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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se desarrollaron materiales compuestos de una matriz
polimérica de PLGA reforzados con nanocristales de HAp los cuales son denominados
andamios. Los andamios se obtienen por el método gel-casting, generando la formacién de
poros utilizando como agente porogénico el citrato de sodio Na;CgHs0-. La hidroxiapatita
se sintetizd por el método hidrotermal a 200°C a partir de precursores hidroxido de calcio y
fosfato de amonio dibasico. EI PLGA y la HAp, se incorporaron diferentes porcentajes en
relacién con el peso (100), (80/20), (70/30), (60/40) y (55/45) respectivamente. Los andamios
de PLGA/HAp se caracterizaron mediante Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FT-IR), Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y Difraccion de Rayos X (DRX)
para el analisis de la morfologia, composicion quimica y fases cristalinas. En FTIR, para el
caso de la hidroxiapatita se identificaron bandas caracteristicas correspondientes a los iones
(P0;3®) y para el PLGA se observaron los diferentes enlaces de grupo éster (C — 0),
carbonilo (C = 0) y se distinguen carbonos tipo sp® (CH,— CH,, - CH3). En DRX se
confirmd la presencia de la hidroxiapatita en su fase hexagonal y monoclinica. De acuerdo
con MEB, en las muestras (100), (70/30) no hubo una presencia mayoritaria de poros,
mientras que en la muestra (60/40) sus poros se distinguen facilmente. Destacan las muestras
(80/20), (55/45) donde se aprecia que los poros tienen una geometria circular de un tamafio
promedio de 149 y 117 um con una porosidad >80% ademas se observé una tendencia alta
en la rugosidad superficial. Se realizaron ensayos de hinchamiento a 3, 6 y 9 dias obteniendo
una rapida degradacion para la muestra 55/45 a comparacion de los demas casos quedando
solo con el 30.90% de su é&rea inicial; finalmente la viabilidad de células de las muestras
80/20 y 55/45 se evalio mediante Alamar blue colocando células madre dentales humanas
en la superficie de los andamios para observar el comportamiento de 3,7 y 10 dias obteniendo
un indice >60% para la muestra 55/45, mientras que para 80/20 mostré un comportamiento
del 67%.



ABSTRACT

In the present research work, materials composed of a PLGA polymeric matrix reinforced
with HAp nanocrystals were developed, which are called scaffolds. The gel-casting method
obtains the scaffolds, generating pore formation using sodium citrate (Na3;CqHs0,) as a
porogenic agent. Hydroxyapatite was synthesized by the hydrothermal method at 200°C from
precursors calcium hydroxide and dibasic ammonium phosphate. PLGA and HAp, different
percentages were incorporated concerning weight (100), (80/20), (70/30), (60/40), and
(55/45), respectively. The PLGA/HAp scaffolds were characterized by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FT-IR), Scanning Electron Microscopy (SEM), and X-Ray
Diffraction (XRD) for the analysis of morphology, chemical composition, and crystalline
phases. In FTIR, for hydroxyapatite, characteristic bands corresponding to the ions (P0;3)
were identified, and for PLGA, the different ester group bonds (C — 0), carbonyl (C = 0)
and sp® type carbons (CH,— CH,, - CHs) were observed. XRD confirmed the presence of
hydroxyapatite in its hexagonal and monoclinic phases. According to SEM, in samples (100)
(70/30), there was not a majority presence of pores, while in the sample (60/40), its pores
were easily distinguished. The samples (80/20), (55/45) where it is appreciated that the pores
have a circular geometry of an average size of 149 and 117 um with a porosity >80%; in
addition, a high trend in surface roughness was observed. Swelling tests were performed at
3, 6, and 9 days, obtaining a rapid degradation for sample 55/45 compared to the other cases
remaining only with 30.90% of its initial area; finally, the cell viability of samples 80/20 and
55/45 was evaluated by Alamar blue placing human dental stem cells on the surface of the
scaffolds to observe the behavior of 3, 7 and 10 days obtaining an index >60% for sample
55/45, while for 80/20 showed a behavior of 67%.
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INTRODUCCION

Hoy en dia miles de personas sufren accidentes y envejecen a una mayor edad lo que provoca
dafos o pérdidas en el tejido 6seo, de acuerdo con estadisticas del Banco de Tejidos mas de
40,000 trasplantes se realizaron en el 2021 y 105,800 personas estan en lista de espera para
recibir un trasplante [1], asi mismo las proyecciones por el Consejo Nacional de Poblacion
(CONAPO) el indice de envejecimiento ha ido en aumento y se estima que para 2050, 23 de
cada 100 personas seran personas mayores [2] Y de acuerdo con los reportes del Centro
Nacional de Trasplantes los tejidos trasplantados frecuentes son las corneas, hueso, piel y
tendones [3]. Por lo anterior se requieren desarrollar nuevos materiales que permitan la

generacion de soluciones novedosas sin afectar el bienestar y la calidad de vida [4].

En la actualidad, el desarrollo en ciencias de los materiales presenta una evolucion en
diferentes campos con un caracter multidisciplinario lo que ha generado interés en las Gltimas
dos décadas en el estudio en la ingenieria tisular, un desafio para muchos cientificos ha sido
desarrollar biomateriales naturales y sintéticos que funcionen como implantes evaluando el
comportamiento de sus propiedades, estructura, caracteristicas y biocompatibilidad, es decir
que no tenga un rechazo inmunoldgico con el sistema de tal manera que sean eficientes para
regenerar o tratar una enfermedad dentro del tejido vivo y el principal componente que
contribuye a la regeneraciébn Osea es la hidroxiapatita con formula quimica
Ca,o(P0O,)¢(0OH),, €s un cerdmico natural que se encuentra en el hueso, en los dientes y en
el esmalte dental confiriéndoles dureza, mientras que el colageno les da la propiedad de la
elasticidad [5-7], existen una gran similitud de la HAp con el componente inorgénico de la
matriz ésea [8], por lo que se considera un material biocompatible y bioactivo es decir, que
tiene la capacidad de formar enlaces quimicos con el tejido 6seo [9], sin embargo su
fragilidad, su baja estabilidad mecanica y su lenta degradacién limitan su aplicacion en

regeneracion 0sea.

