.5-3 mg y se calentaron
de 25°C a 180°C a un ritmo de 10 °C/min.
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3.14 Analisis de humectabilidad

Para determinar la capacidad de las muestras para ser mojadas por un liquido, se
midio el angulo de contacto con agua en la superficie. Este parametro es esencial
ya que proporciona una idea de cémo interactia un liquido con la superficie de un
material. Para llevar a cabo la medicion, se capturaron imagenes utilizando un
sistema de medicion del angulo de contacto justo 5 segundos después de depositar
una gota de 3 yL en la muestra. Este ensayo se realiz6 en cada uno de los andamios
estudiados, repitiéndose cinco veces, y se informaron los valores promedio

obtenidos.

3.15 Pruebas mecanicas

El modulo de Young, también conocido como mdédulo de elasticidad, es una medida
de la rigidez de un material y se utiliza para caracterizar su comportamiento elastico
bajo tensién y deformacién. Para comprender este comportamiento en las muestras
sintetizadas, se realizaron pruebas de compresion utilizando una Maquina Universal
de Ensayos con una celda de carga de 200 N, de acuerdo con la norma ASTM
D695. Las muestras, con dimensiones de 8 x 8 x 5 mm, fueron sometidas a una
tasa de carga de 1 mm/min, y se recopilaron los datos correspondientes de tensién-
deformacion. Este ensayo se efectudé en tres ocasiones para cada uno de los

andamios en estudio. Finalmente, se presentaron los resultados obtenidos.

3.16 Caracterizacion biolégicain vitro

La respuesta biolégica de andamios fibrilares enriquecidos con nanocristales
luminiscentes frente a células 0seas fetales humanas (hFOB) fue meticulosamente

analizada. Para este propésito, se recurrio a diversas técnicas especializadas de
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caracterizacion in vitro, estas se detallan a continuacion en el siguiente apartado.

3.17 Cultivo celular

Las células hFOB (linea celular ATTC numero 1.19) fueron cultivadas en medio
DMEM enriquecido con un 10% de suero bovino fetal (FBS). A este medio se le
afadio penicilina (100 IU/ml), estreptomicina (100 ug/ml) y anfotericina B (0.3 pg/ml),
esto con el fin de asegurar un ambiente 6ptimo de crecimiento celular. Los cultivos
celulares se mantuvieron a una temperatura constante de 37°C, en condiciones de
95% de aire, 5% de COz2, y con una humedad del 100%.

3.18 Interaccion celular con andamios composites

Tras esterilizar meticulosamente los andamios fibrilares compuestos con diferentes
soluciones de OH/Ab y exponerlos a luz UV, seguido de un proceso de secado de

4 horas a diferentes concentraciones de OH (10-60%), se introdujeron células hFOB

a una concentracién de 1x10" células/ml. Posteriormente, las células se incubaron
durante 24 horas para estudiar su interaccién con los andamios. Después de este
periodo, las células se fijaron con PFA al 4% y se emple6 microscopia de
fluorescencia (utilizando el Axio Imager A2 de Zeiss) para observar las muestras.
Se realizaron lavados adicionales con PBS con el fin de eliminar cualquier célula
gue no se hubiera adherido al andamio. Las imagenes obtenidas fueron analizadas

con el equipo de microscopia 6ptica AmScope.

3.19 Viabilidad celular

La biocompatibilidad de los andamios fibrilares compuestos se evalué mediante el
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ensayo de reducciéon de resazurina (DOJINDO®). La resazurina, una solucién de
color azul experimenta una reduccion intracelular por células viables, generando un

producto fluorescente de color rosa llamado resazurina. Las células hFOB se

sembraron a una densidad de 1x10" células/ml y se cultivaron durante 2, 4 y 6 dias.
Al finalizar cada periodo de cultivo, las células se incubaron con una solucion de
resazurina al 10% durante 4 horas a 37°C. Posteriormente, el sobrenadante se
traslad6 a una placa de 96 pozos, y se obtuvieron lecturas de absorbancia a 450
nm utilizando un lector ELISA (ChroMate, AWARENESS®). Los valores de
absorbancia se correlacionaron directamente con la actividad metabolica de las
células vivas, lo que indica la biocompatibilidad de los andamios.

3.20 Adhesion celular

Para analizar la adhesidon celular en distintos andamios sintetizados con

nanocristales controlados, incluidos YAG:Ce3+, YAG:Eu3+, YAG:Tm3+, Merge:NCs y
PLA puro, se prepararon andamios cuédruples en placas de 48 pozos a 37°C. A
continuacion, se sembraron células hFOB sobre las superficies compuestas a una
densidad de 5,000 células por pozo, y se incubaron a 37°C en un ambiente con 5%
de COs.. Las interacciones entre las células y el compuesto se fijaron con PFA/PBS
al 4% a las 24 y 48 horas después del tratamiento. Se observaron las muestras
mediante microscopia de fluorescencia (Axio Imager A2 Zeiss) y las imagenes

obtenidas se analizaron con el equipo de microscopia 6ptica AmScope.

3.21 Tincion de alizarina roja

Para valorar la mineralizacion de las células hFOB en los dias 3 y 21, se utilizo la
tincion de Rojo Alizarina. Inicialmente, las células se lavaron con PBS y se fijaron

con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos. Posterior a la fijacién, las células
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se tifieron con una solucidn de rojo alizarina al 0.5% a 37 °C durante 20 minutos.
Se capturaron imagenes de las células tefildas usando un microscopio Evos. Para
cuantificar la tincion, las células se trataron con una solucion de acido acético al
10%, se calentaron a 85°C durante 10 minutos y se centrifugaron a 12,500 rpm
durante 15 minutos. Se recogi6o el sobrenadante resultante y se midié su
absorbancia a 405 nm con un lector de microplacas (Molecular Devices SpectraMax
M2e). Para la cuantificacion, se resto la tincion de fondo de los andamios sin células
de los valores medidos. Estos procedimientos experimentales se realizaron por

triplicado.

3.22 Disefio del estudio en modelo animal

En este estudio, empleamos un modelo animal para evaluar la respuesta biolégica
de andamios dopados con nanocristales luminiscentes en condiciones fisioldgicas.
Se seleccioné este modelo por su relevancia y se aseguro el bienestar animal en la

investigacion. A continuacion, se detallan los procedimientos y resultados.

3.23 Declaracion ética

El Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de la Facultad de Odontologia
(CICUAL-FO) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) otorgo la
aprobacion para todos los procedimientos realizados en el modelo animal de
inflamacion inducida en ratas Wistar con la autorizacion del Comité de Cuidado,
identificado con namero de registro FO-M001-0004-2019.

47



3.24 Ensayo in vivo: implantacion de andamios

Se seleccionaron y dividieron aleatoriamente nueve ratas Wistar macho, de 12
semanas de edad y con un peso de 200g, para la implantacion de andamios. Estos
animales se obtuvieron del bioterio del Posgrado en Odontologia de la UNAM. Se
implantaron subcutaneamente cinco tipos de andamios (PLA puro y dopados con

YAG:Ce3+, YAG:Eu3+, YAG:Tm3+, Merge NCs) durante periodos de 7, 21 y 49
semanas bajo anestesia general (Ketamina 80mg/kg y Xilazina 10mg/kg). La
preparacion quirargica incluyé rasurado, desinfeccién y creacién de composites

rectangulares (2x1cm) en el lado superior izquierdo para los andamios de PLA al
10% wlv, PLAIYAG:Ce”' y PLA/YAG:Eu3+, y en el lado derecho para los andamios

PLAIYAG:TM y PLA/Merge. Cada andamio fue suturado firmemente con suturas
de Nylon 5-0. Las ratas se alojaron en habitaciones con control de temperatura (18-
22 °C, 50% de humedad relativa) con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, y
acceso libre a agua y dieta estandar. La monitorizacion posquirdrgica evalu6 el
bienestar general, apariencia de la herida, sangrado, exudado e integridad del

andamio.

a) b) Sitio de incisiér/
E y X
. J8 ‘/ Epidermis .
Control de PLA—»! Dermis

., <— PLA/YAG:Tm*

o 3
:t:;:::se; | |<— PLA/YAG:Merge
:Eu*

Hipodermis
Tejido
subcutaneo

1

—

W N ‘ . . &= Stratum fibrosum
| i Capa superior del andamio Z

Células dérmicas y

Capa inferior del andamio fibroblastos

Figura 13. Metodologia in vivo. a) Incisiones realizadas y representacion espacial de la
colocacion de cada andamio. b) Detalle del sitio de incision e interaccion del andamio a nivel tisular.

Elaboracion propia con la aplicacion BioRender.
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3.25 Analisis fotoluminiscentes in situ de andamios implantados

Se irradiaron los andamios exclusivamente con una lampara convencional de
longitud de onda de luz azul. Esto permitié la observacion directa de sus
propiedades luminiscentes dentro del area implantada y la evaluacién de la
penetracion de esta longitud de onda en el tejido de la rata.

3.26 Diagnodstico histopatolégico de andamios preparados ex vivo

Se realizaron analisis histoldgicos para examinar las interacciones entre el tejido y
el biomaterial en los sitios de implantacion de los andamios y en el tejido
circundante. Los animales fueron sacrificados a las 7, 21 y 49 semanas. Los
andamios y el tejido adyacente se disecaron, fijaron y tifieron con H&E y tricromica
de Masson, posteriormente se observaron bajo un microscopio Leica. Un patdlogo
experimentado analizé las secciones tefiidas para identificar signos de dafo tisular
y cambios estructurales. La tincion tricromatica usé colorantes rojos y azules para
visualizar colageno, ndcleos, tejido muscular y citoplasma. La tincion H&E mostr6 la
coloracién de cromatina, mucina, ndcleos, estructuras citoplasméticas y la matriz
extracelular. Entre los diagndsticos histoldgicos especificos se encontraron cambios
estromales, encapsulamiento del implante en granuloma, inflamacién perivascular,
perineural, y angiogénesis. Para detectar CD34* se utilizé un anticuerpo
monoclonal de ratén (Cat. No. IR632, RTU, Dako) y el anticuerpo contra la proteina
S100, Ab-1 (Neomarkers, Clone 4C4.9).

3.27 Clasificacion de la enfermedad del injerto contra el huésped
aguda por severidad (GHVD)

Grado 1 (leve, <25% de la piel afectada), Grado 2 (moderado, 25-50% de la piel

49



afectada con sintomas leves), Grado 3 (grave, >50% de la piel afectada con
afectacion hepatica y gastrointestinal) y Grado 4 (muy grave, piel con ampollas,
ictericia y diarrea severa) (Holler et al., 2018; Malard et al., 2023; Naserian et al.,
2018).

3.28 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico para analizar los datos cuantitativos, que se
presentaron como mediatdesviacion estandar. Se llevd a cabo un analisis de
varianza (ANOVA) utilizando el software GraphPad Prism 6.0c (GraphPad Software
Inc., La Jolla, Estados Unidos) y Origin (California, Estados Unidos) para comparar
los datos entre los grupos de estudio. La significancia estadistica se determind con
valores de p menores de 0.05 (*p<0.05), considerados significativos, valores de p
menores de 0.01 (**p<0.01), considerados altamente significativos, y valores de p

*k%*

menores de 0.001 (***p<0.001), también considerados altamente significativos.
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Capitulo 3. Discusion y resultados

4.1 Caracterizacion de nanocristales luminiscentes (LNCs) de
YAG: Ce®*/ YAG: Eu*/ YAG: Tm3y YAG:Merge

4.1.1 Difraccion de rayos-X (XRD)

La caracterizacion de la estructura cristalina de las muestras se llevo a cabo a través
de la difraccion de rayos X (XRD). Estas muestras fueron sintetizadas empleando
dos métodos distintos: el sol-gel convencional, donde se incrementd la temperatura
mediante una parrilla magnética, y el sol-gel controlado, en el cual se utiliz6 una
plancha de spray pirdlisis para regular el aumento de temperatura. En ambos casos,
las muestras presentaron todos los picos de difraccion caracteristicos
correspondientes a la fase tipo granate, también conocida como YAG. De igual

forma, se mostraron los picos caracteristicos de a-AlOz pudiendo ser indexados.

La sintesis de las muestras de YAG:Ce” /Eu’ ITm’" se realizé a partir de un material
inicial tipo gel que fue calcinado a 1100 °C en diferentes duraciones de recocido (2,
6 y 12 horas) (Armetta et al., 2019). Posteriormente, los polvos recolectados se
sometieron a molienda para disminuir el tamafio de las particulas. El andlisis del
patron XRD para el sistema tratado a 1100 °C mostré la aparicién del pico primario
del granate itrio aluminio-cerio (YAG) alrededor de 26= 33.304°, correspondiente al
plano cristalino con indices de Miller en [4 2 0], el cual es caracteristico del sistema
cubico (Armetta et al., 2019; Kang et al., 2020).

En ninguna de las muestras sintetizadas se observaron fases secundarias o
impurezas correspondientes a otro tipo de estructuras cristalinas como Y4Al;,0q
(YAM) o YAIO; (YAP). Se encontraron los tres picos caracteristicos de difraccion de
la fase Y3AlsO12, correspondientes a las direcciones cristalogréaficas [2 1 1], [4 0 O]

y [4 2 0], los cuales fueron consistentes con la estructura cubica estandar indexada
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como fase tipo granate Y3AlsO;, (archivo cristalografico JCPDS 33-0040),
perteneciente al grupo espacial la-3d [2 3 0] (Skruodiene et al., 2022; Y. Sun et al.,
2023). Esta estructura se mantuvo invariable incluso a pesar de tratamientos
térmicos extendidos. Ademas, la completa transformacion de los precursores de
YAG, junto con los diferentes iones dopantes del grupo de lantanidos/tierras raras,

esta respaldada por la falta de impurezas o cambios de picos observados en los

patrones de XRD (Guo et al., 2016; Y. Ma et al., 2016a). Los iones ‘a (0,90 A),

conocidos por su menor radio idnico, tipicamente ocupan intersticios dodecaédricos
¢ dentro de la red de YAG. Sin embargo, cuando los iones ce” (1,143 A), Eu’
(1,066 A) y ™m®' (1,095 A) se utilizaron como dopantes sustitucionales para los

iones Y°* en los sitios c, su mayor radio causo variaciones en la estructura local de
la red y los parametros de la celda, resultando en una expansion gradual de la celda
unitaria (C. H. Chen et al., 2021; Wang et al., 2015). Existe una red compuesta por
grupos octaédricos AlOs y hexaédricos AlO4, con atomos de itrio posicionados en
los intersticios dodecaédricos formados por el arreglo de esquinas compartidas de
los poliedros AlOs y AlOs(He et al., 2016). El tamafio promedio de grano,
determinado aplicando la ecuacién de Scherrer al pico [4 2 O], mostr6 una variacion

en funcién del tiempo de recocido (Wang et al., 2015; Xue et al., 2015).

HM:I a -3 4 #230

a=12.006A
b=12.006A
c=12.006A
a=90.000°
p=90.000°

Figura 14. Cristalizacion formada. a) Estructura cristalina tipo granate y b) poliedros de

coordinacion ilustrados como elipsoides tridimensionales en un cristal YAG (Khouzani et al., 2020).

52



Los cristales YAG codopado tuvieron un tamafio promedio de aproximadamente 39
nm después de 2 y 6 horas de recocido, aumentando alrededor de 53 nm después
de 12 horas. La estructura cristalina de YAG no se vio afectada por el aumento del

tratamiento térmico o annealing, como lo indican los patrones de XRD del polvo

3 3 3 . . . .
YAG: Ce” /Eu” /Tm +, obtenidos en diferentes tiempos de recocido (Y. Sun et al.,
2023). En consecuencia, los nanocristales Y3AlsO12 exhibieron mejores
propiedades luminiscentes, optimizando la cristalinizacion de las particulas

obtenidas.

Cabe mencionar que la concentracion empleada en cada material luminiscente

(Ce3+: 3% at., Eu’" 3%, ™m™": 2%) es muy pequefia. Esto ocasiono que los residuos
de Al2O3, CeO2, o fases oxidativas con otros iones dopantes como EuO2, TmO2 no
sean detectables. Es importante subrayar que, a pesar de las variaciones
introducidas en el proceso de sinterizacion y dopado, la estructura cristalina de YAG
se mantuvo intacta, demostrando robustez y estabilidad de la matriz YAG como
material base. La eventual manifestacion de propiedades fotoluminiscentes
favorables en los nanocristales Y3AlsO12 afiade otra dimension de aplicabilidad a
este material, posiblemente allanando el camino para su uso en aplicaciones Opticas

avanzadas y tecnologias relacionadas.

Tabla 1. valores promedios de las LNCs mediante ecuacion de Scherrer.

TAMANO PROMEDIO NANOCRISTALES LUMINISCENTES
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Figura 15. Patrones de Difraccién de rayos-X. Se contrastan los NCs YAG: Ce** con la fase
YAG pura (basada en el archivo cristalografico JCPDS 33-0040). a) Muestra sintetizada por Sol-Gel
convencional tras 2 h de tratamiento térmico, b) muestra obtenida por Sol-Gel con control de
calentamiento via spray de pirdlisis a las 2 h de tratamiento térmico y c-d) muestras post 6 y 16 h de

tratamiento térmico.

4.1.2 Evaluacion de fotoluminiscenciay pruebas visuales

Las técnicas de fotoluminiscencia se emplearon para analizar las caracteristicas de

emision y las contribuciones de diferentes niveles de energia excitados en los

nanocristales de YAG:Ce’/Eu®’/Tm®’ y Merge, evaluandolos en diferentes
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duraciones de tratamiento térmico o annealing de 2, 6 y 16 horas. Los materiales de
fésforo dopados, en general, sus espectros de excitacidn contienen tres regiones
diferentes: (1) Transicion de transferencia de carga (CT), (2) Absorcidén de banda a
banda y(3) Transiciones f—f (Chowdhury & Sharma, 2015).

. 3+ . ., , . , . .
Elion Ce posee la configuracion electronica mas simple entre todos los iones de
tierras raras con un electrén 4f:4fL. La luminiscencia intrinseca del cerio resulta de

las transiciones Opticas entre el estado base 41 y el estado excitado 5d1. La
configuracion del estado base 4f' se divide en dos subniveles, 2F5/2 y 2F7/2,

separados por casi 2000 cm debido al acoplamiento espin-orbita, siendo esta la
razén de la doble estructura que se observa en la banda de emision del ce3*. Por

otro lado, el estado excitado 5d! se divide en componentes a causa del campo

cristalografico (Vistorskaja et al., 2023). Bajo una excitacion de 342 nm, las
nanoparticulas de YAG:Ce”" mostraron una amplia emision amarilla a 526 nm,

atribuida a iones de Ce’" al 3% y correspondiente a la transicion del nivel mas bajo
4f 1(°F7/2)— 4f°5d?, y curvas con emisiones en el rango de 480-800 nm, asignadas

a las transiciones tipicas del ion Ce (lll) (He et al., 2016; Rashmi & Dwivedi, 2019).

Al dopar la matriz YAG con iones de Eu’ al 3% y excitando a 395 nm, se observaron
dos amplias bandas de emision naranja-rojo a aproximadamente 590 nm y 709 nm
(Skruodiene et al., 2022). Estos picos a 589 nm, 593 nm, 608 nm, 614 nm, 618 nm,
697 nm, 703 nm y 709 nm fueron atribuidos a las transiciones °Do— “F1, °Do— "F2
y °Do— ’F3 de Eu®*, respectivamente. Sin embargo, la presencia de iones Eu3* en
el YAG nanoestructurado puede experimentar una simetria reducida dentro del
entorno del campo cristalino debido al aumento de irregularidades en la superficie.
Esto puede llevar a una intensidad prominente de transicion °>Do— ’F2 en el espectro
de fotoluminiscencia (PL), resultado del acoplamiento espin-érbita y las transiciones
se atribuyen a la mezcla de términos impares debido al campo cristalino. (Yan et al.,
2011).

. 3+ . 3+ . -
El ion Tm en el material YAG:Tm  (1%) mostraron emisiéon de conversion
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ascendente azul al estimularse en el nivel 3Hs de transiciones Tm3* usando una

longitud de onda de excitacion de 800 nm, lo que desempeiié un papel vital en el
. . 3 .
almacenamiento temporal de iones Tm " excitados (Cates et al.,, n.d.; Haro-

Gonzalez et al., 2008). Vale la pena mencionar que para YAG:Tm3+, la banda de
emisibn mas fuerte, compuesta por mdltiples picos, estaba centrada
aproximadamente en 460 nm, correspondiendo a las transiciones desde D;— 3F4
(Diamente et al., 2007). La forma y ubicacion de los picos de excitacién no se vieron
afectados por la temperatura de calcinacion, pero la intensidad del PLE aumento,

alcanzando su punto maximo a 1100 °C después de 16 horas (He et al., 2016).

Analizar la emisién combinada de los tres iones dopantes, referidos como "Merge",
al ser excitados a una longitud de onda de 350 nm, indico la presencia de distintas
bandas, tal como se menciond previamente. En el sistema YAG, para alcanzar una
luminosidad y eficiencia 6ptimas con una concentracion reducida de varios iones
dopantes, es esencial garantizar una distribucion homogénea de la concentracion

de activadores combinados "Merge" en el material anfitrion YAG.

Es notable cémo la modificacion en las concentraciones de los materiales
sintetizados derivé en la expansion de las bandas de emision, volviéndolas no solo
mas amplias, sino también mas definidas. Esta adaptacion facilita la monitorizaciéon

de la conversidn ascendente multimodal (Deng et al., 2018).

El indice de reproduccion cromatica (CRI), se calculé mediante los parametros de la
Comision Internacional de lluminacién (CIE), como las coordenadas de color (X, y),
con el fin de conocer las caracteristicas fotométricas de las muestras preparadas
(Chowdhury & Sharma, 2015). El CRI calculado mide cuantitativamente la capacidad
de una fuente de luz para reproducir fielmente los colores de diversos objetos, este
fue analizado especificamente para los nanocristales Merge, encontrando un color
predominante amarillo (Fig. 13). A partir del diagrama cromatico, se puede observar
que las coordenadas de color atraviesan un breve rango desde la region verde hasta
la region amarilla al variar la concentracion de elementos de tierras raras. Esto se
debe en gran parte a la proporcion mas alta del ion cerio presente (2:1:1%). Aunque

los iones activadores, en particular los iones de lantanidos tienen caracteristicas
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intrinsecas que contribuyen a las propiedades o6pticas de los fésforos, los niveles de
energia electronica de un ion activador en un cristal difieren enormemente de

aguellos de union libre. La geometria local alrededor de los iones activadores, como

en el caso de Ce’ (1,143 A), Eu’" (1,066 A) y Tm>" (1,095 A), tienen una
importancia notable en la determinacion del comportamiento espectroscopico de los
iones de lanténido incorporados en una matriz anfitriona (Lin et al., 2016; Y. Ma et al.,
2016b).

Esto se evidencia particularmente en la disminucion de la brecha energética entre
los niveles 5d y 4f, un fendmeno influenciado por el desplazamiento del centroide y la
division del campo ligando. La relacién intrinseca entre estos fendémenos y el color
amarillo observado es crucial para entender a fondo las propiedades y aplicaciones
de estos materiales en el campo de la iluminacion y la imagen. Esta capacidad de

seguimiento se ve realzada en multiples técnicas de imagen.

Entre estas técnicas se incluyen la imagen O6ptica tradicional, la tomografia
computarizada por rayos X (CT), la imagen por resonancia magnética (MRI) v,
especialmente relevante para investigaciones en biomedicina, la imagen de
fotoluminiscencia de conversion ascendente en tejidos profundos (UCL) (Deng et
al., 2018).

57



YAG:Ce3* YAG:Eu3t

YAG: Ce"' (3%) ' . : P 3+'
00 — 5000 ~710 nm YAG: Eu (30/0)
23 | -
= = = 40001 /3 590 nm C)
© S © ﬂ
m S—
c > =, 30001
c s £
(72 e 4
< 2 2 20004 612 nm
= 2 S
[= 11 1
o = — 1000 ——250 nm
> _ . v . o ol
o~ 200 300 400 500 600 700 280 380 480 580 680
Wavelength (nm) Wavelength (nm)
4000 T T . r 7000 ¥ ¥ 5 ¥
. 0,
{YAG:Ce™ (3%) i YAG: Eu™ (3%)
bco —_ b A —_ 590 nm o
- = 3000 - ) S 50001 709 nm
S < | & d) :
> 4000
C = 2000 &
C c | ‘3000 4
< g ) c
£ = 1000 g 2000
(Te) ] — 1000
i 395 nm
0 - - 5 - - 0 v v ——t i
200 300 400 500 600 700 800 180 280 380 480 580 680 780
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

+

Figura 16. Espectros de excitacion y emisiéon de fotoluminiscencia: a) YAG:Ce®

excitado a 342 nm tras 2-6 h de recocido, b) la fotoluminiscencia se mejora mediante 16 h de

recocido. c) Material YAG:Eu® excitado a 590 nm y d) la optimizacibn de su espectro

fotoluminiscente.
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Figura 17. Espectros de fotoluminiscencia. a) YAG:Tm® excitado a 800nm tras 2-6 h de
recocido,b) optimizacion de la fotoluminiscencia a 16 h de recocido, c) diagrama de cromaticidad

(CIE) junto con las coordenadas de los nanocristales, d) YAG:Merge (2:1:1) excitado a 350 nm.

4.1.3 Caracterizacion  morfoléogica y microestructural por

microscopia electronica de barrido (SEM)

Los siguientes paneles de la Figura 14, presentan el andlisis SEM de las muestras
YAG dopadas con ce’'/ed® mm® y Merge, tras 16 horas de procesamiento. Se
revelo la presencia de nanocristales de YAG:Ce®" altamente dispersos con
estructuras cuasiesférica compactas y bien definidas. Estas estructuras presentan
"agujeros" en su superficie, lo que sugiere su formacion a través de la liberacion de
gases durante la descomposicion de componentes organicos y nitratos residuales,
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0 una fase liquida durante la sintesis que luego se evapora o se elimina, dejando
tras de si estos espacios vacios. Estos poros podrian jugar un papel crucial en
aplicaciones donde la transferencia de moléculas o iones es esencial, como la
catdlisis o la adsorcion (Skruodiene et al., 2022). El tamafio de estos nanocristales

fue de aproximadamente 45 nm a 60 nm.

Por otro lado, las micrografias de YAG:Eu®" muestran una morfologia de capas
ligeramente angulares e irregulares, con tamafos de particulas mas grandes
alrededor de 100 nm (Rashmi & Dwivedi, 2019). Estos nanocristales se mostraron
de tipo laminar con una estructura superpuesta y apilada, similar a las hojas de un
libro. Su grosor es notablemente uniforme, lo que indica un proceso de crecimiento
controlado durante la sintesis. La superficie de estos nanocristales laminados
presenta areas rugosas intercaladas con zonas mas lisas, lo que podria ser
indicativo de diferentes etapas de crecimiento o de la interaccibn con otros

componentes durante su formacion.

En algunas &reas de la imagen SEM, se pueden observar bordes levantados y
ligeramente enrollados, sugiriendo una flexibilidad inherente de estas laminas
nanocristalinas. Esta morfologia es tipica de materiales que han experimentado un
proceso de exfoliacibn o que tienen una fuerte interaccién entre las capas. Es
probable que las fuerzas de van der Waals mantengan unidas estas capas en

ausencia de enlaces quimicos fuertes entre ellas. De manera similar, las particulas

3+ , , .
YAG:Tm mostraron una morfologia esférica con forma de placa agregada dentro

del rango de tamarfio de 50 a 100 nm, siendo muy similar en distribucion y superficie

a los nanocristales de YAG:Ce"" (Haro-Gonzélez et al., 2008). Cabe mencionar que
todos los nanocristales (NC) exhibieron un alto grado de cristalinidad y nitidez (Zhou
etal., 2021).

En un andlisis mas detallado, los nanocristales denominados Merge mostraron
caracteristicas morfolégicas distintivas en comparacién con otros tipos de
nanocristales. Se identificaron defectos prominentes en sus extremos y en sus

flancos. Curiosamente, su forma y estructura evocan a la morfologia de los
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nanocristales YAG:Eu3+, tal como se documentd en investigaciones previas (C. H.
Chenetal., 2021; Y. Sunetal., 2023; X. Zhang et al., 2021a). Sin embargo, es crucial
destacar que, a pesar de la presencia de estos defectos, también se observé una

profusién de nanocristales con forma cuasiesférica. Estos son morfologicamente
; . 3+
consistentes con lo que se ha observado en los nanocristales YAG:Ce vy
3+
YAG:Tm .
La explicacion detrds de esta variedad morfoldgica se encuentra en la proporcion
especifica utilizada durante la sintesis, que fue de 2:1:1. En esta proporcion, los

. 3+ . L o ,
nanocristales de YAG:Ce tuvieron una representacion mayoritaria. La presencia
dominante de estos nanocristales cuasiesférica refuerza esta eleccion en la

proporcion del proceso de sintesis.
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Figura 18. Micrografias SEM de los diferentes NCs. Micrografias a diferentes

magnificaciones (50X, 500X, 2000X y 5000X) de nanocristales YAG:Ce™", Eu®, Tm>* y Merge.

4.1.4 Evaluacion por microscopiaelectronica de transmision (TEM)

Las micrografias obtenidas mediante la técnica de microscopia electronica de
transmision (TEM) arrojaron detalles peculiares sobre la morfologia de las
particulas. Estos granos, pequefios y con un aspecto que recuerda a un tamiz,
mostraban un disefio morfolégico mayormente cuasiesférica. Ademas, estas
micrografias mostraban una gama de tamafios que oscilaba entre 50 y 200 nm. A
pesar de la tendencia hacia particulas luminiscentes nanoestructuradas (NPLS)
cuasiesférica, se observaron otras estructuras, dando lugar a una composicion
heterogénea. Algunas particulas presentaban tamafios menores a 60 nm, mientras
que otras eran mas grandes, con tamafios menores a 150 nm. Esta variabilidad
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podria ser el resultado de condiciones de sintesis no uniformemente controladas o
de interacciones que ocurren después de la sintesis y que llevan a la formacién de

aglomerados.

La rugosidad y la asimetria de estos granos, junto con algunas formaciones
irregulares, son indicativos de un proceso de formacion complejo, donde factores
como la velocidad de crecimiento, la temperatura y la concentracion de precursores

podrian haber desempefiado roles determinantes.

Todos los tamafios observados en las micrografias indican que el rango de tamafio
original, que variaba entre 15 y 45 nm, parece ser mas amplio, lo que sugiere una
notable diversidad en las condiciones de sintesis. Sin embargo, se identifico
agregacion de particulas, con formaciones que a menudo parecian aglomeradas e
irregulares. Esta agregacion puede ser inducida por superficies hidrofilicas, que
favorecen interacciones intermoleculares y, en particular, la formacién de enlaces
de hidrogeno entre las particulas, promoviendo su acercamiento y eventual

agrupacion.

Las micrografias TEM de alta resolucion revelaron una caracteristica sobresaliente:
la presencia de franjas de reticula claramente definidas. Estas franjas son
representativas de dominios cristalinos altamente ordenados, evidenciando la
elevada calidad cristalina de los nanomateriales estudiados. De igual forma, no se
observé incremento de dislocaciones en el material dopado nanoestructurado
(Wubneh et al., 2018).
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Figura 19. Imadgenes morfolégicas TEM. Micrografias TEM (200 y 50 nm) que comparan el

tamafio medio y la morfologia de los nanocristales a) YAG:Ce® y b) YAG:Eu®.

4.1.5 Analisis del comportamiento coloidal y tamafio de particula

mediante dispersion de luz dindmica (DLS)

El andlisis mediante dispersion de luz dindmica (DLS) resulta esencial para
comprender el comportamiento coloidal y la estabilidad de nanomateriales en
solucion. Esta técnica brinda una perspectiva detallada acerca de cémo las
nanoparticulas interactlian entre si y como estas interacciones pueden influir en su

dispersion o aglomeracion.

A partir de los datos recabados, se observa que diferentes variantes del YAG
muestran tamafios hidrodinamicos distintos. La variabilidad de estos tamafios, que

oscilan desde nm hasta pum, indica posiblemente una diversidad tanto en la
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. ., p . 3+
morfologia como en la aglomeracion de las particulas. Por ejemplo, el YAG:Ce
con un tamafio de 3 nm podria estar reflejando nanoparticulas individuales

altamente dispersas. Por otro lado, las variantes con tamafos en el rango

micrométrico (YAG:Eu3+ =3 um, YAG:Tm® =4 MM, YAG:Merge = 5 ym) sugieren

formaciones de aglomerados mas grandes o estructuras mas intrincadas.