El acido poli lactico-co-glicolico (PLGA) es uno de los polimeros mas utilizados y aplicado
con éxito [9-13] debido a su biocompatibilidad y biodegradacion favorable, ademas de ser
un copolimero que se constituye de dos monomeros, los cuales son el &cido poli lactico (PLA)
y é&cido poli glicélico (PGA); esta aprobado por la Administracion de Alimentos y
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Medicamentos, sus siglas en ingles FDA, y la Agencia Europea de Medicamentos, sus siglas
en ingles EMA, por lo que es un buen candidato para que funcione como matriz en el
compuesto para la formacion de andamios [15], ademéas que pueden mezclarse con diversos
materiales bioceramicos como es el fosfato tricalcico (TCP), el biovidrio y la hidroxiapatita
(HAp) [16].

En la actualidad hay mucho interés en desarrollar biomateriales biomiméticos con tamafios
de poro no mayor a 150 pm para beneficiar a la migracion celular y de nutrientes [17]., sin
embargo han tenido problemas para su control es por ello que este trabajo de investigacion
tuvo como objetivo principal desarrollar andamios compuestos utilizando como matriz
polimérica el PLGA y como reforzante cerdmico la HAp a diferentes proporciones con
relacién al peso a partir del método gel-casting; donde se busco obtener poros con un tamafo
en un rango de 50-150 um controlandolo con un agente pordgeno, el citrato de sodio,
posteriormente se evalto la relacién de los porcentajes utilizados para los andamios y
mediante diferentes técnicas fisicoquimicas, mecénicas y bioldgicas estudiando la influencia
de este material compuesto sobre la viabilidad celular en funcién de la relacion PLGA/HAp,

el porcentaje de porosidad, morfologia y citotoxicidad del andamio.

Por lo anterior este trabajo estara distribuido de la siguiente manera:

En el capitulo I se incluyen investigaciones de contribuciones a la regeneracién de tejidos,
de la misma forma se describen términos generales y conceptos bésicos, caracteristicas
estructurales, propiedades y fendmenos relacionados a la interaccién sistema-material para

cada aplicacién biomédica.

En el capitulo Il se desarrolla la metodologia experimental para la sintesis de andamios
compuestos de PLGA/HAp mediante el método gel casting, se muestran los precursores a
utilizar, los pardmetros y equipos empleados para esta investigacion, a la vez se plasma la
metodologia de las pruebas de citotoxicidad por el método alamar blue utilizando células

madre troncales.
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En el capitulo 111 se abordan los resultados obtenidos mediante una interpretacion y analisis
de las diferentes técnicas de caracterizacion, ensayos de hinchamiento y pruebas bioldgicas
para la evaluacion de la viabilidad celular en contacto directo con los andamios. Asi mismo
estos resultados se discuten y se presenta una comparacion con los resultados ya reportados
por otros investigadores, desarrollando un modelo de interaccion entre la matriz y el

reforzante.
En el capitulo 1V se discuten los resultados obtenidos haciendo una comparacion con otras

investigaciones reportadas por otros autores. Finalmente, se presentan las conclusiones con

las contribuciones de la presente investigacion.
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CAPITULO I: ESTADO DEL
ARTE

En el presente capitulo se agregan los
antecedentes y aportaciones en la
regeneracion de tejidos por

investigaciones que Yya han sido
reportadas y han dejado contribucion a la
ciencia. Asi mismo, se agrega el marco
teorico de la tecnologia en ciencias de los
materiales y biomateriales con aplicacion
en andamios donde se describen los
términos generales y conceptos basicos,
caracteristicas estructurales, propiedades,
métodos de obtencion, relacion sistema-
material y aplicaciones, con el fin de
analizar y entender el desarrollo de
materiales

andamios como

biocompatibles.



1.1ANTECEDENTES

Los materiales biologicos datan desde la antigliedad y se remontan en el segundo milenio
antes de Cristo, encontrando los arquedlogos evidencia del uso de diferentes materiales como
huesos, dientes humanos o animales, coral, conchas, madera, vidrio y varios metales como
el oro y la plata para la curacion [18], pero las distintas limitaciones y complicaciones de
estos materiales bioldgicos llevaron al surgimiento de un campo multidisciplinario Ilamado
biomateriales [19]. La primera definicion de biomaterial fue en 1987 como “Un biomaterial
es un material no viable usado en dispositivos médicos que intenta interactuar con sistemas
bioldgicos” [20]. Sin embargo, gracias al avance de la tecnologia médica, también se han
desarrollado métodos quirurgicos para la reparacion de defectos tisulares, por ejemplo en el
campo de prétesis y manipulacién localizada de sitios de lesion a nivel molecular y celular
se realiza el trasplante de un sitio a otro en el mismo paciente (autoinjertos) [21], Joseph
Murray y John Merrill realizaron satisfactoriamente el primer trasplante de rifion entre
gemelos monocigoticos, también de un individuo a otro (alotransplante o aloinjerto) [22],
William MacEwen, cirujano escocés en 1879 realiz6 el primer logro de aloinjerto 6seo quién
tratdé a un paciente de tres afios de edad con una cirugia ortopédica con una patologia de
osteomielitis humeral [23]. Mientras que en el campo de la cirugia reconstructiva, se han
generado soluciones basadas en trasplante de tejido a partir de animales a otra especie
(xenotrasplante) [24]. El cirujano holandés Job Janszoon Van Meekeren (1611-1616) realiz
el primer trasplante de hueso con éxito, donde tomé un fragmento del craneo de un perro, lo

molded y lo trasplanté en el defecto del paciente [25].

Sin embargo, el uso de estos métodos presentaban complicaciones en los pacientes
provocando consecuencias como una segunda intervencion quirdrgica y en algunas ocasiones
se vio a la necesidad de retirar el dispositivo implantado [20]; por tal razon diversos
investigadores se enfocaron a examinar y estudiar la seleccion correcta de materiales, su
disefio y la evaluacion de sus propiedades mediante diversos estudios clinicos [2, 5-7, 9, 10,
15, 18, 28-32].
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El estudio y desarrollo de biomateriales han ido evolucionando y se ha dividido en cuatro

generaciones. como se ilustra en la Figura 1.1.

@® Bioinertes @ Bioactivos v bioreabsorbibles

« Minima reaccion o interaccion. « Reaccion controlada con el

medio bioldgico.

e Estimula la
reparacion por
procesos fisioldgicos.

« Nanocompuestos.

' « COmpuestos organicos-
- inorganicos.
.« Modula la respuesta celular.

@ Bioactivos 6 bioreabsorbibles @ Biomiméticos

Figura 1.1. Caracteristicas de los biomateriales a través de su evolucion.