La propension hacia la aglomeracion, evidente por la polidispersibilidad y la
formacion de conglomerados cohesivos, es un aspecto determinante al evaluar
aplicaciones practicas de estos nanomateriales. Esta aglomeracion puede alterar
propiedades clave como la reactividad, luminiscencia y biocompatibilidad, en
funcion de la aplicacion que se busque.

Si bien el DLS se enfoca en el analisis del comportamiento de las particulas en
solucion y en sus interacciones, otras técnicas complementarias de caracterizacion
ofrecen informacidon concreta acerca de la morfologia y estructura cristalina
inherente de las nanoparticulas. La diversidad en tamafios detectada por el DLS
subraya su sensibilidad para identificar aglomeraciones en medios acuosos. Esta
disparidad en los hallazgos resalta la importancia de utilizar maltiples técnicas de
caracterizacion con el fin de obtener una perspectiva completa y pormenorizada de
la morfologia, tamafio y comportamiento de las nanoparticulas en variadas

condiciones y medios al ser analizadas (Ansari et al., 2021).
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Figura 20. Dimensiones de los nanocristales (NCs). Andlisis de Dispersion Dinamica de Luz

(DLS) de todos los nanocristales mostrando variaciones en los tamafios de las nanoparticulas.

4.1.6 Analisis espectroscopico por infrarrojo con transformada

de Fourier (FTIR) y reflectancia total atenuada (ATR)

El andlisis espectroscopico mediante infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)
se erige como una herramienta invaluable en la quimica y la ciencia de materiales,
permitiendo identificar y cuantificar diversos grupos funcionales y estructuras
guimicas presentes en una amplia variedad de sustancias. La técnica, al aprovechar
las vibraciones moleculares especificas que se manifiestan como bandas de
absorcion en un espectro, puede proporcionar una "huella digital” Gnica para cada

material.

En el estudio de los nanocristales luminiscentes en cuestion, el espectro FT-IR

proporciono multiples perspectivas sobre su composicion y estructura. El destacado
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pico en 3597 cm™, sefialando la presencia de moléculas de agua (H20), es
indicativo de la posibilidad de hidratacion superficial o de moléculas de agua
atrapadas en la matriz del material cristalino YAG. Esta agua puede tener un
impacto significativo en las propiedades fisicas y quimicas del nanomaterial (He et
al., 2016).

Las bandas registradas en 1630 y 1500 cm_l, gue sugieren una coordinacion de
iones metalicos con grupos carboxilato (-COO-), son tipicas de las vibraciones de
tipo stretching o estiramiento de los grupos carboxilato, frecuentemente
encontradas en nanoparticulas estabilizadas o modificadas con moléculas

organicas. El rango de 1080 y 1050 cm_l, donde se observan las vibraciones de
flexion del grupo O-H, destaca la presencia potencial de grupos hidroxilados en la
superficie, que pueden influir en la estabilidad coloidal y las interacciones

superficiales de las nanoparticulas (Ansari et al., 2021).

Por otro lado, las vibraciones metal-oxigeno (M-O) detectadas entre 550-850 cm_l,
y mas especificamente, las centradas en aproximadamente 788, 691 cm para Al-

-1 . . .
Oy 723,628 cm = para Y-O, no solo confirman la presencia de la fase YAG, sino
que también arrojan luz sobre la coordinacién y el entorno local de estos metales en

la estructura. La nitidez de los picos observados sugiere una estructura cristalina

bien definida, corroborada por la cristalizacion de las muestras YAG:ce” Eu ITm®
y nanocristales Merge a 1100 °C (He et al., 2016).

El andlisis de PLA desnudo por FT-IR present6 bandas caracteristicas, que abarcan

vibraciones moleculares especificas como 2947 cm para C-O, y 1748 cm para
C=0, entre otras. Estas bandas son consistentes con la estructura y funcionalidad
esperada de PLA. Cabe destacar que el FT-IR es particularmente util en
combinacion con otras técnicas de caracterizacion, ya que aporta informacion sobre
la quimica de superficie y los grupos funcionales, complementando datos

morfol6gicos o cristalograficos.

A través del analisis por reflectancia total atenuada (ATR), se identificaron picos en
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2960 y 2930 cm_l, correspondientes a enlaces C-H en grupos metilo/metileno y el
pico a 1740 cm " alude al enlace C=O en el grupo carbonilo del éster. Otros picos,

como 1450 cm y el doblete a 1325 y 1298 cm_l, indican respectivamente la

presencia de estiramiento C=0 y flexion O-H en &cido tartarico, y estiramiento

asimétrico del enlace O=S=0 en el grupo sulfona. La regién entre 750-817 cm
esta estrechamente asociada con grupos arométicos (Wang et al., 2015; Xue et al.,
2015; Yin et al., 2012).

En el caso de los nanocristales dopados con tierras raras, las vibraciones resaltadas
por el andlisis ATR incluyen rangos como: 2928-3170 cm™ para O-H debido a H20

y ~550-850 cm para vibraciones M-O, confirmando la consistencia con datos

previamente obtenidos por FT-IR.
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Figura 21. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier. Andlisis FTIR de

los distintos nanocristales con matriz YAG.
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Figura 22. Espectros de reflectancia total atenuada (ATR). Andlisis muestra concordancia

con informacién recaba del andlisis FTIR.

4.1.7 Caracterizacion mediante espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman ha emergido como una herramienta de caracterizacion
esencial en la investigacion y el estudio profundo de los nanocristales dopados con
tierras raras. Esta técnica proporciona informacion clave sobre la estructura
molecular y el comportamiento de dichos nanocristales. Uno de los hallazgos méas
destacados en investigaciones recientes es el incremento notable de la intensidad
de la sefial Raman cuando estos nanocristales dopados con tierras raras son
sometidos a temperaturas mas elevadas. Este efecto es especialmente pronunciado
cuando el contenido de Al2Os en la muestra es menor (Kang et al., 2020). Dicha
investigacion no solo consolidé la confiabilidad de la técnica Raman en este campo
de estudio, sino que también destaco su pertinencia y aplicabilidad en el andlisis de

nanocristales de tierras raras.

La interpretacion correcta de los espectros Raman es crucial para comprender las

particularidades estructurales y de composicion del material en estudio. Por
. . . . -1 .

ejemplo, los picos observados en rangos inferiores a 300 cm = se asocian con

movimientos traslacionales-rotacionales del Y3*. En un rango menor a 700 cm-l, los
picos corresponden al Al203 y AlOg4, reflejando el estiramiento entre los atomos de
Aluminio (Al) y Oxigeno (O) dentro de una unidad tetraédrica. Es fundamental

también considerar las transiciones electronicas 4f-4f, ya que dan informacion sobre
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las dindmicas internas de los electrones f en tierras raras, esenciales para entender

el comportamiento optico y electronico de estos nanocristales.

Adicionalmente, al analizar el material puro de PLA mediante esta técnica, se
.. . -1

observaron las transiciones correspondientes a C-COOH en 900 cm *, a C=0 en

1 -1 .-
1480 cm , y a C-H en 2996 cm . Estos resultados refuerzan la versatilidad y la
precision de la espectroscopia Raman, demostrando su eficacia no solo en

nanocristales dopados, sino también en otros materiales como el PLA.
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Figura 23. Resultados de espectroscopia Raman. Relevancia en los picos

correspondientes al Al2O3 y AlOa.

70



4.2 Propiedades y estructura de andamios de
PLA:YAG/Nanocristales.

4.2.1 Comparacion morfolégica de composites
nanoestructurados mediante microscopia electrénica de

barrido (SEM) y microscopia 6ptica

El método denominado "air jet spraying” (AJS) ha emergido como una técnica

poderosa en la fabricacion de andamios, permitiendo la conjugacion de PLA con

nanocristales especializados como YAG:Ce” /Eu’ Tm™ y Merge. Una ventaja
significativa de esta técnica es su capacidad para realzar la estabilidad estructural
de los andamios. Esto se logra promoviendo una efectiva union entre fibrillas vy, al
mismo tiempo, favoreciendo la generacion de fibras interconectadas y estructuras

intrincadamente porosas.

En el proceso de AJS, se utilizan altas tasas de produccion y se explotan factores
como la presién elevada, la alta velocidad y la evaporacion controlada de la mezcla
de polimeros, permitiendo que los materiales sean depositados de manera precisa
sobre un colector y asi conformar el composite deseado (Abdal-Hay et al., 2013b).
Para garantizar la calidad y las propiedades deseables de estos composites, se
hace indispensable analizar su morfologia. Para ello, se recurrié al uso combinado
de imagenes opticas y técnicas de microscopia electrénica de barrido (SEM). Las
imagenes obtenidas a través del SEM confirmaron una morfologia superficial
homogénea tanto en los andamios de PLA puro como en aquellos conjugados con

nanocristales (Bhaskar et al., 2018).

Los analisis mostraron variaciones en el diametro de las fibras, siendo el mas
notable en los compuestos de PLA incorporando nanocristales. Estas variaciones,
aungue sutiles, reflejan los cambios intrinsecos en las propiedades de la solucion a
medida que se integran los nanocristales. Ademas, estas diferencias en el diametro

pueden influir en las propiedades mecanicas y funcionales del andamio.
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La estructura del andamio evidencio otras caracteristicas destacables. Las fibras en
las regiones mas bajas del andamio exhibieron nanocristales adheridos, mientras
gue en las zonas superiores, estas incrustaciones eran menos evidentes. A pesar
de la presencia de aglomerados de nanocristales, las fibras mantenian su integridad
y flexibilidad, mostrando una elongacion y estiramiento sin restricciones (Augustine
et al., 2023; Lu et al., 2023).

Un hallazgo significativo fue el cambio en la rugosidad de los andamios con la

incorporacion de nanofésforos. En ciertas composiciones, como en el

PLA/YAG:Ce’ (3%) y PLA/Merge (2:1:1), estos nanofésforos parecian
aglomerarse, lo que podria explicar el aumento en la rugosidad. Estas
aglomeraciones, junto con una distribucion no uniforme, son aspectos clave a
considerar en la optimizacion del proceso y en la busqueda de propiedades
deseadas en los andamios, ya que, al tomar en cuenta estas caracteristicas, se
podrian potenciar respuestas bioldgicas. Se observd una marcada reduccion en la

formacion de perlas o cuentas, producto de la sedimentacion del biopolimero.

La interconectividad y el tamafio de poro son esenciales para la adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular, transporte de nutrientes, oxigenacion,
bioreabsorcion, entre otros. Se evidencié un aumento en las dimensiones de los
poros, una interconectividad mejorada entre las fibras, una creciente tortuosidad y
la consolidacion de estructuras puntales, esenciales para fortalecer el andamio. Un
posible enfoque hacia la fabricacibn de andamios estructurados de forma mas
homogénea es el uso de nanoparticulas monodispersas y esféricas de poro que se
pueden ensamblar en una red cristalina antes de la infiltracion (Sommer et al.,
2017). La distribucion uniforme de las diferentes nanocristales luminiscentes (LNCs)
en la matriz polimérica, puede deberse a la naturaleza neutral de los nanocristales
brindados por la fuerza i6nica del nanofésforo y de los grupos superficiales

parcialmente cargados negativamente de la red de PLA (Q. Ma et al., 2014).

Finalmente, los nanocristales luminiscentes introducidos al andamio trajeron
consigo una serie de modificaciones morfolégicas y estructurales que, sin duda,

juegan un papel esencial en las propiedades finales del andamio, abriendo un
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abanico de posibilidades en términos de sus aplicaciones mecénicas, Opticas y

bioldgicas.

20X Control PLA PLA/YAG:Ce3* PLA/YAG:Eu3*

Imagen completa Campo obscuro Campo claro Campo claro

PLA/YAG:Tm3*

Imagen completa Campo obscuro Campo claro

AR LD :

700705 : : " i 4 A R {
Figura 24. Imagenes de microscopia 6ptica. Se presentan varias fotografias de los andamios

 49)

acoplados con NCs, comparando los pellets en campo claro y campo oscuro (magnificacion 20X).
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Figura 25. Analisis morfolégico SEM. Evaluacién de la microestructura de andamios de PLA
con diversos NCs mediante microscopia electrénica de barrido (100X, 500X, 2000X y 8000X).
Adicionalmente, se realiza un andlisis cuantitativo del diametro medio de cada andamio conjugado

con iones lantanidos.

4.2.2 Propiedades fluorescentes de los andamios dopados con

nanocristales

Las propiedades de fluorescencia de los andamios se investigaron exhaustivamente
utilizando microscopia éptica avanzada, tanto bajo condiciones de luz blanca como
azul. Al someter al andamio de PLA puro a esta inspeccion, se detectdé una

autofluorescencia minima, lo que contrasta notablemente con los compuestos

3 ;s . .
PLA/YAG:Ce™" y PLA/Merge. Estos ultimos manifestaron una fuerte fluorescencia,
atribuida a una combinacion de la longitud de onda de excitacion adecuada y la
presencia de nanocristales dispersos en la superficie de la fibra. Esta
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fotoluminiscencia, rica en color y vibrante, no se observa en el PLA desnudo, sin
modificar. Sin embargo, cabe destacar que los compuestos PLA/YAG:EU" y

PLA/YAG:Tm3+ manifestaron efectos luminosos mas tenues, atribuibles a

discrepancias en la longitud de onda de excitacion (Nasrin et al., 2022).

La utilizacion de la microscopia éptica fluorescente en nuestra investigacion revelo
capacidades Unicas en la obtencién de imagenes de los andamios sintetizados,
capacidades que no se replican en otros microscopios mas tradicionales. Esta
técnica nos brindo la oportunidad de analizar con precision el hilado enriquecido con
LNCs, permitiéndonos asi discernir la homogeneidad y calidad del hilado. Ademas,
se obtuvo una visién detallada sobre la orientacién y estructura de las fibras
poliméricas, asi como la notable capacidad de emisién de los nanocristales. Estos
altimos mostraron la posibilidad de generar diversos efectos luminiscentes, tales

como el fendbmeno de quenching (Gashti et al., 2012).

Los andamios sintetizados demostraron tener una estructura propicia para la
biologia celular. Los poros presentes en su estructura facilitan la migracion celular,
lo que se traduce en un potencial incremento en el intercambio de nutrientes y
sustancias esenciales para el desarrollo celular. Ademés, el dopaje con LNCs
aplicado potencio las propiedades hidrofilicas de los andamios, ofreciendo un
entorno mas compatible y beneficioso en comparacién con los andamios no
conjugados. Es relevante mencionar que, aunque algunos nanocristales no se
excitaban optimamente con la longitud de onda seleccionada (A= 450 nm), los
andamios exhibieron una fotoluminiscencia notable. Especificamente, se pudo

observar una mayor densidad de hilado en muestras como el control de PLA y, de

manera destacada, en la matriz de PLA/ YAG: Eu3+.
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Figura 26. Fotoluminiscencia en tiempo real de andamios. Laluminiscencia en andamios de
PLA control y PLA/YAG:NCs se examiné usando microscopia éptica, revelando imagenes en campo
claro (a), campo oscuro (b) y contraste de fase (c) (50um). El brillo luminiscente emana de los

andamios al excitarse con una longitud de onda de luz azul de 450 nm.

4.2.3 Evaluacion espectroscopica mediante infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR), reflectancia total atenuada

(ATR) y espectroscopia Raman.

Al comparar el conjugado de andamio analizado mediante AJS con los analisis de
muestras en polvo previas (Osorio Arciniega et al., 2021), el FTIR mostr6 un ligero
desplazamiento en las bandas. Este desplazamiento se exhibié en los picos
excitonicos moleculares del PLA, en particular en el pico de estiramiento alquilo C-
H a 2996 cm™ y el pico de estiramiento éster C=0 a 1751 cm™ (Suittiat et al., 2022).
Se observaron frecuencias de flexion de los grupos -CH; asimétricos y simétricos

en 1449 y 1360 cm™, respectivamente. Los picos de estiramiento C-O-C
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aparecieron a 1186 y 1081 cm™. En PLA/nanocristales, los picos situados a 867 y

751 cm™ correspondieron a las frecuencias de estiramiento de AlO, y Y,0s.

Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos mediante espectroscopia
ATR y Raman, revelando transiciones electrénicas del estado 4f al 5d (Chieng et
al., 2014). La técnica ATR, o reflexidn total atenuada, es especialmente util para el
estudio de superficies y proporciona datos cruciales sobre la presencia y orientacion

de ciertos grupos funcionales en la superficie del PLA y los nanocristales.