En los afios 60’s surge la primera generacion de biomateriales que eran a base de metales
como el titanio, acero inoxidable, aleaciones cobalto-cromo y polimeros inertes como el
poliuretano y siliconas, estos materiales presentan una alta resistencia quimica y mecanica
pero a pesar de que exhibieron estas caracteristicas presentaron ciertas desventajas como
desgaste y corrosién en el entorno corporal provocando un respuesta tisular baja y fallos en
la mineralizacién del tejido causando desprendimiento del implante [33, 34]. Por
consiguiente, la segunda generacion de biomateriales bioactivos que dio inici6 en los afios
80’s basados principalmente en titanio y su aleaciones junto con otros biopolimeros como el
polietileno, polipropileno y el nylon sintetizados mediante métodos rapidos y eficientes
generando un entorno adecuado sobre el implante para la proliferacién celular del tejido que

se busca reestructurar [35], sin embargo tienen desventajas como la respuesta inmunogénica,
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limitaciones de disefio de dispositivos con propiedades mecanicas especificas, contaminacion

microbiana y tasas variables de degradacion in vivo [34].

Asi que para superar los inconvenientes presentados por la primera y segunda generacion se
han desarrollado nuevos materiales con caracteristicas y propiedades bioldgicas mejoradas,
y son biomateriales de tercera generacion de biomateriales que nace una amplia variedad de
materiales sintéticos y naturales en la década de los 90’s; pero ahora cumplen con
propiedades estructurales y fisico-quimicas logrando una interaccion y manipulacion a una
escala nanométrica (1x10°) con el tejido permitiendo obtener el control en cuanto a su
estructura, tamafio, morfologia, la adhesidon, proliferacién y migracion celular, un ejemplo de
esto fue la aplicacion de implantes de hidroxiapatita [36]. Hoy, se encuentra en fase de
desarrollo la cuarta generaciéon compuesta por los llamados ‘materiales inteligentes y
funcionalizados’ es decir, biomateriales que pretenden modificar sus propiedades en funcién
de un estimulo una vez implantados y que a su vez presentan propiedades como sensor para

monitorizar una funcion concreta e interaccionar con el sistema bioldgico [37-39].

Por otra parte, la hidroxiapatita juega un papel importante para la regeneracion del tejido
0seo, este ceramico es estudiado con frecuencia por su gran similitud con el tejido nativo
(propiedades y biocompatibilidad) y composicion con los elementos inorganicos del hueso
humano [7], es aplicado en diferentes ambitos clinicos con éxito, como sustituto del injerto
6seo [40], como implantes biomédicos [42, 43], rellenador 6seo [9], portador de farmacos
[44, 45], andamios porosos para regeneracion de tejidos, etcétera [45]. La hidroxiapatita se
puede obtener a partir de manera natural como son: origen animal, acuatico y vegetal [43—
45] también se puede obtener de manera sintética utilizando métodos quimicos como son:

métodos secos, altas temperaturas y himedos como el método hidrotermal [49].
K. Byrappa y M. Yoshimura definieron el término hidrotermal como “cualquier reaccion

guimica heterogénea en presencia de un disolvente (ya sea acuoso 0 no acuoso) por encima

de la temperatura ambiente y a una presion superior a 1 atm en un sistema cerrado™ [50]
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Uno de los primeros trabajos en explicar la aplicacién biomédica de la hidroxiapatita fue
Levitt et al., 1969, donde prensé en caliente a la hidroxiapatita en una forma adecuada para
experimentos bioldgicos, este avance significativo ha promovido el desarrollo diferentes
rutas de obtencion de la hidroxiapatita sintética en polvo [51]. Al respecto, V. Rodriguez-
Lugo et al., obtuvieron cristales de hidroxiapatita a 269°C con una relacion Ca/P del 1.42;

por el método hidrotermal convencional y por microondas [52].

Mientras que, Chatterjee et al., 2019, que sintetizaron hidroxiapatita con diferentes valores
de pH a 6, 8 y 10 por el método hidrotermal a una temperatura de 140°C, como precursores
de grado analitico ocuparon fosfato de calcio dihidratado (CaHPO,) e hidroxido de calcio
Ca(OH),, é&cido acético glacial (CH;COOH) como neutralizador de pH y para tratamiento
de solucion acuosa se agregé agua bidestilada. En los espectros de FT-IR mostraron pequefias
impurezas debido a la fase precursora. Por MEB Y MET observaron una morfologia en forma
de varilla, microrods y microrods delgados con una longitud promedio de 13.55, 2.42 y 1.35
(um) y en el DRX el tamafio del cristalito reduce de 13.55 a 1.35 um debido al aumento del
pH [53].

A su vez Ortiz et al., realizaron la sintesis de la hidroxiapatita pura por el método hidrotermal
a 200°C con un pH de 7, tomando como precursores el hidroxido de calcio Ca(OH), y
fosfato de amonio dibasico (NH,),P0,), disolvieron con agua desionizada y para ajustar el
pH se empled &cido nitrico (NHs,2M). Como resultados de DRX se observa una fase
mayoritaria de monoclinica y la hexagonal en menor proporcion (10%), mientras que en

MEB la HAp presenta barras (rods) de 40 nm de ancho y 80 nm de largo [54].

En el caso de Sanchez-Campos, D. et. al. obtuvo hidroxiapatita a partir del nitrato de calcio
tetrahidratado (Ca(NO03),4H,0) y fosfato de amonio dibasico (NH,),HPO, siguiendo el método
hidrotermal asistido por microondas, los autores evaluaron el efecto del pH a 7 a 10 con la
adicion de hidroxido de amonio (NH,OH). Confirmaron por Rietveld la presencia de las
fases hexagonal y monoclinica obteniendo un 95% a esta Gltima por MET comprobaron que
el pH modifica la morfologia de la hidroxiapatita obteniendo desde particulas subédricas o
esféricas a pH = 7 hasta hidroxiapatita a una escala nanométrica en forma de barra a pH=10,
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con un tamano de cristalito promedio de 23 nm, asi mismo mostraron las bandas de absorcion

correspondientes a los grupos funcionales de PO, 3y e C0O3? [55].

Y del mismo modo, Villasefior Cerdn L. S. et al., sintetizaron hidroxiapatita por el método
hidrotermal asistido por microondas, evaluando el efecto de la polivinilpirrolidona (PVP)
como controlador de tamafio y forma de las particulas de HAp. Obteniendo una relacién Ca/P
del 1.69, los autores reportaron estudios morfolégicos quimico-elemental a través de MEB-
EDS donde confirmaron un aumento de la longitud cuando la cantidad de PVP adicionada
[56]. Hasta la fecha no se han reportado casos de rechazo y toxicidad por la hidroxiapatita en
el sistema humano. Sin embargo, se deben tomar en cuenta criterios de tratamiento,

indicaciones y contraindicaciones para lograr una biocompatibilidad exitosa [11-17].