La espectroscopia Raman nos permitio, efectivamente, explorar los modos
vibracionales tanto del esqueleto polimérico como de los nanocristales, facilitando
la identificacion de la presencia de posibles interacciones o enlaces entre ellos. Los
modos vibracionales asociados con los nanocristales se manifestaron en picos
exciténicos menores a 300 cm™, atribuibles al Y3*. Adicionalmente, se registraron
vibraciones moleculares menores a 700 cm™, correspondientes a Al,O3 y AlO,, lo
que destaca las transiciones electronicas de los nanocristales de 4f a 5d. De igual
forma, se observaron picos caracteristicos del PLA en 2996, 1751, 1449 y 1081

cmi,

Este conjunto de datos espectroscépicos no solo resalta cambios significativos en
el entorno quimico y la simetria local, sino que también es crucial para el
entendimiento profundo de las interacciones a nivel molecular y submolecular entre
los nanocristales y el PLA. Comprender estos aspectos es vital, ya que las
interacciones y enlaces presentes pueden influir notablemente en las propiedades
mecanicas, térmicas y optoelectronicas de los compuestos, afectando asi su
funcionalidad y aplicabilidad en distintas areas, como la ingenieria de tejidos y la

liberacion controlada de farmacos.

Estos resultados enfatizan la importancia de un analisis detallado y exhaustivo en
el nivel molecular para discernir las variaciones sutiles en las propiedades del
compuesto y cOmo estos cambios pueden ser aprovechados para el disefio de
nuevos materiales con caracteristicas mejoradas o especificas, adaptadas a las
necesidades particulares de diferentes aplicaciones médicas y tecnoldgicas

(Osorio-Arciniega et al., 2023).
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Figura 27. Andlisis espectroscOpico de andamios. (a) Espectros de Transmitancia FTIR,

(b) Resultados de Espectroscopia Raman y (c) Andlisis ATR.

4.2.4 Analisis calorimétrico: TGAy DSC

Las curvas de andlisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido (TGA-

DSC) revelaron que el PLA experimenta degradacion térmica principalmente a

través de la vaporizacion en un solo evento. Esta variante especifica de PLA exhibe

estabilidad térmica hasta alrededor de 300 °C. Mas alla de esta temperatura, ocurre

la degradacion mediante mecanismos de ruptura de cadena y de "unzipping"

(desabrochado), resultando en una disminucion del peso molecular. La pérdida de

peso del andamio de PLA puro, sin aditivos, es del 85%, mientras que los

compuestos de andamios dopados con NCs (PLA/YAG:Ce3*/Eu®*/Tm3*/Merge)

experimentaron una pérdida de peso superior del 95% (Gonzalez Gonzalez et al.,
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2022). Estos resultados indicaron que el material composite de PLA/YAG:Ce3" fue

el mas termoestable.

También, se puede destacar que la pérdida de peso durante el proceso de
degradacion térmica es principalmente atribuida a la evaporacion de agua cristalina
en el andamio compuesto, que ocurre entre 30-200 °C. La mayoria de la pérdida de
peso en andamios con nanocristales incrustados sucede en la etapa subsiguiente.
En cuanto a los resultados de DSC, las curvas sefalaron que la presencia de
nanocristales en el andamio compuesto incrementa la temperatura de transicion
vitrea (Tg) del PLA. Esto sugiere un movimiento restringido de los segmentos de
cadena de PLA debido a los nanocristales (He et al., 2016; S. Liu et al., 2020).

Este analisis revelo diferencias significativas en las proporciones de polimero y
residuo entre el PLA puro y sus compuestos. El PLA puro registr6 un 90% de
polimero y un 10% de residuo. En contraste, los compuestos dopados con

nanocristales mostraron variaciones en estas proporciones. Especificamente, el
andamio de PLA/YAG:Ce’’ presentd un 75.3% de polimero y un 24.7% de residuo.
Asimismo, el PLA/YAG:EU®" mostré un 69.8% de polimero y un 30.2% de residuo,

el PLA/YAG:Tm®  un 75.3% de polimero y un 24.7% de residuo, y el
PLA/YAG:Merge un 75.7% de polimero y un 24.3% de residuo.

Cabe destacar que, de estos, el PLA/YAG:EU" evidencit el mayor porcentaje de
residuo, con un 30.2%. Se atribuye esta transicion a procesos exotérmicos, a la
cristalizacion y a la presencia de materiales amorfos. Los distintos porcentajes y
transiciones observados reflejan la complejidad y la diversidad de respuestas
térmicas inducidas por la incorporacion de diferentes nanocristales en los
compuestos de PLA. Es crucial destacar que la integracion de nanocristales altera
significativamente las propiedades térmicas del PLA, lo cual podria tener
implicaciones en la aplicacion de estos compuestos en condiciones especificas. Los
mecanismos de degradacion, incluido el proceso de unzipping, sugieren una
despolimerizacion que facilita la descomposicion térmica del polimero. Ademas, las

diferencias observadas en las tasas de pérdida de peso entre los andamios de PLA
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puros y los compuestos indican la influencia substancial de los nanocristales en el
comportamiento térmico del PLA. Esto abre puertas para investigaciones futuras
mas detalladas en este campo, buscando optimizar las propiedades de estos
compuestos y ampliar su aplicabilidad en el dmbito médico y otros campos
relacionados (Osorio-Arciniega et al., 2023).
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Figura 28. Evaluacion de la estabilidad térmica. Influencia de los nanocristales en la
estabilidad térmica del PLA evaluada por andlisis termogravimétrico (TGA) y curvas derivadas

termogravimétricas (DTG) (a, b).

4.2.5 Ensayo de humectabilidad

La humectabilidad superficial es crucial en los andamios para la ingenieria de
tejidos, ya que impacta la osteogénesis y el comportamiento celular. En este
ensayo, se utilizaron mediciones del angulo de contacto para evaluar la

humectabilidad superficial del PLA y los compuestos de PLA/nanocristales. Los
angulos de contacto fueron los siguientes: andamio de PLA puro =93.12°, YAG:Ce’'=

89.25°, YAG:Eu®'= 89.15°, YAG:Tm = 89.65°, YAG:Merge= 90.15°. Cabe
mencionar, que angulos de contacto superiores a 90° definen superficies
hidrofébicas, mientras que angulos inferiores a 90° caracterizan superficies
hidrofilicas (Bakhshi et al., 2023).

Los andamios de PLA puros se mostraron hidrofébicos, mientras que los andamios
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conjugados de PLA/nanocristales indicaron una ligera hidrofilicidad con angulos de
contacto por debajo de 90°. Al mejorar la hidrofilicidad, se promueve mejoras en
comportamientos mecano-tensiles (J. Liu et al., 2019; S. Liu et al., 2020; X. Liu et
al., 2019). La incorporacion de lantanidos indujo cambios composicionales y
microestructurales, mientras mantenia una rugosidad superficial consistente, lo que

afecta la humectabilidad de la superficie (K.R et al., 2020).

Cabe mencionar que la transicion desde superficies predominantemente
hidrofébicas a hidrofilicas es de suma importancia, ya que las superficies hidrofilicas
son propicias para la adhesion celular, factor clave para la integracion y la
regeneracion del tejido. Estos cambios en la humectabilidad y en las propiedades
superficiales sugieren una modificacién en la interfaz entre el andamio y el entorno
celular, lo cual puede tener implicaciones significativas en la efectividad de los
andamios para la ingenieria de tejidos, especialmente en aplicaciones 6seas. Es
fundamental, por lo tanto, entender como estas modificaciones en la humectabilidad
y en la composicion influyen en la interaccion célula-material y en los procesos de

regeneracion y reparacion tisular (Kelvii Kwok, 2020).
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Figura 29. Ensayo de humectabilidad. a) Se ilustra la naturaleza ligeramente hidrofilica de los
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andamios al ser dopados con nanocristales (NCs), b) angulo de contacto en varias superficies.

4.2.6 Pruebas mecanicas

Al incorporar agentes nucleantes NCs, se incremento la cristalinidad del PLA,
mejorando asi la resistencia del andamio. El andamio de PLA puro mostré alta
elasticidad. La incrustacion de nanocristales (2 wt%) mejoré el modulo de Young (E)

y el médulo de dureza (H), indicando una fuerte adhesion interfacial. Es interesante
3 , : , ) .
notar que el PLA/YAG:Ce " mostré la resistencia mas alta, mientras que el

PLA/YAG:Eu’" tuvo una estabilidad y propiedades mecanicas superiores (Yakdoumi
et al., 2022).

Este aumento en la resistencia y en las propiedades mecéanicas es crucial para
desarrollar andamios efectivos que puedan soportar las cargas mecanicas in vivo,
especialmente en aplicaciones ortopédicas donde los andamios estan sometidos a
esfuerzos mecanicos significativos. La adhesién interfacial robusta sugiere una
integracion efectiva de los nanocristales en la matriz de PLA, lo que es esencial para
garantizar la transferencia de esfuerzos entre la matriz y los refuerzos, y asi,

optimizar las propiedades mecanicas del compuesto.

La elaboraciéon de andamios fibrilares para la regeneracion del tejido 6seo se rige
por normativas de la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) y la
Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos. El
estandar ISO 22803:2004 establece requisitos especificos para los materiales de
membrana utilizados en cirugia oral y maxilofacial, y para evaluar su cumplimiento,

tanto la FDA como la ISO proponen pruebas estandarizadas.

Entre estas pruebas, se incluyen pruebas mecanicas, como las de compresion,
cizallamiento y otras, que son fundamentales para evaluar propiedades mecanicas
de los implantes de tejido 6seo. Por ejemplo, se miden la resistencia a la traccion y
alargamiento hasta la rotura, la resistencia al impacto, y la resistencia a la flexion y
el médulo de elasticidad, siguiendo estandares como: ISO 527, 1SO 180 e ISO 178.
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Estas pruebas garantizan que los andamios éseos cumplan con los requisitos de
resistencia y durabilidad necesarios para su aplicacion clinica. Sin embargo, es
importante destacar que, a pesar de estas normativas y parametros, todavia existe
controversia a nivel mundial en cuanto a los pardmetros especificos utilizados en la
elaboracion de andamios éseos (Gao et al., 2022). Segun Schultze y sus colegas
(2023), se ha determinado que el modulo de Young para el hueso cortical se
encuentra en el rango de 15-20 GPa, mientras que para el hueso calloso oscila entre
0.1-2 GPa. Esto se traduce en notables niveles de fuerza compresiva: 1000-200

MPa para el hueso cortical y 2-20 MPa para el hueso calloso.

Como se muestra en la Tabla 2, .Viecilli y colaboradores (2013), han determinado
un analisis por elemento finito para analizar la resistencia de un diente, con una
definicién limitada a 2 proyecciones (2D) y una direccién de carga especifica. Para
minimizar errores en la determinacion de los ejes de resistencia, se ajusto el médulo

elastico del diente a 800 GPa en el modelo rigido (Viecilli et al., 2013).
Tabla 2. Andlisis por elemento finito de las propiedades mecanicas del diente (MPa).

Modelo dental y hueso no Modelo dental y hueso rigido

rigido

Estructura

Coeficiente de

Coeficiente de Moédulo de

Moédulo de

Young Poisson Young Poisson
Esmalte 80000 0.3 800000 0.3
Dentina 20000 0.3 800000 0.3
Hueso 0.05-20000 0.325 Restringido 0.325
Ligamento 0.05 0.03 0.05 0.3

periodontal

La eleccion de pruebas y estandares puede variar segun la region y el tipo de
aplicacion clinica, lo que refleja la necesidad de un mayor consenso y desarrollo de

estandares especificos para garantizar la calidad y eficacia de estos dispositivos en
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la regeneracion del tejido éseo. La superior estabilidad y propiedades mecéanicas
del PLA/YAG:Eu3* sugieren potenciales aplicaciones en entornos mas desafiantes
donde se requiere una mayor resistencia y durabilidad. La capacidad de modificar y
mejorar selectivamente las propiedades del PLA mediante la incorporacién de
nanocristales especificos abre nuevas posibilidades para el disefio y la fabricacion
de andamios para ingenieria de tejidos, permitiendo adaptar los andamios a las
necesidades especificas de diferentes aplicaciones clinicas (Landy et al., 2013;
Marchiori et al., 2019).

La superior estabilidad y propiedades mecéanicas del PLA/YAG:Eu3* sugieren
potenciales aplicaciones en entornos mas desafiantes donde se requiere una mayor
resistencia y durabilidad. La capacidad de modificar y mejorar selectivamente las
propiedades del PLA mediante la incorporacion de nanocristales especificos abre
nuevas posibilidades para el disefio y la fabricacion de andamios para ingenieria de
tejidos, permitiendo adaptar los andamios a las necesidades especificas de

diferentes aplicaciones clinicas.
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Figura 30. Andlisis de resistencia. Se presentan las curvas de esfuerzo-deformacion para el
PLA puro y el PLA combinado con nanocristales, ilustrando las diferencias en las propiedades
mecénicas entre los materiales. Los resultados evidencian las variaciones en la resistencia y la

deformacion debido a la incorporacién de nanocristales en la matriz de PLA.
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4.2.7 Analisis in vitro

4.2.8 Viabilidad celular

En el ambito de la investigacion biomédica, particularmente en la exploracion del
potencial terapéutico de los andamios celulares, se implementaron diversos
ensayos con el objetivo de evaluar la viabilidad celular en células osteoblastos
fetales humanos hFOB. Estos ensayos se llevaron a cabo empleando la técnica de

Resazurina, durante periodos especificos de 2, 4 y 6 dias (Ng et al., 2019).

En el curso de estos experimentos, se puso especial atencién en evaluar los
posibles efectos citotoxicos derivados de la incorporaciéon de los diferentes
nanocristales. Para obtener una comparativa solida y representativa, los
porcentajes de células viables de cada muestra se cotejaron con un grupo control

PLA , de manera meticulosa y bajo estrictas condiciones experimentales.

De manera notable, se observd que las membranas no indujeron una disminucién
en el conteo celular, indicando su compatibilidad con las células osteoblastos hFOB.
Sin embargo, se identific6 que el andamio PLA/Merge exhibié un nivel de
citotoxicidad discretamente superior. Esta observacion llevo a la hipétesis de que tal
fendbmeno podria ser atribuido a que el contenido multinanocristalino puede estar
desestabilizando las propiedades electrénicas y, en consecuencia, sometiéndose a

ciclos de oxidacion-reduccion.

Este comportamiento sugiere una dinamica compleja, con multiples factores
influyentes, siendo crucial la concentracion y naturaleza de los nanocristales
incorporados en los andamios, asi como sus interacciones electroquimicas. A pesar
de estas variaciones y potenciales obstaculos, es esencial destacar que la totalidad
de los andamios experimentales mantuvieron la viabilidad celular significativamente
por encima del 50%, incluso durante periodos de observacion extensos (Marsi et
al., 2019; Suresh Babu et al., 2014; Vinothkumar et al., 2019).
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Figura 31. Viabilidad celular linea hFOB. Se ilustran los resultados de viabilidad celular a los
2,4,y 6 dias, demostrando no toxicidad. Se observa que los andamios de PLA/YAG:Ce3* presentan
los mejores resultados en términos de compatibilidad celular. La significancia se basé en valores de

p: *p<0.05 (significativo), **p<0.01 (altamente significativo) y ***p<0.001 (muy significativo).

4.2.9 Adhesion celular

Para llevar a cabo una exploracion exhaustiva y detallada del comportamiento y la
interaccion celular, se ejecutaron ensayos meticulosos de adhesion celular. Estos
ensayos se realizaron mediante la linea celular hFOB, y se condujeron en intervalos
de 24 y 48 horas, permitiendo asi observar con precision las dinamicas celulares en

distintas fases del proceso de adhesion.

Los hallazgos revelaron patrones intrigantes y esclarecedores; se observo la
formacion de "clusters" celulares (aglomerado-conjunto) y se hizo evidente que un
considerable nimero de células optaron por residir y proliferar dentro de cada
andamio. Esta particular distribucibn y agrupacion celular demuestran las
caracteristicas favorables de los andamios para albergar y soportar el crecimiento

celular.
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Con el transcurso del tiempo, se evidencié un crecimiento celular entrelazado y
armonioso dentro de las fibrillas del andamio. Este entrelazado refleja la
adaptabilidad y cohesion celular en el entorno proporcionado por los andamios. A
pesar de la tendencia de las células a agruparse, se distribuyeron y expandieron a
través de los diferentes andamios sintetizados. Este fendbmeno sugiere la existencia
de una comunicacion intracelular efectiva y refinada en un entorno tridimensional,

un aspecto critico para el éxito de cualquier intervencion o aplicacion biomédica.