Asi mismo, existe otra clasificacion para el desarrollo de andamios conocidos como
biopolimeros, la primera clasificacion son los polimeros naturales como el colageno,
quitosano, aminodcidos [57] y la segunda clasificacion son los polimeros sintéticos como son
el PLA (&cido poli-lactico), PCL (policaprolactona), PGA (&cido poliglicélico), PVA
(Alcohol poli vinilico), PLGA (&cido poli lactico- co -glicélico) [59]. EI PLGA es un material
biodegradable aprobado por la FDA desde 1960 [60] y ha sido estudiado por muchos
investigadores debido a su tasa de degradacién controlable y también porque son capaces de
adoptar formas complejas para potenciar la adhesion celular, asi como la capacidad de liberar

moléculas solubles [29].

El profesor Robert Langer y Vacanti en 1993, en el Instituto de Tecnologia de Massachusetts
(MIT) fue pionero en el desarrollo de andamios tridimensionales altamente porosos
compuestos de polimeros sintéticos y afirman que se han adoptado tres estrategias generales
para que se pueden aplicar como dispositivos de trasplante celular en la ingenieria tisular que
son aquellas células aisladas o sustitutos celulares, sustancias inductoras de tejidos y como

celulas colocadas sobre o dentro de las matrices. [61].

Se pueden usar varios métodos para crear andamios para obtener una porosidad y un tamafio

de poro especificos por métodos tradicionales como gel casting, disolucion y colada con
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liberacion de particulas, laminacion de membranas, separacion de fases, saturacion con gas,
espumado con alta presion y liberacion de particulas, liofilizacién, union de fibras e
impresion en 3D, entre estos métodos [62]-[71]. Actualmente, se han publicado diversos
estudios sobre el desarrollo de andamios a partir de PLGA/HAp donde han evaluado su
morfologia, la velocidad de degradacion, las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas [10,
11, 13, 14, 28, 30].

En el caso de Diaz Tajada et al., realizaron andamios mediante separacion de fases inducida
térmicamente (TIPS), utilizando como precursores el PLGA/nanohidroxiapatita (nHAp),
con diferente relacion molar correspondiente al copolimero (PLGA) una de 53:47 y otra de
75:25, respectivamente, como disolvente usaron Dioxano finalmente las muestras fueron
vertidas en moldes de aluminio. Se realiz6 un estudio completo de caracterizacion de las
muestras y como resultados obtuvieron que la influencia de la razén y la presencia de nHAp
confirmaron que el copolimero con una razon LA/GA menor se degradd més rapido al ser

mas hidrofilico y ninguna muestra del compuesto PLGA/nHAp mostro citotoxicidad [72].

Nie & Wang, fabricaron andamios con diferentes composiciones de PLGA/HAp al 0, 5y
10% por el método de electrohilado, como precursor, 3 g de PLGA 50:50 se agregaron a 10
ml de diclorometano (CH,Cl,) como disolvente, preparando alternadamente una solucion de
HAp para formar una fase homogénea. Después la solucién mezclada se transfirié a una
jeringa de vidrio de 10 ml colocada en el aparato de electrohilado. Luego los andamios se
electrohilaron a diferencia de tension de 10 kV con un flujo de solucion de 5 ml/h en donde
el anodo se fijo a unos 15 cm por encima del tambor colector giratorio recubierto de aluminio
(catodo). A manera de resultados en DSC las particulas de HAp estan cristalizadas y al
aumentar el contenido de HAp la Tg (temperatura de transicion vitrea) disminuye, la relacién
entre la capacidad de adhesion del andamio a las células y el contenido de HAp se ve

favorecida [73].

Susana Fragoso Angeles et al., sintetizaron hidroxiapatita por precipitacion himeda
utilizando una reaccion de &cido fosforico con hidréxido de calcio Ca(OH), y adicion6

hidréxido de sodio (NaOH) como regulador de pH, manteniendo la temperatura de sintesis
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a 1050°C. Los andamios los desarrollaron a través de un método de mezcla simple y
sonicacion, primero disolvieron PLGA 50:50 en cloroformo, posteriormente prepararon una
solucion de HAp en cloroformo y realizaron mezclas de soluciones PLGA/HAp con una
proporcion de 65 % PLGA con 35 % HAp finalmente la mezcla la vertieron en una caja Petri
con dimensiones 35 x 10 mm. Los autores comprobaron que por DRX se muestra a la fase
de HAp, mientras que por FTIR se observan bandas caracteristicas del PLGA y grupos
funcionales de la HAp y por MEB se pueden ver conglomerados de la hidroxiapatita y una
distribucion superficial con mayor homogeneidad y en las peliculas se aprecia en la superficie

una rugosidad funcionalizada con la hidroxiapatita [11].

Honglin Luo et al., sintetizaron compuestos nanofibrosos utilizando nanoparticulas de HAp
y PLGA 50:50 disueltos en una mezcla binaria de &cido acético (CH;COOH) vy acetona
(C3Hz0) por el método de electrohilado a una concentracion de 95%, 90% y 85% PLGA
con 5%,10% y 15% de HAp, se evaluo el efecto de los cristales de hidroxiapatita incrustada
en las nanofibras de PLGA y como resultado en MEB se muestra una morfologia fibrosa
similar, el PLGA puro es liso y para el compuesto muestran superficies rugosas debido a la
adicion de HAp, en FTIR se ve claramente la presencia de cristales de hidroxiapatita y bandas
del PLGA. Por TGA la proporcion PLGA/15% HAp muestra una menor pérdida de peso
entre las cuatro muestras, o sea que la estabilidad térmica mejora debido a la presencia de
nanoparticulas de HAp, asi mismo revelan que andamios de PLGA/HAp tiene un mejor
rendimiento celular en adhesion y proliferacion celular que en andamios de PLGA al 100%
[74].

Enla Tabla 1.1 se presenta de forma resumida la aplicacion en el area biomédica de andamios
compuestos de PLGA/HAp a diferentes composiciones que va desde el 100% - 60/40%; de
acuerdo con los resultados reportados se concluye que las composiciones 90/10, 80/20 y
60/40 obtuvieron una mejor composicion que los demas y también en la viabilidad celular
alcanzaron un 70, 44 y 70% respectivamente. Los resultados demuestran que a mayor

concentracion de HAp favorecen a la bioactividad.
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Tabla 1.1. Aportaciones en el desarrollo de andamios de PLGA/HAp a diferentes composiciones con diferentes técnicas.

o o Propiedades Tamafio .
Composicion e o Viabilidad . Porosidad L
Técnica Bioactividad mecanicas de poro Aplicacion Ref.
PLGA/HAp celular (%)
(MPa) (Hm)
precipitacién ) sistemas de
90/10 . 90/10 mejor 70% ) 137 o y
quimica o Mejoradas >50 administracion [12]
95/5 bioactividad 100
himeda de farmacos
100 colada con
90/10 disolvente y 80/20 mejor ] ] )
L o - Mejoradas 250-355 45-68 Sustitutos dseos [75]
80/20 lixiviacion de bioactividad
60/40 particulas.
95/5 48
L 80/20 y 60/40
90/10 precipitacion en ) 49
) mejor 44% 50-70 88-500 [76]
80/20 emulsion. 46
bioactividad
60/40 61 )
- Regeneracion de
retratamiento
100 P 04+01 tejido 6seo
con plasma de Buena 70% 100-200 77 [77]
90/10 . 124+£1.0
oxigeno
Polimerizacion
90/10 Buena 63.8% - 1-14 75 [78]

in situ
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1.2 MARcoO TEORICO

1.2.1 Biomaterial y sus caracteristicas.

Gustavo Duffo defini6 un biomaterial como cualquier sustancia o combinacidn de sustancias
de origen natural o artificial que puede ser usada durante cierto tiempo como un todo o
como parte de un sistema que permite tratar, aumentar o reemplazar algun tejido, 6rgano o
funcién del cuerpo humano, estos biomateriales estn en contacto con fluidos corporales por

lo que deben de ser quimicamente estables [79].

La seleccion de los biomateriales depende de su area aplicacion, en medicina deben ser
evaluados mediante pruebas bioldgicas como citotoxicidad, viabilidad, adhesion y
proliferacion celular para entender la respuesta in vitro e in vivo. Considerando también que
deben de cumplir con las caracteristicas reportadas por Duffo resumidas en la Figura 1.2 para

que desempefie su funcion dentro del organismo descritas a continuacion:

1. Biocompatible, esto es que debe ser aceptado por el organismo del huésped y que no
provoque rechazo ante la interaccion del biomaterial-sistema.
En relacion a esto es que debe tener un comportamiento bioinerte, es decir, que no
sufra ningun cambio quimico evaluable después de un tiempo prolongado de contacto
en el medio bioldgico, asi mismo que sea bioactivo, esto es, que se tenga efectos
positivos en las respuestas bioldgicas como estimular la unién a los tejidos
circundantes para promover el crecimiento de hueso nuevo [80].
2. No debe de ser toxico.
3. Biodegradable o bioreabsorbible, o sea, que sean diseflados para degradarse
gradualmente en un periodo de tiempo que se disuelva gradualmente en los fluidos y
tejidos corporales para finalmente ser reemplazados por el tejido natural [81].

4. Debe de tener una morfologia de preferencia porosa que se asimile a la matriz 6sea.
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Figura 1.2. Caracteristicas por considerar para un biomaterial ideal.

El estudio de ciencias de los materiales en medicina ha cambiado el desarrollo de

biomateriales ya que ademéas de que deben cumplir con las caracteristicas antes ya

mencionadas también se debe tomar en cuenta la seleccion de materiales, el disefio,
parametros como el pH y el tiempo de degradacion [20]. Los biomateriales se clasifican de

acuerdo con su origen y su respuesta bioldgica como se observa en la Figura 1.3. La primera

clasificacion se relaciona con la forma de obtener los precursores, es decir de manera natural

o sintética; asi mismo se clasifican por su naturaleza, ya sean organicos e inorganicos y por

ultimo de acuerdo con su respuesta bioldgica de manera bioinerte, bioactivo y biodegradable

o0 bioreabsorbible.

Clasificacion de
los biomateriales

) Natural
Origen  —1 Sintéticos
, . Metales
Inorganico {_ Ceramicos
Naturaleza .
Orgénico s Polimeros
Compuestos
Bioinerte
Rgspue_sta Bioactivo
biologica Biodegradables o

bioabsorbibles

Figura 1.3. Clasificacion de los biomateriales de acuerdo con su origen, naturaleza y

respuesta bioldgica.
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También, diferentes autores [33-37, 92], reportan que existe otra clasificacion de acuerdo

con su avance cientifico y evolucion a lo largo de cuatro generaciones que se resume en la

Tabla 1.2

Tabla 1.2 Clasificacion de biomateriales de acuerdo con su evolucion.

10
generacion

20
generacion
30
generacion

40
generacion

Biomateriales
inertes

Biomateriales
bioactivos y
biodegradables

Biomateriales
funcionalizados

Biomateriales
funcionalizados
e inteligentes

Reemplazan el tejido dafiado con reacciones toxicas
minimas del receptor.

Interacttan con el entorno bioldgico para mejorar la
respuesta y se degradan gradualmente en nuevos tejidos.

Pueden estimular respuestas celulares a nivel molecular.

Estimulan células especificas para ayudar al cuerpo a
curarse a si mismo.

En la actualidad las bioceramicas [80]; polimeros naturales y polimeros sintéticos [17] son

los materiales méas estudiados como son la HAp y copolimeros [5, 38, 81] que combinan sus

propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas para crear andamios compuestos biocompatibles

que pueden facilitar el proceso de regeneracion de tisular.
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1.2.2 Material compuesto

Un compuesto es un sistema de materiales formado por dos o més fases distintas, con
diferentes propiedades fisicas y quimicas que se pueden obtener en casi cualquier forma, lo
que permite un disefio flexible para lograr las propiedades requeridas, la finalidad de
combinar estas caracteristicas es hacer un uso 6ptimo de las propiedades en diferentes
aplicaciones. ElI compuesto tiene una regién de interfaz de composicion quimica variable
donde resaltan los componentes que son la matriz y el refuerzo, mientras que la superficie
que los une es la interfaz [72-73]. En Figura 1.4, se muestra una definicion grafica de
compuesto y sus componentes, donde la unién de dos materiales diferentes (matriz +

reforzante) mejoraran sus caracteristicas y propiedades fisicoquimicas [86]

+ =

Refuerzo Matriz Material

Figura 1.4. Definicion grafica de compuesto [87].