Ademas, se constat6 que las células hFOB mantuvieron su morfologia redonda, no
presentando extensiones membranosas ni la formacion de filopodios (Agarwal &
Garcia, 2015). Esta consistencia morfolégica es indicativa de la estabilidad y

compatibilidad del microambiente proporcionado por los andamios sintéticos.

A lo largo de este exhaustivo estudio, se descubri6 que los nanocristales
compuestos que poseen superficies con mayor rugosidad y propiedades
viscoelasticas 6ptimas ofrecen una abundancia de sitios propicios para la adhesion
celular. Esta caracteristica es crucial para establecer un microambiente celular

robusto y favorecedor.

Cabe mencionar que investigaciones anteriores han subrayado repetidamente los
beneficios inherentes de un médulo de Young adecuado en compuestos que han
sido dopados con iones. Este parametro, esencial para la integridad estructural del
material, promueve significativamente la proliferacion celular, su extension y su
diferenciacion osteogénica (Yang et al.,, 2021; W. Zhang et al., 2021). El
microambiente ocasionado por los andamios PLA/YAG:NCs, mostré ser equilibrado

y nutritivo, potencializando el anclaje, proliferacion y diferenciacion celular.
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Figura 32. Adhesién celular a las 24 y 48 horas. La grafica compara la adhesion celular en
distintos momentos temporales con las placas control, evidenciando las diferencias en la interaccién
celular en el periodo especificado. La significancia se bas6 en valores de p: *<0.05, **<0.01,
**%<0.001.
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Figura 33. Fotografias por microscopia Optica de andamios irradiados a 450 nm. Las
imagenes obtenidas mediante microscopio éptico revelan el andamio irradiado con luz azul de 450
nm, mostrando un aumento notable en la adhesion celular de 24 a 48 horas (a,b). Las imagenes
proporcionan una visualizacién clara de la interaccidon celular con el andamio en el tiempo

especificado.
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4.2.10 Ensayos de mineralizacién

La metodologia implementada para la cuantificacion de la mineralizacion de calcio,
a través de la utilizacion de tincion de alizarina roja (ARS), determino la interaccion
celular y la adaptacion de los andamios fibrilares dopados con NCs. Los resultados
han evidenciado una presencia intensificada de tincion en andamios que han sido
meticulosamente modificados con PLA/YAG:NCs en comparacion con los andamios
constituidos exclusivamente de PLA puros. Este detalle es crucial, ya que indica la
viabilidad y eficacia de los andamios modificados en la promocién del proceso de

mineralizacion.

A lo largo de un periodo de cultivo de 3 a 21 dias, los osteoblastos hFOB en
andamios de PLA/YAG:NCs, ocasionaron un aumento significativo en los nodos
mineralizados. Este fendbmeno es un indicador prometedor de la efectividad del
material y de su potencial aplicabilidad en el campo de la regeneracion tisular y la
medicina regenerativa. Ademas, se identificaron nddulos de calcio de forma no
estructurada en todos los grupos evaluados, incluido el grupo de control de PLA
(Gregory et al., 2004).

De manera analoga, los niveles de mineralizacion observados en células hFOB
cultivadas en andamios de PLA/nanocristales fueron superiores en comparacion
con aquellos obtenidos en andamios de PLA puros después del mismo periodo de
cultivo de dias (W. Zhang et al., 2021; X. Zhang et al., 2021b). Estos hallazgos
coinciden y corroboran los beneficios intrinsecos de los andamios modificados con

nanocristales.

Diversas investigaciones previas han consolidado la nocién de que las superficies
de mayor rugosidad tienen la capacidad de potenciar las concentraciones de
fosfatasa alcalina (ALP) y osteocalcina, ambos marcadores cruciales del
crecimiento osteoblastico. ALP, en particular, desempefia un rol determinante en la
deposicion mineral al transformar fosfato organico en inorganico, catalizando de

este modo el proceso de mineralizacion osteoblastica (Agarwal & Garcia, 2015).
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Este proceso de mineralizacion es esencial para el desarrollo y mantenimiento de
la integridad ésea, y es crucial en la aplicacion de técnicas de regeneracion y
reparacion 0sea. La mejora en los niveles de mineralizacién y en la produccion de
marcadores osteoblasticos es indicativa de una osteogénesis efectiva y de un

ambiente propicio para el crecimiento y desarrollo celular.

Finalmente, se infiere de los estudios recientes que los andamios composites de
PLA/NCs tienen la capacidad innata de fomentar procesos de osteogénesis en
células hFOB. Lo notable de este descubrimiento es que estos procesos son
facilitados aun en ausencia de factores osteogénicos tradicionales (Bernardo et al.,
2022), lo que amplia el horizonte de posibilidades y aplicaciones de estos materiales
en el campo médico y bioldgico, optimizando y diversificando las alternativas de

tratamiento y intervencion en la regeneracion 6sea.
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Figura 34. Tincién de rojo de alizarina para depdésitos calcificados. Se observan
depositos calcificados en los andamios de PLA y PLA/nanocristales, evidenciando un incremento con
el tiempo de cultivo (3 y 21 dias). La tincién resalta la presencia de formaciones calcificadas,
indicativas de la osteoconduccion en los andamios. Criterios de significancia: * para p<0.05, ** para
p<0.01, y *** para p<0.001.
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Figura 35. Incremento de nddulos calcificados. La visualizacion mediante microscopio éptico

muestra el incremento significativo de nédulos calcificados entre los dias 3 y 21 de exposicion,
resaltando la capacidad del Rojo de Alizarina para evidenciar de manera eficaz dichos depésitos
calcificados a lo largo del periodo evaluado.

4.3 Evaluacion de tejido in vivo

4.3.1 Analisis in situ

Los andamios fueron subcutaneamente depositados en la parte de la region
interescapular y lumbar de la rata como se demuestra en la parte metodolégica (PLA

3+ 3+ 3+
puro y dopados con YAG:Ce , YAG:Eu , YAG:Tm , Merge NCs). Para este

estudio en especifico, el andamio correspondiente a PLA;YAG:Ce3+, fue irradiado
con una lampara convencional correspondiente a una longitud de onda de 455 nm
(luz azul), donde se pudo exhibir el resplandor en tonalidad amarilla radiante
directamente en el modelo a tiempo real. Ademas, se pudo observar la limitacion
del andamio en el tejido circundante, donde se apreciaba la asimilacion eficiente,
demostrando bio integracion exitosa en la capa de Stratum Fibrosum subcutis
(Naserian et al., 2018; Wells et al., 2010). Al ser irradiados los demés andamios a
esta longitud de onda in situ , no mostraron una fotoluminiscencia fidedigna, debido
a que no correspondia a su longitud de onda propicia de excitacion.

92



Figura 36. Evaluacion fotoluminiscente in situ. Imagenes secuenciales del andamio

YAG:Ce®" irradiado con luz azul (450 nm), mostrando las propiedades fotoluminiscentes del material

en condiciones in situ.

4.3.2 Analisis H&E

El estudio se desarroll6 en tres etapas especificas: a los 7, 21 y 49 dias. Desde una
perspectiva clinica, es esencial promover una regeneracion de la piel de manera
acelerada y con la menor contraccion de la herida posible. Esto se debe a que una

contraccion excesiva podria derivar en una cicatrizacion no deseada.

Las heridas tratadas con los diversos andamios fibrilares y nanocristales
sintetizados demostraron un cierre de herida similar al grupo control de PLA. El
empleo de andamios fibrilares y nanocristales sintetizados en el tratamiento de

heridas revel6 una disminucion significativa.

Esta observacion sugiere que la presencia de andamios nanodopados desempefia
un papel fundamental al proporcionar un soporte mecéanico. Este soporte no solo
contribuye a mantener el tamafo y la forma de la herida, facilitando asi su manejo
y posicionamiento, sino que también estimula la regeneracion del tejido, evitando la

contraccién no deseada.

Diversos estudios respaldan la idea de que la migracion de células cutaneas hacia
la zona de la lesion, facilitada por los andamios nanofibrilares, desempefia un papel
crucial en la reduccion de la contraccion de la herida. Ademas, estudios han

destacado la formaciéon de nuevos vasos sanguineos como un paso esencial en el
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proceso general de cicatrizacion de heridas (Mohiti-Asli et al., 2017).

En un contexto mas amplio, los andamios que incorporan iones de tierras raras o
lantanidos tienen el potencial de transformar significativamente el campo de la
regeneracion y cicatrizacion de heridas. Las nanoparticulas de lantano (iones de
tierras raras), presentan propiedades excepcionales, como su capacidad para
mantener una baja citotoxicidad y la particularidad de no generar especies reactivas
de oxigeno (ROS). Estas cualidades son de suma importancia, ya que una
respuesta inflamatoria excesiva y la presencia de ROS pueden ser obstaculos para
un proceso de cicatrizacion eficaz, lo que a menudo resulta en cicatrices mas

notorias y persistentes(Vijayan et al., 2022).

Lo que realmente distingue a estos iones de tierras raras es su capacidad destacada
para estimular la angiogénesis, un proceso fundamental en la regeneracion de
tejidos. La angiogénesis implica la creacibn de nuevos vasos sanguineos,
asegurando un suministro eficaz de oxigeno y nutrientes a las células involucradas
en el proceso de regeneracion. Este incremento en el flujo sanguineo y en el
suministro de nutrientes en la zona de la herida es crucial para lograr una

cicatrizacion mas rapida y eficiente.

Ademas de su influencia en la angiogénesis, estas nanoparticulas también
desempefian un papel esencial en la migracion de células clave, como los
fibroblastos y células cutaneas. Los fibroblastos son actores fundamentales en el
proceso de regeneracion de tejido, ya que son responsables de la produccion de
colageno, una proteina esencial para la cicatrizacion. Al promover la migracién de
fibroblastos y estimular la produccion de colageno, los iones de tierras raras
refuerzan aun mas el proceso de regeneracion y, en ultima instancia, aceleran la

cicatrizacion de heridas (Vijayan et al., 2022).

Un estudio realizado por Drouven y su equipo (1986), destaca la relevancia de las
regiones telopéptidas en lo que respecta a la calidad y cantidad de la formacion de
fibrillas de colageno. Sorprendentemente, se ha descubierto que los iones de calcio,
iones de lantanidos o fosfato aceleran la velocidad de polimerizacion del colageno

tipo "p". Es importante destacar que los iones de lantanidos son capaces de acelerar
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tanto el colageno "p" como el colageno "i", mientras que los iones de calcio y fosfato
solo afectan al primero. Esto sugiere que el colageno "p" es mas susceptible a la
influencia de su entorno iénico que el "i"'. Ademas, se ha observado que las
concentraciones de iones de lantanidos necesarias para estimular la gelificacion del
coldgeno "i" son significativamente mas bajas que las requeridas para el coldgeno

"p" (Drouvens & Evans5, 1986).

Este hallazgo abre la posibilidad de acelerar la formacion de geles de colageno
mediante la utilizacion de iones de lantdnidos en concentraciones relativamente
bajas. La respuesta estimulante se ha registrado con tan solo 5 uM de iones de
lantanidos, una concentracion que se asemeja a la del propio colageno. Este efecto
podria atribuirse a un nimero limitado de sitios de unién de iones de lantanidos,
presumiblemente ubicados en la estructura helicoidal de la molécula de colageno.
Estos resultados no solo explican como afectan al colageno "p" y "i*, sino que

también se correlacionan con los datos de luminiscencia de los NCs.

Ademas, se ha observado que el proceso de entrecruzamiento covalente entre
moléculas de colageno comienza tempranamente, incluso antes de que finalice la
fase de crecimiento. Aproximadamente el 60% de las fibrillas de colageno "i" son
resistentes al frio al concluir la fase de crecimiento, y este porcentaje aumenta al
85% en 15 minutos adicionales. Los analisis han revelado la acumulacion de
componentes de alto peso molecular durante y después de la fase de crecimiento,
lo que sugiere que el entrecruzamiento covalente intermolecular de las moléculas
de colageno puede ocurrir tan pronto como estas se alinean adecuadamente en una

fibrilla en crecimiento.

Para investigar los sitios de union de los iones de lantanidos, se ha utilizado la
luminiscencia de los NCs. Estos iones tienen la capacidad de aceptar energia de
cromoforos cercanos y, al excitarse, emiten fotones con energias caracteristicas al

decaer. Los colagenos "p" y "i" han demostrado tener maximos de excitacion a 290
nm y 225-335 nm, lo que no corresponde a los aminoacidos aromaticos presentes
en el colageno. Esto podria deberse a la presencia del compuesto de enlace

cruzado piridinolina. Ademas, se ha observado que la aceleracion de la formacion
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de geles de colageno causada por los NCs es similar en efecto a la producida por
otros iones de lantanidos en diferentes condiciones de pH. Las microfotografias
electronicas confirman que los iones de lantanidos promueven la formacion de

fibrillas de colageno ordenadas y estratificadas (Drouvens & Evans, 1986).

A los 7 dias:

El andamio de PLA revel6 la formacion de granulomas difusos, integrados por

eosinofilos, sin evidenciar deterioro venoso. Contrastantemente, los andamios de

3+ 3. . o
PLA/YAG:Ce yPLA/YAG:Eu indicaron una consolidacién granulomatosa menos
difusa, con areas reparativas especificas y presencia de desmoplasia inmadura.
Fasciculos musculares peri implantarios fueron detectados en el ultimo caso. Es

destacable la observacion de degradacion del biopolimero en el material

PLA/YAG:EU>" en diferentes fases y areas, mientras que en PLA/YAG:Tm® se
apreci6 una concentracion de granulomas con presencia elevada de
microesferulitas, vesiculas con material fibrilar e histiocitos. Para YAG: Merge, se
observ6 granuloma, degeneracion macro y micro vesicular, e inicio de dafio en tejido
nervioso, visualizando perineuritis en primeros estadios. En todos, se detecto
degeneracion macrovesicular y presencia de células gigantes, predominando en el

control de PLA en menor proporcion.

A los 21 dias:

El granuloma en PLA exhibié una maduracion uniforme con indicativos de avances
en cicatrizacion y reparacion alrededor del granuloma, manifestando una reaccion
granulomatosa con degradacién microvesicular y predominancia de células
gigantes e histiocitos maduros. La integracion compacta y definida del andamio

fibrilar dentro del granuloma fue notable. Para PLAIYAG:Ce®" se detectd
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maduracion y consolidacion del granuloma, hialinizacién vascular y perineural y

degradacion moderada del andamio fibrilar en comparacion con el grupo control

PLA. PLA/YAG:EU"" evidencié degradacion lenta, presentandose dentro de un

granuloma fusiforme, manteniendo la predominancia de histiocitos locales, y

PLA/YAG:Tm®~ mostré consolidacién del granuloma con infiltrado inflamatorio.
Finalmente, PLA/Merge presentd granuloma consolidado, mostrando limitacion del
granuloma y mayor presencia de basdfilos y linfocitos, dependiendo del plano de
corte, los andamios con nanocristales se presentaban de manera ovalada (corte

longitudinal) y fibrillar (corte transversal).

A los 49 dias:

El material control de PLA evidencié una degradacion significativa, con presencia
de células gigantes multinucleadas fagocitando el material y contenido fibrilar y

L . . 3+ e

polimérico microvesicular dentro del granuloma. PLA/YAG:Ce manifest6 patrones
extensivos de degradacién con la presencia predominante de eosindfilos y una
poblacién elevada de linfocitos acompafiados de histiocitos, sin alteraciones

histolégicas en los fasciculos inflamatorios. A la vez, se visualizaron focos de
. ., . 3+ , . e
inflamacion activa. PLA/YAG:Eu presento granuloma difuso con contenido fibrilar

en macro y micro vesiculas, mientras que PLA/YAG:Tm®" mostré elevada presencia
de vesiculas y escaso contenido del material implantado dentro del granuloma
consolidado, con focos necréticos evidenciados. En cuanto a PLA/Merge, se
observd un granuloma difuso con cuerpos de Rossel (agrupacion de
inmunoglobulinas), indicativos de respuesta humoral con rechazo crénico y areas
necroticas fibrinosas, destacando una asimilacion y desintegracion mas laboriosa

para el organismo, no obstante, la cicatrizacion se efectué de manera efectiva.