Para aplicaciones estructurales y de ingenieria se han planteado tres puntos principales de
un material compuesto [94, 95]:

1. Consta de dos 0 mas materiales fisicamente y/o quimicamente distintos.

2. Pueden obtenerse mezclando distintos materiales de tal forma que la dispersion de
un material en el otro pueda hacerse de manera controlada para alcanzar
propiedades Optimas.

3. Las propiedades aumentaran y posiblemente seran Unicas en comparacion con las

propiedades de los materiales monoliticos.

Por ejemplo, el hueso es un material compuesto de hidroxiapatita que le confiere dureza,
rigidez y la alta resistencia a la compresion, mientras que el colageno aporta elasticidad y

resistencia a la tension [90].
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1.2.3 Andamios

Un andamio es una estructura tridimensional que funciona como plataforma de anclaje en
donde las células se adhieren, promueven su migracion y proliferacion celular a través de su
estructura porosa para permitir el intercambio de nutrientes como el oxigeno y la glucosa
para mantener vivas a las células y facilitar asi la remodelacion tisular [96, 97].

Las células, los andamios y los factores de crecimiento son los tres factores claves para la
ingenieria de tejidos [93]. Los andamios deben proporcionar un soporte estructural temporal
para el crecimiento celular durante la regeneracion del tejido, que finalmente se reabsorben,
dejando sdlo el tejido vivo recién formado y la lesion totalmente curada.

Se han establecido cuatro necesidades fundamentales, mejor conocidas como los requisitos
4F [94], para que los andamios tengan un comportamiento, ver Tabla 1.3.

Tabla 1.3. Necesidades fundamentales para la fabricacion de andamiajes.

Necesidad Accion

Forma Rellenar los defectos del hueso, guiando la
forma para que se asemeje al hueso natural.
Funcion Cumpla con propiedades mecanicas Yy
biolégicas Optimas para cumplir con la
funcidn dentro del organismo.

Formacion Regeneracion  tisular  mediante  los
mecanismo bioldgicos.

Fijacion Implantar y fijar el andamio dentro del

organismo.

Para el desarrollo de andamios en aplicacién de regeneracion tisular deben cumplir con

ciertas caracteristicas descritas a continuacion:
Tamafio de poro: debera contar con un tamafio de poro no superior a 500 um, para favorecer

la vascularizacion , el soporte de nutrientes de las matrices, la distribucion e interconexion

celular homogénea y su vez el crecimiento del tejido mineralizado [99, 100].
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Porosidad: es una propiedad morfologica necesaria que mejora el anclaje del biomaterial
implantado y el hueso para tener una mejor estabilidad, ademas es esencial en la formacion
de tejido dseo ya que permiten la migracion y proliferacion de células tisulares [97]. La
porosidad total minima ideal para un buen crecimiento 6seo en un andamio es ~50% [98]. La
porosidad se mide segun la norma ASTM C642-06 la cual fue determinada de acuerdo a la
propiedad de fisisorcion (adsorcion fisica) y el Principio de Arquimedes donde la medicion
de la densidad, la porosidad y el peso especifico es una herramienta para determinar las
propiedades estructurales que pueden ser requeridas para una aplicacion determinada [99].
Ademas, la IUPAQ (Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada) [132] clasifica la
porosidad de acuerdo a su tamafio y se resume en la Tabla 1.4 se analiza como se clasifica en
tres grupos: macroporos, mesoporos, microporos que pueden ser divididos en
supermicroporo y ultramicroporo.

Tabla 1.4. Clasificacion de la porosidad en cuanto a su tamafio.

Clasificacion Accidn Ventajas Desventajas | Tamafio Ref.
(nm)

Macroporos Es la porosidad basica | Siembra celular - 50-200 [100,

para la colonizacién | mejorada para guiar a 103,

de células, la|la  migracion vy 105-

formaciéon de vasos | proliferacion celular 107]

sanguineos y el
crecimiento de

nuevos tejidos.

Mesoporos Estimula la | Buena bioactividad, Tamafio de <20
osteogénesis que | gran area superficial poro
permitan inducir la | y volumen de poros limitado
regeneracion del

tejido Gseo a traveés de
la liberacion
controlada de factores

de crecimiento

Microporos Favorece la adsorcion | Excelente Fuerza
Supermicroporo | de proteinas y el | bioactividad mecanica 0.7-2
Ultramicropo anclaje celular. <0.7
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Agente pordgeno: es fundamental en la fabricacion de andamios porosos; debido que a su
presencia es posible obtener una mayor area superficial en el material adsorbente. En la
investigacion realizada por Adriane DV Souza et al., [104] obtuvieron como resultado que
las fases de transicién mostraron una gran cantidad de meso-macro poros lo gque resalta su
potencial para producir estructuras porosas. Para la seleccién de un agente porogénico es
necesario tomar en cuenta que debe ser inerte, con un punto de ebullicion elevado y que no
se polimerice o se interactte con el mondémero u otros componentes quimicos ademas, deben
mezclarse entre si y ser capaces de formar una solucién homogénea cuando se mezclan con

los monomeros [109, 110].

Debe ser biocompatible y absorbible con una velocidad de degradacion y de resorcion

controlable para emparejar el crecimiento de las células del tejido in vitro e in vivo.

Debe de ser biodegradable porque debe de permitir su hidrolisis, decrecimiento del peso
molecular, rompimiento de sus enlaces y la reduccién de la rigidez del andamio, dando paso

a la regeneracion o6sea mientras se produce la degradacion del andamio.

Su superficie debe ser quimicamente adecuada para el acceso, la proliferacion, y la
diferenciacion de las células.

Debe ser osteoinductivo, esto quiere decir que por su bioactividad o por su configuracion
fisica, debe dar alojo adecuado para que ocurra la migracion y diferenciacion celular hacia la

linea osteogénica.
Y debe de cumplir con propiedades mecénicas parecidas a las del tejido en el sitio de la

implantacion como la rigidez del material, la elasticidad, absorcion de liquidos y sustancias

del medio, estabilidad dimensional y la tasa de degradacion quimica del andamio.
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En la Figura 1.5 se observa una representacion esquematica del proceso de regeneracion 6sea

utilizando un andamio biodegradable [111, 112].

a)

b)
c)

d)

Se observa que el hueso pierde su integridad mecénica debido a una fractura o
traumatismo.

El andamio se implanta en ese defecto para restaurar la funcion mecanica temporal.
El hueso empieza a regenerarse en su micro y macroestructura mediate en un
equilibrio coordinado entre los osteoblastos y osteoclastos.