Este profundo analisis subraya la compleja interaccion entre los diferentes

andamios y el organismo, reflejando la adaptabilidad, respuesta inflamatoria y
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capacidad de regeneracion y reparacion tisular en diferentes estadios del proceso

curativo.

Control PLA

PLA/YAG_;Ce“ PLA/YAG:Eu3* PLA/YAG:Tm3* PLA/Merge

Figura 37. Integracion de andamios y respuesta inflamatoria. Micrografias 6pticas revelan
una integracion suave de los andamios de PLA y YAG:NCs (10% p/v) con la fibra de colageno
circundante, con una inflamacién gradual y leve observada después de 21 dias. A los 7 dias post-
cirugia, se evidencia en las secciones histoldgicas la encapsulacion del compuesto y las

nanoparticulas dentro del granuloma, rodeadas por microvesiculas (100X y 40X).
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o PLA/YAGEW®  PLA/YAG:Tm*

WA

Figura 38. Integracién, inflamacién y degradacion de los andamios compuestos. Las
micrografias 6pticas demuestran una integracion sin problemas de los andamios de PLAy YAG:NCs
(10% p/v) con la fibra de colageno circundante, y se observa una inflamacién gradual y leve después
de 21 dias. A los 7 dias post-cirugia, se evidencia la encapsulacién del compuesto y las
nanoparticulas dentro del granuloma, rodeado por microvesiculas, en las secciones histoldgicas
(40X). Adicionalmente, se observé la presencia del composite degradado en estructuras fibrilares
(C.D).

4.3.3 Analisis tincién tricromica de Masson , CD34 y P-S100

Se utilizo la tincion tricrémica de Masson principalmente para conocer el estado del
, . o 3 3 3 .
colageno. Los andamios constituidos por PLA/ YAG:Ce +, Eu +, y Tm " exhibieron

degeneracion de colageno y fibrosis.

A los siete dias post-implantacion, se visualizé en el grupo control de PLA un tejido
conectivo denso, acompafiado de vasos sanguineos en estado de congestion
(saturacion vascular), y un comportamiento semejante se identificé en las muestras

de PLA/YAG:Ce® y Eu’’. Esto contrast6 notablemente con lo observado en las

muestras de PLA/YAG:Tm® y PLA/Merge.
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Al llegar a los 21 dias, el andamio control de PLA implantado mostré una formacion
de fibras de colageno densas y bien organizadas, conjuntamente con una reduccién
apreciable en el nimero de vasos sanguineos presentes. Por otro lado, todas las
muestras de PLA con nanocristales exhibieron depdésitos de coladgeno de
configuracion irregular, intercalados con canales vasculares, evidenciando un

patrén distinto de integracion y respuesta tisular .

En el umbral de los 49 dias, se observaron en las muestras de PLA/YAG:Ce3+, Eu3+,

y Tm®" consistentes depositos de fibras de colageno (Granados-Hernandez et al.,
2018). En contraste, el colageno en las muestras de PLA/Merge se manifesté de
manera mas difusa y dispersa, sugiriendo una posible variacion en la interaccion
material-tejido. Finalmente, se logré evidenciar la presencia de cicatrizacion y
fibrosis, en donde se visualizaron fibroblastos circunscritos por un collarete de
linfocitos activados. (Bodkin & Criswell, 2021).

Adicionalmente, se condujo un ensayo de inmunohistoquimica CD34*, marcador
crucial para células progenitoras endoteliales, que resulta ser positivo para células
troncales y células precursoras hematopoyéticas. CD34* es una sialomucina
transmembrana de 115 kDa. Si bien la expresion de CD34* se pierde durante la
diferenciacion en la linea hematopoyética, se mantiene en la angioblastica. Ademas,
existen pruebas que respaldan la idea de que un subconjunto de células estromales
CD34* derivadas de la médula ésea y el masculo representan un tipo de célula
madre mesenquimal. Se han propuesto diversas funciones para CD34*, que
incluyen la inhibicion de la diferenciacion y la promocién de la proliferacién en las
células madre hematopoyéticas. Su papel como molécula de adhesién con
capacidad de sefalizacion, y su funcion como ligando de L-selectina, que esta
involucrado en la union de linfocitos a vénulas endoteliales altas en los ganglios
linfaticos, entre otros, es fundamental. En la piel normal, CD34* se encuentra en
células endoteliales sanguineas, células en forma de huso y dendriticas
intersticiales y perivasculares de la dermis reticular, células alargadas alrededor de
la parte media de los foliculos pilosos y células en forma de huso alrededor de las
glandulas sudoriparas ecrinas secretoras (Tardio, 2009). Este marcador esta
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vinculado con la formacion de vasos sanguineos y fenotipo. Por otro lado también

esta asociado a diversas enfermedades vasculares.

A través de esta técnica, se lograron identificar células endoteliales, lo que permitié
contar los vasos sanguineos hallados en tejidos cronicamente inflamados en areas
lesionales de la capa del "Stratum Fibrosum subcutis”, contrastandolos con la dermis
no afectada. En la mayoria de los andamios, se verificO un aumento en la
neovascularizacion, donde se detectaron lesiones tanto crénicas como agudas,
manifestando una reduccién de colageno y elastina.

Asimismo, se examind la proteina S100, que desempefia roles diversos en la

regulacion celular, homeostasis de Ca2+, organizacion de membrana, dindmica del
citoesqueleto, motilidad, y crecimiento celular, entre otros aspectos. Mediante este
analisis, se observé la formacion de tejido neural, macréfagos y células adiposas.
Esta tincidon inmunohistoquimica no revelo la presencia de tejido nervioso novo o
neurofilamentoso. El tejido situado en subcutis y en areas de alta vascularizacion
predominante fue estudiado. En ningln escenario se visualizaron nervios pequefios
que pudieran ser omitidos debido a los componentes de la intensidad de la
inflamacion vascular (Zhu et al., 2013). Investigaciones anteriores han propuesto
que los nervios de la dermis y subcutis pueden ser identificados facilmente por el
anticuerpo anti-S100, apuntando a una posible hiperplasia nerviosa asociada con la
inmunoreactividad del receptor del factor de crecimiento nervioso (Cribier et al.,
2006). La proteina S100 tiene un papel importante en la respuesta inmune y la
regulacion de células dendriticas en la piel. Estos resultados sugieren que la
exposicién cronica de los diferentes andamios sintetizados, tienen un impacto
significativo en la cantidad de células dendriticas en la epidermis y su funcién en el

sistema inmunoldgico cutaneo (Bosset, 952).

Por otro lado, el protocolo actualizado del Grupo de Melanoma de la Organizacién
Europea para la Investigacion y Tratamiento del Cancer (EORTC) para la evaluacion
patologica de los ganglios linfaticos centinela (SLN) se basa en la evaluacion de
multiples niveles del ganglio linfatico utilizando no solo laminas tefiidas con

hematoxilina-eosina, sino también inmunohistoquimica (IHC), para aumentar la

101



eficacia en la deteccion de pequefios focos metastasicos. Entre los anticuerpos
recomendados tradicionalmente para este propdésito, se encuentra la proteina S100
(pS100). Esta fue el primer marcador con la mayor sensibilidad entre todos los
marcadores asociados a melanocitos y un valor practico en el diagnostico del
melanoma, y el mas utilizado para la evaluacion de los ganglios linfaticos centinela
(SLN). Similar a SOX10, es miembro de una familia de factores de transcripcion
involucrados en el desarrollo embrionario del testiculo, la cresta neural y el sistema

nervioso periférico.

La proteina S100 puede ser expresada por neoplasias epiteliales de células
mioepiteliales/basales, tumores neurogénicos y malignidades mamarias. Por lo tanto,
la interpretacion de la S100 en SLN requiere una evaluacion cuidadosa por parte de
patbélogos experimentados debido a posibles diagndsticos erréneos y a la frecuente
sobreestimacion de la presencia de enfermedad metastasica. Las células dendriticas
positivas para S100, en particular, tienden a estar presentes de manera aislada o en
pequefios grupos en los ganglios linfaticos (Szumera-Cieckiewicz et al., 2020). En

este analisis especifico, no se visualizaron casos de neoplasias epiteliales o basales.

Los distintos andamios dopados con nanocristales manifestaron caracteristicas
histoldgicas que sugieren la presencia de tejido de granulacion, inflamacion focal
aguda y, ademas, inflamacion crénica difusa de moderada a marcada. La
inflamacion crénica perivascular se ubica, generalmente, entre areas no afectadas
y zonas con inflamacion crénica difusa. Se determind que la respuesta inflamatoria
cronica visualizada en las lesiones ocupadas por el granuloma consolidado, estaba
claramente delimitada entre areas inflamatorias y no inflamatorias (Jin et al., 2021;
Kuberappa et al., 2016; C. Li et al., 2021; Ratajczak-Wielgomas et al., 2018; Wright
et al., 2009; X. Zhang et al., 2021a).

Los macrofagos son elementos cruciales en la respuesta inflamatoria durante el
proceso de cicatrizacién de heridas. En la fase inicial, los macréfagos tienden a
adoptar una fenotipo proinflamatorio (M1), secretando citocinas inflamatorias como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1). Esta respuesta

inflamatoria es esencial para la eliminacién de residuos celulares y patégenos.
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Posteriormente, en la fase de proliferacion y remodelacion, los macréfagos
transicionan hacia un fenotipo antiinflamatorio (M2), contribuyendo a la reparacion
del tejido mediante la secrecion de factores de crecimiento y citocinas
antiinflamatorias. La secuencia de eventos en la respuesta normal del cuerpo a la
lesion puede variar segun el tipo de tejido, la edad, el estado de salud y la naturaleza
aguda o cronica del defecto. En algunos casos, la inflamacioén excesiva puede dar
lugar a heridas cronicas o formacion de cicatrices. Los biomateriales con
propiedades inmunomoduladoras tienen el potencial de modular la respuesta de los
macréfagos y mejorar el proceso de cicatrizacion (Hortensius, 2016).

Finalmente, este analisis microscopico detallado descubre diferencias sutiles pero
significativas en la respuesta tisular y el proceso de integracion de los variados tipos
de implantes, otorgando percepciones valiosas acerca de sus posibles aplicaciones
y ajustes necesarios para perfeccionar su funcionalidad en futuros desarrollos
clinicos. La diversidad en la respuesta tisular a cada version del implante enfatiza la
relevancia de comprender a fondo la interaccion entre el material implantado y el

entorno bioldgico circundante.

? Fase inflamatoria Fase proliferativa Fase remodelacion tisular
E
© Deposicion de
2 colageno y otras Sintesis y
S proteinas de la degradacion de
o Migracién de matriz colageno
2 células extracelular
g inflamatorias
@| ¥ f } } »
&| Lesion Horas Dias Semanas Meses Afos
—
- Img!i:_::::r’; Idel _ Sintesis y degradacion
Sin cierre de de colageno
heridas y tejido Promocion de macréfagos fenotip
granulado M1 --> M2
} } t } >
Leswn Horas Dias Semanas Meses Afios

Figura 39. Respuestas inflamatorias. (a) Secuencia en la respuesta normal del cuerpo a la
lesion (adaptado de Bentzen). (b) La respuesta a la lesién varia segun el tejido, la edad y la salud.
Biomateriales inmunomoduladores pueden mejorar la cicatrizacion, reduciendo la inflamacién y

previniendo cicatrices. Elaboracion propia por BioRender, apoyado de (Hortensius, 2016).
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Figura 40. Evaluacion histolégica de andamios de YAG:Ce* a los 7 y 49 dias post-
implantacion. a) Imagenes de secciones histolégicas teflidas con H&E de granuloma consolidado
de YAG:Ce®" a los 7 dias, mostrando una delgada pared de tejido conectivo con leve presencia de
bandas de fibrina. b) La tincion de tricrémica de Masson también a los 7 dias, confirmando los
hallazgos. ¢) PLA/Merge muestra inflamacion perivascular y perineural con proteina S100, y d) CD34
resalta el centro de proliferacion endotelial en el punto caliente a los 7 dias. y f) A los 49 dias, YAG:
Ce3* exhibe degradacion del andamio dentro del granuloma, mostrado por la tincién de tricromica de
Masson (100X y 40X).
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Figura 41. Evaluaciéon de degeneraciéon y desmoplasia. Inmunotinciones de estados y
reacciones de los andamios de PLA y PLA/Merge en diferentes tiempos post-implantacion. a) A los
7 dias, el PLA muestra degeneracion de fibras de coldgeno. b) A los 7 dias, el PLA/Merge exhibe
desmoplasia. ¢) A los 21 dias, se observa desorganizacion del granuloma en PLA/Merge. d) En el
mismo periodo, CD34* en PLA indica un punto caliente vascular. €) Se muestra un granuloma
consolidado rodeado de fibras de coldgeno en el sitio de implante. f) A los 49 dias, el control de PLA

revela un granuloma bien conformado y capas de tejido subcutdneo intactas.

4.3.4 Diagnostico histopatolégico de implante y correlaciéon de la

severidad de GVHD (Enfermedad de injerto contra huésped).

La enfermedad aguda del injerto contra el huésped (GVHD) inicialmente fue
caracterizada como una condicién secundaria en modelos murinos de trasplante de
médula Osea, surgiendo después de superar la toxicidad vinculada al
acondicionamiento. En estos modelos, se observaron sintomas como inactividad,
sindrome de desgaste y cambios significativos en la piel y pelaje, culminando, en
muchos casos, en la muerte por una 'enfermedad secundaria’.
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Originalmente, la GVHD se clasificaba en aguda o cronica basandose en el

momento de aparicion de los sintomas; la forma aguda se presentaba antes de los

100 dias después del trasplante y la cronica después de estos 100 dias. Sin
embargo, esta clasificacion experimento una refinacion gracias a una conferencia
de consenso de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) en 2005. Ahora, la
distincién entre GVHD aguda y crénica se fundamenta en las caracteristicas propias
de la enfermedad mas que en el tiempo de aparicion. La forma cronica puede
impactar cualquier érgano del cuerpo, a diferencia de la aguda que afecta

primordialmente la piel, el higado y el tracto gastrointestinal.

La clasificacion actual de la enfermedad que cumple con la definicion de GVHD
cronica de los NIH incluye la GVHD cronica clasica o GVHD cronica superpuesta si
también esta presente la GVHD aguda, y esto es independiente del tiempo
transcurrido desde la aparicion de la GVHD. Los sintomas agudos de la GVHD se
pueden categorizar, segun su momento y persistencia, en GVHD aguda clésica, de
aparicion tardia, recurrente o persistente. Ademas, la GVHD aguda se califica por
su severidad de | a IV, teniendo en cuenta diversos sintomas y parametros clinicos.
La categoria I, por su minimo impacto en el resultado del paciente, no suele ser
considerada de importancia clinica. En consecuencia, la mayoria de los estudios
ponen el foco en los grados Il a IV, y especialmente en los casos severos de grado
'y IV.

El sistema de gradacién MAGIC es un ejemplo de cédmo se pueden graduar estos
casos, y aunque no es comunmente utilizado en la practica clinica rutinaria, ha
demostrado ser de gran utilidad para estandarizar la recoleccion de datos clinicos
sobre GVHD aguda (Ballester-Sanchez et al., 2016). Esto se evidencia por el
desarrollo y validaciéon de la aplicacion electronica eGVHD, que asiste a los
profesionales de la salud en la evaluacion de la GVHD aguda en la practica clinica,
proporcionando una herramienta esencial para una evaluacion precisa y uniforme

de esta compleja condicion (Holler et al., 2018; Malard et al., 2023).
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Tabla 3. Clasificacion y manifestaciones histopatoldgicas de la GvHD aguda.

_Clasificacion general Histopatologias
Grado | Leve, <25% de la piel afectada, vacuolizacién de
células basales epidérmicas.
Grado Il Moderado, 25-50% de la piel afectada con

sintomas leves, presencia de queratinocitos
necréticos individualmente.

Grado lll Grave, >50% de la piel afectada con afectacion
hepdtica y gastrointestinal, dreas confluentes
de necrosis de queratinocitos formando
ampollas.

Grado IV Muy grave, piel con ampollas, ictericia y diarrea
severa, desprendimiento de la epidermis.

EICH aguda: reah, Gl, higado EICH cronica: piel, ojos, boca, Gl,
higado, pulmén, musculoesquelético

Aloreactividad >
Autoinmunidad B
Inmunodeficiencia >

Aguda clasica Aguda tardia Crénica clasica
(o) overlap
v .
> e ™
,«fi \\\
/ N\
// \"\
Dia 0 50 100 180 1la 2a 3a ba
>
Actividad Dafo
(Inflamacion) lesion Reparacion (Fibrosis)

Figura 42. Grafica enfermedad aguda del injerto contra el huésped (GVHD) crénica

vs aguda. Gréfica evolutiva complementario de la GVHD aguda y crénica (Holler et al., 2018).

La clasificaciéon del estadio de la Enfermedad del Injerto contra el Huésped (GvHD)
aguda fue posible mediante la implantacion de cada andamio fibrilar, y estos fueron
evaluados a los 7, 21 y 49 dias. Durante los primeros 7 dias de analisis, se observo

gue los andamios de control PLA, PLA/CE™ y PLA/TmM’" » se mantuvieron en Grado

I. En cambio, el PLA/Merge alcanzé el Grado Il, mientras que el PLA/EU demostré

un rechazo exacerbado, clasificAndose asi en un nivel de Grado lll.
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Al proceder con el analisis de las muestras en el dia 21, se constaté que todas
mantenian el mismo grado de dafio contra huésped, sin exhibir alteraciones
significativas en las laminillas examinadas. Esta condicion persistio hasta los 49
dias, sin manifestar variacién alguna. Es relevante subrayar que el contenido de

PLA/Merge exhibia tendencia hacia Grado Ill.

. . 3 .
En cuanto a las respuestas inflamatorias, el PLA puro y el PLA/Tm " manifestaron

un granuloma radial difuso, mientras que otros exhibieron un granuloma esférico

compacto. El PLAEL” indujo inflamacion perivascular y perineural. Todos los
andamios generaron una respuesta inflamatoria que involucra granulocitos,
especialmente polimorfonucleares (PMN) y eosindfilos, lo que indica la formacion
de una matriz provisional alrededor del andamio. Esto es una consecuencia
esperada debido a la introduccion de material exdgeno y a la intervencion quirdrgica

realizada.

Curiosamente, en este contexto, la mayoria de los implantes evidenciaron procesos

de angiogénesis, con la excepcioén del PLA:YAG:Ce . El composite PLA/YAG:EU"'
presentd un GVHD de Grado lll, acompafiado de una extensa necrosis de
queratinocitos (Alsaad & Ghazarian, 2005). Ademas, se observé la formacion de
células gigantes de cuerpo extranjero (FBGCs), lo que afiade un nivel adicional de
complejidad a la respuesta inflamatoria y reparativa observada en los tejidos

circundantes al andamio (Eslami-Kaliji et al., 2023).
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Tabla 4. Diagndstico histopatoldgico del implantey correlacion con la severidad de la
GVHD. Se muestra el diferente grado de severidad de los diferentes composites nanoestrturados a

los 7, 21 y 49 dias post implantacion.
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Capitulo 4. Discusion

La investigacion detallada sobre nanocristales YAG dopados ha revelado
informacion significativa, crucial para su aplicacion en distintos campos,
especialmente en bio-imagen. Los hallazgos obtenidos de variadas técnicas de
analisis, como XRD, SEM, TEM y DLS, han expuesto la diversidad y complejidad
morfolégica y estructural de estos nanocristales, aportando un entendimiento

profundo sobre su formacion, estabilidad, y propiedades Opticas y luminiscentes.

La morfologia de los nanocristales, influenciada por las variaciones en la sintesis y
los protocolos experimentales y en la misma forma de analisis, dicta en gran medida
su eficiencia y comportamiento en diferentes medios. Micrografias TEM de alta
magnificacion evidenciaron franjas de reticula bien definidas, destacando la
naturaleza altamente cristalina de los nanocristales. Cabe destacar que los NCs
mostraron buena geometria interatdbmica al no presentar indicios de dislocaciones,
confirmando que el tamafio del cristalito es independiente de la concentracion de
cada ion dopante. También, se observaron granos pequefios con formas
cuasiesférica, rugosas y asimétricas, y el tamafio cristalino predominante oscilaba
entre 15 y 45 nm, aunque también se evidencio la presencia de estructuras mas
prominentes, con tamafos entre 100 y 200 nm, sugiriendo un proceso de

crecimiento, ensamblaje dinamico y amalgamado.

Estudios recientes proponen que, al realizar andlisis de espectroscopia de
dispersion de energia de rayos X (EDS) en la red cristalina del material YAG
dopados con iones de tierras raras, se pueden observar elementos como oxigeno
(O), aluminio (Al) eitrio (Y), cuya presencia variaba dependiendo del tipo de sintesis.
En este caso, los iones dopantes podrian no verse identificados esto debido a su
reducido porcentaje atomico (Vlasova et al., 2015). Los porcentajes atomicos de los

nanocristales indicaron que el aluminio superaba ligeramente al de itrio.

Este hallazgo se puede entender por medio de tres hipoétesis principales. En primer

lugar, algunos elementos podrian haberse evaporado durante el proceso de sintesis
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a causa de las elevadas temperaturas; en segundo lugar, la formacion de fases
metaestables en proporciones menores; Yy finalmente, una alteracion
estequiométrica, transformando los iones dopantes en comportamiento redox (ex.
el ion de Ce (Ill) a Ce (IV)) (Tsuruoka et al., 2016). Por otro lado, se especula que,
en el transcurso de la sintesis en ambiente oxigenado, ciertas especies de los iones
dopantes pudieran también haber experimentado oxidacion, transformandose en

especies de los iones dopantes (1V) en la superficie de los nanocristales.

Es vital destacar que la eleccion de la proporcion en el proceso de sintesis,

especificamente 2:1:1, fue deliberada, buscando optimizar propiedades especificas

: 3+ .
de los nanocristales de YAG:Ce , los cuales predominaban en la mezcla. Su
morfologia cuasiesférica se presupone beneficiosa para aplicaciones especificas,
favoreciendo una mayor superficie de contacto y una distribucién homogénea en un

sustrato, a la vez que influye en sus propiedades Opticas, mecénicas y térmicas.

El analisis conjunto de datos derivados de diferentes técnicas de caracterizacion,
incluido FTIR, es fundamental para interpretar integralmente las propiedades y
comportamientos de los nanocristales. La sinergia entre estas herramientas es vital
para obtener una visién holistica, permitiendo un discernimiento detallado de los
nanomateriales, lo que es esencial para optimizar sus aplicaciones en diversos
campos. Ademads, las técnicas espectroscoépicas como Raman y ATR
complementan esta vision, proporcionando insights sobre la quimica de superficie y
los grupos funcionales, ademas de mitigar las limitaciones inherentes a cada
técnica, como el fondo de fluorescencia alto en el espectro Raman, que puede ser
contrarrestado efectivamente mediante la implementacién de nanoparticulas de

metales nobles. Se observd que, través de la espectroscopia Raman, los picos
. . -1 -1 .
detectados en rangos inferiores a 300 cm ~ y aquellos menores a 700 cm * reflejaron

. ) ) 3+ ) . ,
movimientos traslacionales-rotacionales de Y vy el estiramiento entre los atomos

de Aluminio (Al) y Oxigeno (O), respectivamente, mientras que se observaron
transiciones especificas a C-COOH en 900 cm'l, C=0 en 1480 cm y C-H en 2996

-1 . P . ipr 2
cm en el material puro de PLA. En complemento, el analisis FT-IR identificé bandas

111



-1 . . . . P
en 1630 y 1500 cm ", asociadas a coordinaciones de iones metalicos con grupos

carboxilato, y vibraciones de flexion del grupo O-H en el rango de 1080 y 1050 cm'l,

indicativas de la presencia de grupos hidroxilados. Ademas, se registraron
vibraciones metal-oxigeno entre 550-850 cm’ y picos caracteristicos a 2947 cm”

paraC-Oy 1748 cm’ para C=0 en el PLA. Las peculiaridades reveladas por ambos
métodos espectroscopicos no solo confirmaron la consistencia en los datos
obtenidos, sino que también destacaron la estructura cristalina y las complejidades
guimicas presentes en los nanocristales y el PLA, subrayando asi la importancia de
estas metodologias en la dilucidacion de las propiedades y comportamientos de

tales materiales.

Los ensayos fotoluminiscentes (PL) de los diferentes nanocristales sintetizados
destacan el potencial de los nanocompuestos en aplicaciones de monitoreo
espaciotemporal real. Donde, es crucial reconocer los distintos perfiles de emision

. : : . 3+ )
de los iones en los nanocristales de YAG. A partir de los datos, el ion Ce  presento
una prominente emision amarilla a 526 nm bajo una excitacién de 342 nm, y su perfil
en el espectro de fotoluminiscencia denoté una compleja estructura subyacente,

evidenciada por las transiciones detectadas en el rango de 480-800 nm. Esta

complejidad intrinseca contrasta con las emisiones naranja-rojo de Eu3 observadas
a 590 nm y 709 nm, subrayando el impacto del dopaje de iones en la matriz YAG y
sugiriendo la presencia de irregularidades en la superficie que afectan la simetria

del entorno cristalino.

Por otro lado, los iones Tm" mostraron una emisién de conversién ascendente azul
significativa, centrada en 460 nm, la cual no fue alterada en forma ni ubicacion por
la temperatura de calcinacion, aunque la intensidad del PL se elevo, evidenciando
una influencia considerable del proceso de calcinacién en la luminiscencia. Al
examinar la emision combinada de "Merge" (2:1:1) se encontr6é una diversidad de
bandas, reflejo de la integracion de los diferentes iones dopantes, sugiriendo la
importancia de una distribucion homogénea de los activadores en el material

anfitrion para alcanzar luminosidad y eficiencia 6ptimas. El fendmeno de quenching
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(atenuacion luminiscente) o extincion de la concentracion, no fue observado, pero
cabe destacar que para confirmar tal afirmacion se deben considerar tres aspectos
fundamentales: 1) transferencia de energia de defecto, 2) transferencia de energia
asistida por multiples fonones mediante el acoplamiento electrén-fonén y 3)
transferencia de energia de cada ion dopante (Chowdhury & Sharma, 2015).

El indice de Reproduccién Cromatica (CRI) revel6 una predominancia del color
amarillo en los nanocristales "Merge", una manifestacion correlacionada con la
elevada presencia de iones de cerio. Este hallazgo subraya la importancia crucial
de la geometria local circundante a los iones activadores en determinar el
comportamiento espectroscopico. La prevalencia de la tonalidad amarilla, junto con
las inherentes propiedades épticas, es fundamental para el uso de estos materiales
en campos como la iluminacion y la biomedicina, resaltando asi la versatilidad y
adaptabilidad de estas nanoparticulas en diversas técnicas de imagenologia.
Ademas, podemos inducir cierta fluorescencia y manipular la tonalidad a voluntad,
permitiéndonos acceder a un espectro amplio de posibilidades y habilitando su
utilizacion como biomarcadores. Este ajuste en la tonalidad proporciona un
contraste fluorescente notable, lo que facilita la observacién de estructuras y tejidos

a simple vista.

Por otra parte, la presencia de diversos nanocristales confinados en los fibriles de
PLA aseguro la retencion de sus propiedades luminiscentes, excluyendo cualquier
efecto de atenuacion como el queching. Cuando se excitaban los distintos andamios
en cada longitud de onda, correspondiente a los diferentes nanocristales
sintetizados, revelaron su naturaleza emisora intrinseca sin afectaciones, lo que
facilit6 identificar las areas de confluencia, proporcionando un rastreo local y datos

estructurales del andamio.

Los analisis de TGA-DSC mostraron que tanto el PLA puro como los compuestos
de PLA con nanocristales sufren degradacion térmica, siendo la variante de
PLA/YAG:Ce?®" la méas termoestable. Los diversos grados de pérdida de peso y las
transiciones térmicas evidencian la influencia notable de los nanocristales en las

respuestas térmicas del PLA. Esto sugiere un abanico de aplicaciones, , variando
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segun la combinacion de nanocristales empleada.

La integracion de nanocristales modifica significativamente las propiedades
superficiales del PLA, alterando las superficies de hidrofébicas a hidrofilicas, un
elemento esencial para la adhesion celular y regeneracion tisular en aplicaciones
meédicas como la ingenieria de tejidos 0seos. Este cambio en la humectabilidad
destaca la necesidad de entender las interacciones célula-material y su influencia

en los procesos de regeneracién y reparacion tisular.

Los analisis de FTIR y espectroscopia Raman concordaron en mostrar cambios
considerables en el entorno quimico y la simetria local del PLA al incorporar
nanocristales, evidenciando interacciones a nivel molecular y submolecular que son
fundamentales para las propiedades mecéanicas, térmicas y optoelectronicas de los
compuestos. Es notable que los nanocristales, al estar confinados dentro del PLA,
exhibieron un ligero desplazamiento de sus bandas moleculares caracteristicas en
comparacion con los nanocristales puros. Mediante la identificacion de modos de
vibracion, obtuvimos percepciones significativas sobre la estructura cristalina, y
particularmente sobre las vibraciones metal-oxigeno-metal especificas a la
formacién de fase YAG. Los picos de menor energia estan relacionados con la
traslacion y libraciéon de cationes en coordinaciones como tetraédrica, octaédrica y
dodecaédricos, correspondientes a los modos mas bajos (Kosti¢ et al., 2015).

En relacion con las propiedades mecanicas, los andamios dopados satisfacen los
requisitos establecidos para implantes 6seos. Resulta notable que el i6n utilizado
influy6é en la deformacion elastica, optimizando la resiliencia del andamio, lo cual
podria abrir puertas a una variedad de aplicaciones debido a su comportamiento.
Es importante subrayar que aquellos andamios en los cuales se aprecié una mayor

concentracion de nanocristales aglomerados fueron los que manifestaron una

resistencia superior, como es evidente en los casos de YAG:Tm"' y YAG/Merge.
Cabe resaltar que, la eleccion de sistemas fibra/disolvente es vital ya que afecta
tanto el procesamiento, morfologia de la fibra y sus propiedades intrinsecas, como
la cristalinidad (de Franca et al., 2022; Oliveira et al., 2014).Por otro lado, podemos

confirmar que los parametros mecéanicos obtenidos, coinciden con los estandares
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establecidos por la ISO 22803:2004. Donde, se establecen requisitos especificos

para los materiales de membrana utilizados en cirugia oral y maxilofacial.

Los estudios de viabilidad celular in vitro siguieron las normas ISO para evaluacion
biologica de biomateriales con aplicaciones médicas. Los composites se cortaron
en piezas que representan una décima parte de la superficie del pozo de nuestras
placas, siguiendo las pautas de la norma ISO 10993-5:2009 (Evaluacién biologica
de dispositivos médicos — Parte 5: Pruebas de citotoxicidad in vitro) (Piszko et al.,
2023). Estos composites en monocapa indicaron que, a seis dias, no hubo una

disminucién superior al 50% en ningln andamio sintetizado. Ademas, los andamios

compuestos por PLA/Merge y PLA/TM’" fueron los que exhibieron una mayor
disminucién en la viabilidad celular. Seria beneficioso realizar estudios a tiempos
mas prolongados para determinar si existe un decremento, estancamiento o mejora
en la viabilidad celular de cada andamio. Estos andamios demostraron ser
prometedores para futuras aplicaciones en regeneracion tisular y terapia celular. Es
crucial que las investigaciones subsecuentes empleen los hallazgos actuales para
optimizar la sintesis y funcionalizacion de andamios y mejorar su eficacia y
compatibilidad en aplicaciones biomédicas y de regeneracion de tejidos, mitigando

posibles efectos citotoxicos asociados con la integracién de nanocristales.

El andlisis de adhesion mostrd que los andamios con una porosidad estructurada,
con puntales y una tortuosidad superficial, facilitan una adhesion celular 6ptima
incluso durante periodos prolongados. La naturaleza acida de los subproductos de
degradacion y la regulacion del pH de cada andamio dopado con iones de tierras
raras son aspectos aun desconocidos, resaltando la necesidad de futuros estudios
para entender dicho comportamiento. Finalmente, el estudio de tincidon de Alizarina
roja concluyé que los andamios compuestos de PLA/NCs tienen la capacidad
intrinseca de fomentar procesos de osteogénesis en células hFOB. Lo relevante de
este descubrimiento es que tales procesos son facilitados incluso en ausencia de

factores osteogénicos tradicionales.