El andamio empieza a degradarse in vivo y es sustituido finalmente por el nuevo

tejido 6seo formado.

andamio

A
N2
-

a) Defecto b) Polimero c) Degradacion  d) Hueso
biodegradable regenerado

Figura 1.5. Representacion del proceso de regeneracion 0sea.
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1.2.4 Métodos para la sintesis de andamios porosos.

Los andamios porosos deben cumplir con caracteristicas especificas como una morfologia
adecuada que esté relacionada directamente con su estructura, forma, propiedades estables y
porosidad; con la finalidad de que haya una buena interaccion para cumplir con los

mecanismo bioldgicos.

Las técnicas para desarrollar andamios se dividen en dos categorias: métodos convencionales
y modernos. La primera clasificacion se basa principalmente en técnicas sustractivas (control
y eliminacion de material), mientras que la clasificacién moderna se basa en técnicas aditivas,

es decir, la adicion gradual de capas para el producto final.

En el método sol gel o eliminacion de solventes se requiere una solucidon acuosa del
precursor, seguida de hidrolisis y condensacion con agitacion, lo que da como resultado un
sol transparente, que luego se seca y envejece durante un largo periodo de tiempo,

generalmente semanas para finalizar con una calcinacion [98], ver Figura 1.6.

Precursores
+ Solventes

S md 2
o o o s
Formacion de  Estructura Lo/ _ Andamio
sol porosa |
el
(ge!) -
L J L J J L
v v — v
Hidrolisis ~ Condensacion Envejecimiento y Calcinacién
secado

Figura 1.6. Esquemas de las etapas del proceso sol-gel [109].
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La técnica de separacion de fase inducida térmicamente y liofilizacion, esquematizada en la
Figura 1.7 a) y b), consta de un proceso de dos etapas. En primer lugar, el material se seca,
seguido de la sublimacién del disolvente. Antes de la liofilizacion, la muestra debe
emulsionarse y congelarse para preservar la formacion de poros. Finalmente, el sistema actta
con una combinacion de vacio y temperatura, que fomenta la sublimacion de varios solventes

sin comprometer la integridad de la estructura [110].

Solvente Solvente

Congelamiento Remocion
. : de
— == v solvente
Polimero +
solvente latente Separacion de fases, Polimero +
formacién de poros solvente

Congelamiento Remocion

de
solvente

Figura 1.7. a) Técnica de separacion de fase inducida térmicamente y b) liofilizacion.
[164].

Para el moldeo por fusion, se requiere de mezclar las particulas de un polimero y de un
porogénico que se combinan y son inyectadas en un molde en un proceso donde la
temperatura debe estar por encima de la temperatura de transicion vitrea del polimero (Tg),
después el material compuesto es extraido del molde, enfriado, y se sumergen en un liquido
apropiado para evaporar el pordgeno, sin embargo esta técnica tiene una desventaja la cual

es el alto consumo de energia durante la sintesis [111].
Una de las técnicas mas simples es el espumado con gas, ver Figura 1.8, ya que se emplea

solamente un gas inerte, para generar un espumado que forme la porosidad en la estructura

del andamio.
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Polimero

Andamio

Gas espumante
Céamara de alta presion

Figura 1.8. Representacion esquematica del espumado con gas.

En cuanto a la impresion 3D por ejemplo: inyeccion de tinta, asistida por laser y extrusion
siguen la misma metodologia y en el primer paso consiste en seleccionar el biomaterial y
mapear la forma deseada del andamio mediante tomografia computarizada (TC), imagenes
por resonancia magnética (IRM) y rayos X. Los materiales utilizados en las bioimpresoras
3D se denominan biotinta y estan compuestos principalmente por cadenas de polimeros que
pueden ser de origen natural o sintético, ver Figura 1.9.

Térmico  Piezoeléctrico

Calefactor §i Burbuja @l Actuador
de vapor

Inyecc;lon de tmta Pulso léser  Capa de absorcion de
i energia

.‘ | Capa donante

Msioink

Neumético/Pistén/ Tornillo

Asistida por laser

Extrusion
Disefio en 3D en Software — Impresion 3D —>  Objeto 3D

Figura 1.9. Esquema simplificado de las técnicas comunes por impresion 3D. [116, 117].
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El método gel-casting, se ha reportado que es una técnica versatil y de bajo costo en donde
el polimero se disuelve con un solvente adecuado preferiblemente orgédnico y un agente
pordgeno (para controlar el tamafio de poro) convirtiéndolo en un gel que después se vierte
en un molde con la forma deseada, ver Figura 1.10. Esta técnica ha reportado, obtener un
tamafo de poro que va desde 60-400 um [121-125] beneficiando a las pruebas biologicas
como en la adhesion, viabilidad y proliferacion celular debido a que se ha obtenido una
porosidad de 30-90% [110, 118, 119].

Evaporacion de solvente
Polimero
Solubilizacion

Solvente

+ Agitacion + temperatura
por6geno

— - Andamio

Figura 1.10. Esquema de la técnica gel-casting.

En la Tabla 1.5 se muestra un estudio comparativo de las técnicas mas empleadas para el
desarrollo de andamios que son: sol gel o eliminacion de solventes, separacion de fase
inducida térmicamente y liofilizacién, moldeo por fusion , espumado con gas, impresion 3D
y gel casting [60, 63, 67, 98, 115]; describiendo puntualmente la metodologia, ventajas,
desventajas, porcentaje de porosidad y la aplicacion en el area de medicina.
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Tabla 1.5.Técnicas mas empleadas en la ingenieria de tejidos para la fabricacion de andamios porosos.

o ) ) Porosidad L
Técnica Ventajas Desventajas / Tamafio Aplicacion Ref.
de poro
Presenta gran contraccién en el Tecnologias Opticas,
. ] proceso de gelificacion y en el electrdnicas, [113,
Simple y de bajo costo, . ) o
. . secado de los geles. El costo de las energeéticas, ingenieria 115,
Sol gel requiere baja temperatura para ) ) 75%-90% o
» materias primas es alto y los de superficies, 118,
el proceso de reaccion. ] ) )
tiempos de procesamiento son biosensores y 120]
largos. farmacéuticas
» Se puede obtener diferentes Dificil de controlar la morfologia g0_9g0, Cartilago, hueso,
Separacion de fase ) ] )
) o morfologias de su estructura del andamio, se requieren altas transportador de [116,
inducida térmicamente y ) ) ) o
Liofilivacic cambiando la temperatura y el temperaturas y alto consumo de  90-150  farmacos, ingenieria de 121]
iofilizacion
gradiente de enfriamiento. energia para obtener las muestras. Hm superficies.
Hay un control independiente ) Hueso espon;joso,
» ) . Se requieren altas temperaturas ) ) [100,
Moldeo por fusién de la porosidad y del tamafio de i >85% cartilago, piel, hueso,
para polimeros no amorfos. ) o o 121]
los poros ingenieria de superficies.
Poros cerrados lo que requiere el
] <85% Trasportador de
) ) ) uso de polimeros con alta ’ )
Evita cualquier tipo de = ) farmacos, hueso, [121-
Espumado con gas ) o cristalinidad y buenas propiedades ) ) o
disolventes organicos. g 400-800  cartilago, ingenieria de 125]
de formacion de  espuma o
Hm superficies.