Por otro lado, cuando las nanoparticulas entran en contacto con la interfaz nano-

célula, las células las perciben como sefales externas provenientes de su entorno
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inmediato. La sefializacion por nanoparticulas es incierta debido a multiples factores
celulares y caracteristicas de las nanoparticulas, como carga, forma, tamafo y
estabilidad coloidal, siendo fundamentales en la modulacion de interacciones
celulares. El proceso comienza con un enlace no especifico, seguido por envoltura
de membrana e internalizacion de la nanoparticula, involucrando interacciones
electrostaticas, de Van der Waals y termodindmica celular. La internalizacion es
dependiente de los mecanismos de endocitosis y se ve influenciada
significativamente por el tamafio y la carga de las nanoparticulas. Particulas
menores a 200 nm son mayormente internalizadas por endocitosis mediada por
clatrina y fagocitosis, mientras que las mayores a 200 nm por internalizacién
mediada por caveolas. El tamafio afecta la internalizacion celular (uptake), con
nanoparticulas de 40-50 nm mostrando el mayor uptake. Las cargas superficiales
también juegan un papel crucial; nanoparticulas positivas son més internalizadas
por células no fagociticas y las negativas por células fagociticas. La
internalizacion  de nanoparticulas anionicas también ha sido reportada,
probablemente por la presencia de cargas positivas en la membrana celular (Mutalik
et al., 2020).

Los estudio in vivo, evidenciaron zonas reparativas que reflejan una respuesta
favorable del tejido circundante a los andamios impregnados con nanocristales de
lantanido. Estos mostraron una degradacion diversa y dependiente del tipo de
lantanido utilizado, preservando, sin embargo, la integridad de los fasciculos
nerviosos. Investigaciones subsiguientes han resaltado las propiedades
antioxidantes y moduladoras de las nanoparticulas de Oxido de cerio e itrio,
protegiendo células del estrés oxidativo y promoviendo la osteogénesis, sin afectar

la supervivencia celular a corto plazo ni sensibilizar la piel.

Los andamios de PLA, especialmente los conjugados con pLA/Ce”’ y PLA/Tm3+,
han demostrado causar impactos leves en los tejidos, con menos del 25% de dafio
en la piel afectada y exhibiendo tendencias homogéneas y decrecientes en los

procesos de cicatrizacion e inflamacion. Por el contrario, los andamios fibrilares,

como PLA/YAG:Eu> y PLA/Merge, han revelado dafios tisulares mas prolongados
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y exacerbados, con méas del 50% de la piel afectada y presencia de areas de
necrosis de queratinocitos. Es crucial destacar el impacto directo de la cristalinidad
del polimero en su degradabilidad in vivo, afectando significativamente el

rendimiento y viabilidad del andamio.

En la actualidad, la proteina S100 es unan herramienta importante ya que es un
marcador de fibras nerviosas, las cuales se unen especificamente a anticuerpos
contra neurofilamentos y células dendriticas, pudiendo ser sensibles a diagndsticos
como melanoma y corpusculos de Meissner. En este estudio no se evidencio
ninguna complicacién significativa ante estos u otras enfermedades (Guinard et al.,
2000). Por otro lado, el marcador CD34* se utiliza también para caracterizar células
en diferentes tipos de tumores cutaneos y lesiones. En este caso, no se detectaron
tumores especificos como el sarcoma fibroblastico mixoinflamatorio, ni se
encontraron signos de lipofibromatosis. Sin embargo, se identificaron algunas
células dendriticas en la lesion mediante la expresion de CD34*. Esto sugiere que
algunas caracteristicas celulares pueden ser compartidas en varias lesiones de la
piel, como el fibroma esclerético, y no necesariamente indican una entidad Unica
(Tardio, 2009).

Evidenciamos que la aGvHD se caracteriza por manifestaciones eritematosas
cutaneas, enfermedad hepética colestasica, y disfunciéon gastrointestinal. Inferimos
gue el diagnostico preciso mediante biopsias es vital debido a la similitud de estas
manifestaciones con otras complicaciones. Pudimos demostrar que las células
epiteliales son el principal objetivo de la respuesta inmunitaria en aGvHD,
presentando células inmunitarias infiltradas cercanas a células apoptéticas,
conocidas como "necrosis de célula satélite”. Confirmamos que la aGvHD ocurre
clasicamente hasta el dia 100 y, posteriormente, como aGvHD aguda retardada.
Destacamos la importancia de seleccionar meticulosamente las medidas
preventivas de la GvHD, dada la limitacion de tratamientos mas alla del uso de
antiinflamatorios o corticosteroides (Holler et al., 2018; Malard et al., 2023). El
analisis meticuloso subraya la relevancia de considerar diversos factores

inflamatorios y reparativos durante el disefio y seleccion de materiales de andamio,
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resaltando la correlacién entre la inflamacion y el estrés oxidativo en la deterioracion
funcional y estructural. Ademas, se resalta la optimizacion de técnicas

implantoldgicas, estableciendo un referente sélido para investigaciones futuras.

Las discrepancias entre las respuestas in vitro e in vivo de los diferentes
nanocristales sintetizados en este estudio, concuerda con los datos observados en
diversos estudios previos. De esta manera, ambos estudios comparativos utilizando
un amplio conjunto de nanoparticulas de tierras raras puede proporcionar
informacion crucial sobre los riesgos de las nanoparticulas de tierras raras. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que los datos de clasificacion de riesgos
evaluados en este estudio se basaron en la métrica de dosis de area superficial, y
las conclusiones podrian variar al utilizar otras métricas de dosis, como la masa o
el numero de particulas. Ademas, el potencial inflamatorio agudo podria no ser
consistente con la inflamacién crénica, lo que requiere investigaciones adicionales
(Han et al., 2018).

En este estudio, no pudimos evaluar las diferencias de género en cuanto al potencial
inflamatorio, ya que nos centramos en la clasificacion de riesgos de los
nanocristales con un amplio panel de variedades. Aunque en estudios previos se
han observado diferencias de género en la evaluacién de nanoparticulas oxido-
metélicas, el mecanismo subyacente alin no se comprende completamente y es
motivo de debate. Esta cuestion debe ser abordada en futuros estudios (Han et al.,
2018).

Este andlisis brinda una perspectiva detallada sobre la imperiosa necesidad de
innovar en materiales y técnicas con el fin de potenciar los resultados regenerativos
y reducir al minimo las complicaciones en el proceso de cicatrizacion. Se observo
que los distintos materiales sintetizados exhibieron comportamientos similares a
otros compuestos sintéticos. Se evidencié una reaccién paulatina y autolimitante
gue se consolida progresivamente, sin avanzar, poniendo énfasis en la respuesta a
la reaccion a cuerpo extrafio. Finalmente, los andamios fibrilares sintetizados
representan una estrategia alentadora para optimizar la regeneracion tisular bajo

condiciones implantolégicas.
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Capitulo 5. Conclusiones y perspectivas

Esta investigacion subraya importantes avances en nanocristales YAG dopados,
esenciales para la bioimagen y la biomedicina.

Mediante técnicas analiticas como XRD y SEM, se ha explorado la diversidad y
complejidad morfoldégica de los nanocristales, proporcionando un conocimiento

integral de su estructura y propiedades.

Con su morfologia cuasiesférica, estos nanocristales demuestran estabilidad y
eficiencia en varios entornos. Los andlisis demuestran modificaciones en elementos
como oxigeno, aluminio e itrio, influyendo en las propiedades Opticas, mecanicas y
térmicas de los cristales y permitiendo una distribucién uniforme en diferentes
sustratos (PLA).

La interaccion entre nanocristales y PLA mediante la combinacion de métodos de
caracterizacion es fundamental para entender a fondo las propiedades y

comportamientos de los nanocristales y su potencial en monitoreo espaciotemporal.

Es crucial destacar la importancia de los andamios de PLA, enriquecidos con

nanocristales YAG:Ce"' y YAG:Tm3+, los cuales cumplen con los estandares
requeridos para su uso en implantes éseos. Esto habilita el avance en el desarrollo
de nuevas aplicaciones en regeneracion de tejidos y terapias celulares. En este
contexto, subrayamos la necesidad de mantener la viabilidad celular y de
perfeccionar los procesos de sintesis y funcionalizacion de andamios en el &mbito

de la medicina regenerativa.

Los nano complejos fibrilares producidos son aptos para imagenes intravitales y
potencialmente para cirugias guiadas por fotoluminiscencia debido a las
propiedades Unicas de los NCs. Estos se excitan en diferentes longitudes de onda
y emiten en rangos visibles y cercanos al infrarrojo, permitiendo visualizacion
profunda en tejidos bioldgicos, facilitando la imagen de contraste. Adicionalmente,

mediante la eficiencia fototérmica, la terapia multimodal (liberacion de farmacos)
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podria minimizar efectos secundarios y permitir el monitoreo del mecanismo del
tratamiento (Bing-Shuai et al., 2022; Guryev et al., 2019).

Por otro lado, la hidroxiapatita (HA) es esencial en los tejidos duros humanos y
crucial para reparar huesos y dientes, al ser un material bioactivo que establece un
enlace bioldgico y facilita la osteointegracion con el nuevo tejido 6seo. Hoy en dia,
presenta una necesidad imperante de equipar al biomaterial HA con capacidades
de seguimiento multimodal prolongado mientras retiene su bioactividad de
vinculacién 6sea y osteogénica, dado que los biomateriales implantados no

funcionan simultaneamente como materiales reparadores de tejidos.

La estructura base de la HA puede enriquecerse mediante la sustitucion de iones
como Ce3*, Eud*, Tm3*, y Merge, gracias a sus didmetros idnicos similares al del ion
Caz*, brindando propiedades de luminiscencia de conversibn ascendente y
paramagnetismo. Este estudio sugiere el uso de estas modificaciones para
supervisar eficientemente el estado de degradacion in vivo de la HA durante y
después de la reconstruccion 6sea. Esta innovacidon no solo permite una evaluacion
detallada del efecto reparador, sino que también resalta la necesidad de
seguimiento multimodal continuo en reparaciones ortopédicas y odontolégicas,
combinando asi las facultades de reparacion y seguimiento en un Unico material de
matriz HA (Bing-Shuai et al., 2022; F. Li et al., 2018; X. Li, Zou, Chen, et al., 2018;
X. Li, Zou, Li, et al., 2018).

El analisis detallado de la respuesta tisular, junto con la implementacién de técnicas
vanguardistas, despliega nuevas y valiosas perspectivas en la ingenieria de tejidos
y la medicina regenerativa. Este estudio subraya hallazgos cruciales en la busqueda
de tratamientos seguros y efectivos para heridas, sirviendo como referencia sobre
el empleo del biopolimero PLA y nanocristales con matriz YAG. Estos, dopados con
diversos iones de tierras raras, actlan como rastreadores multimodales en tiempo
real en el campo biomédico. Este trabajo no solo aporta informacion valiosa in vitro
e in vivo, sino que también ofrece "insights" en diagndstico histopatolégico,
correlacionandolo con grados de severidad GVHD, allanando el camino para futuras

investigaciones y refinamiento de proyectos en este ambito.
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Ce Ce Ce

Hidroxiapatita dopada con Ubicacién y remediacion de lesion de
iones de tierras raras caries mediante técnicas de multifoton

Figura 43. Perspectivas de intercambio iénico y visualizacidn estructural. Este esquema
ilustra las perspectivas y posibilidades del intercambio i6nico entre iones de tierras raras e iones de
calcio, especificamente en estructuras como la hidroxiapatita. La representacion se ha logrado a
través de la metodologia de andamios multimodales, permitiendo un seguimiento de largo plazo en
tiempo real de las estructuras visualizadas, permitiendo diagnosticos dentales mediante técnicas

multifoténicas. Elaboracion propia con la aplicacién BioRender apoyado por (Hall, 2002).
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analogs of bone Hsswe. This study aims to fabricate 10% wi polylactic acid (PLA) composite fber
scaffolds by the airget spinnang techmagque (AJS) doped with 0.5 or (L] g of zircomum emade nanoparticles
(Ee(h:) for guide bone Bsue enginesring. ZeDy nanoparticles wene obtained by the hydrotheronal
method and characterized by X-ray diffraction (XRD) and scanning electron microscopy (SEM). SEM
and fourer-transform infrared spectroscopy (FTIR) analyzed the syntheszed PLA /200, fber scaffolda
The in vitro biocompatibility and bicactivity of the PLA /Z 05 were studied using human fetal ostecblast
cells. Chur fesults showed that the hy drothermal edwmique allowed Ze0; nanoparticles to be obtained.
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In witro studies demonstrated that FLA / Zr0; scaffolds inceased cell adhesion, cellular proliferation,
and bioouneralizabion of oskeoblasts. In conclusion, the PLA /Zr(; scaffolds ane bivactive, improve
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1. Introduction

Periodontal disease is a chronic inflammatory condition caused by a highly pathogenic
biofilm. If left untreated, it may result in irreversible destruction of the supporting peri-
odontal tissues, which consists of the hard and soft tissues surrounding and supporting
the teeth. In severe cases, reduced pericdontal support can lead to tooth loss, requiring
tissue bone augmentation and regeneration, followed by surgical procedures to restore the
reconstitution of the complex structure of the tissue [1].

In clinical applications, various attempts have been made to repair the bone/ periodontal
apparatus over the last four decades. These include root surface conditioning, graft
materials, non-resorbable membranes of polytetrafluoroethylene (e-FTFE), and bioceramic
scaffolds [2]. However, the regeneration of defective or damaged bone/ periodontal tissue
has been challenging in reconstructive surgery. Furthermore, it is still considered a common
cause of permanent functional loss and post-traumatic morbidity [3].

Hence, guiding the regeneration processes of the bone/ periodontal apparatus’s com-
plex architecture still represents one of the most significant challenges in modern dentistry.
From an anatomical and physiological perspective, the functional integration of composite
scaffolds and/ or polymeric matrices doped with nanoparticles that synchronoushy guide
the tissue’s regeneration is still demanding [4].

In recent years, scaffolds that combine a bicdegradable polymers matrix, such as PCL,
PLGA, or PLA doped with bioceramics (i.e., hydroxyapatite, TiO,, magnesium-calcium
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Long Term Tracking Nanoparticles
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Abstract

Given the intricate phy gical processes dved, creating bone grafts or prosthetlc implants for
clinical use can be challenging. For ly, recent adv dogy have accelerated
and facilitated the development of functional bone grafts and lmphms. Rare Earth (RE) matenzls are
a dass of emerging blomaterials that passess unigue properties such as blocomy y, fl ence
upci and anti-infl y effects, making them highly valuable in tissue engineering. Recently,
them has been an increasing need for materials that can enhance tissue regeneration and advance
our knowledge of bone restaration over extesded periods of time. This study offers a novel tedmlquc
for creating tumable green and yellow up slon by embedd

nanoparticles YAGCe" i Poly(Vinyl Alcohol) (PVA) scaffolds and stimulating them with 400nm blue
wavelength light By combining upconversion lanthanide nanoparticles with image susperposttion
methodology, we are able to reliably track implanted materials or scaffolds over time during Iong term
fluorescence survelllance. This novel approach provides an effective way to distinguish b

materials and monitor their behavior (e vitro and in vive.

Keywords: Rare earth matertals; Upconversion; Compasite; Long Term fluorescence; Poly{Vinyl Akcohol)
(PVA)

Introduction

Rare-earth elements, also known as rare-earth metals, are a group of seventeen chemical
elements located in the periodic table. This group includes fifteen lanthanides and two
additional elements, scandium and yttrium. The International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) defines this group of elements as rare-earth elements due to their
limited abundance in the earth’s crust. Additionally, these el hibit similar chemical
properties, which makes it difficult to separate them from each other [1). REE elements
typically exist as trivalent cations and have a conliguration of ([Xe]4fn 582 5p6 [n=0-14]). The
4f and Sp electrons are protected by the outer 5s, therefore environmental factors have little
impact on their transitions.

Due to photob ence, this enables RE materials to have distinctive spectroscopic
characteristics such long-lasting emission, narrow bandwidth, and bright fluorescent
ns [2). Additionally, there is an observed ph in lanthanide ions known

as the “lanthanide contraction.” which results in a gradual reduction in the ionic radius
from La™ (1.06A) to Lu* (0.85A) [1]. Usually, photoluminescence abides by Stokes’ law,
which states that the luminescence’s wavelength must be longer than the stimulating
radiation’s wavelength. As a result, RE nanopartides (1-100nm) are becoming crucial for
new tissue engineering applications and biomedical imaging due to their ability to reduce
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