termoplastica.
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» Bajo costo, proceso facil y hay Obstruccion de la boquilla, que
Inyeccion . . . -
de tint una amplia accesibilidad para puede evitarse con una biotinta de
e tinta
el equipo. baja viscosidad.
No hay contacto fisico con el o ) ]
i ) Actividad antibacterial,
o andamio y se evita el ) ) ) ) o )
Asistida por o ) El funcionamiento del equipo es biocompatibilidad, piel,
. ) crecimiento  de  bacterias. . - . ) [117,
Impresion laser ] ] complicado y de alto costo. valvulas cardiacas, los
Imprime andamios con alta . 126-
3D o B vasos sanguineos, los
precision y resolucion. B 128]
__ huesos, el tejido
Solo se puede wusar biotinta .
) ) ) cardiaco, etc.
Hay una alta densidad celulary viscosa, presenta una baja
Extrusion | el equipo puede operar con viabilidad celular, la velocidad de
biotinta de alta viscosidad. impresion es lenta y la resolucion
de impresion es moderada.
Técnica sencilla y de bajo
costo, la metodologia es répida, » L
o » ) o 30-909 Adhesion, viabilidad y
las condiciones de reaccién son Existe una posibilidad que quedan 0 ) »
) ) proliferacion de [110,
sencillas y hay un control de residuos de solventes dentro de la
i 5 o ) 60-300  osteoblastos, 118,
Gel casting tamafio de poro en variacion del  estructura del andamio, es por ello ) o
’ i ) ) pm, biocompatibilidad 119,
agente porogeno, existe una por lo que se requiere de varios ) ;
) o mejorada, cartilago, 122]
rugosidad  superficial que lavados. L
i ; » tejido dseo.
mejora la osteointegracion
Osea.
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1.2.5 Matriz polimérica: Acido poli lactico- co —glicdlico (PLGA).

En la ingenieria de tejido dseo, los andamios de implantes temporales hechos de materiales
biodegradables basada en compuestos de matriz polimérica provocan la regeneracion 0sea,
estos polimeros biodegradables pueden obtenerse de manera natural y sintéticos. La
clasificacion de los biopolimeros naturales se muestra en la Figura 1.11 y la extensa
investigacion de polisacaridos como el quitosano, acido hialurénico, alginato y la celulosa
reportan tener una bioactividad inherente y ademas transmiten una buena respuesta bioldgica,
mientras que las proteinas como el colageno y la seda tienen largas cadenas de aminoacidos

y se caracterizan por sus resistencia mecanica y estabilidad estructural [129, 130].

Biopolimero

Natural

[
Polisacaridos }
|
| [ |
{Colégeno] { Seda }

Figura 1.11. Clasificacién de los biopolimeros naturales con aplicacion en andamios para
regeneracion tisular.

Acido

hialurénico Celulosa

Alginato }

{ Quitosano ]

La otra clasificacion es la de los polimeros sintéticos y los méas utilizados son los poli(a-
hidroxiacidos), por ejemplo, el poli (acido lactico) (PLA), el poli (4cido glicélico) (PGA), la
poli(caprolactona) (PCL) y sus copolimeros como el PLGA. Se sabe que estos polimeros
sintéticos son biocompatibles, biodegradables y han sido aprobados por la FDA para ciertas

aplicaciones en el sistema humano usados en la ingenieria tisular [58].
Ambas clasificaciones han reportado [12, 131-136] tener una buena biocompatibilidad,

adhesion, proliferacion celular, con buena resistencia mecanica siempre y cuando actie como

matriz en un sistema compuesto.
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Para realizar el andamio se fabricara un material compuesto, siendo el refuerzo ceramico:
hidroxiapatita (HAp) y la matriz polimérica: &cido polilactico-co-glicélico (PLGA). Donde
la matriz PLGA realiza e implementa las siguientes funciones [138]:

a) Transmiten los esfuerzos a las fibras de refuerzo a través de la interfaz.

b) Protegen las fibras del refuerzo por medio de fuerzas adhesivas.

c) Aseguran a las fibras de refuerzo de acuerdo con el orden preestablecido.

d) Resguardan a las fibras de los ataques externos como humedad, ataques quimicos.

El 4cido poli lactico-co-glicolico es un poliéster alifatico producido a través de la
polimerizacion por condensacion de sus dos monémeros [30] el acido lactico (LA) y el acido
glicolico (GA), ver Figura 1.12 a) y b), es por ello que es considerado un copolimero debido
a estos dos bloques poliméricos, el PLGA tiene una estructura lineal [139] como se muestra
en la Figura 1.12 c), pertenece al grupo a-hidroxi, es importante conocer que dependiendo
de las proporciones de sus dos monomeros formadores afectard&n o beneficiaran las

propiedades y la tasa de degradacion presentes en el copolimero [11, 139, 140, 141].

o] 0 o
CHS%OH + OH JK/OH HO © (0] ;
OH
(@]

a) Acido b) Acido glicolico ¢) PLGA
lactico

Figura 1.12. Estructuras lineales del a) Acido lactico, b) Acido glicdlico y el ¢) PLGA.
En la Tabla 1.6, se muestran las propiedades fisicoquimicas de sus diferentes proporciones
de mondmeros y el tiempo de degradacion de cada muestra analizada y reportada por

diferentes autores [77-80] y muestra que cuanto mayor es el contenido de LA (acido lactico),

mas lenta es la degradacion.
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Tabla 1.6. Propiedades de las diferentes composiciones de LA:GA [143].

LA:GA Viscosidad intrinseca Médulo de Tension Degradacién (meses)
PLGA 50:50 0.55-0.75 2.0 1-2
PLGA 65:35 0.55-0.75 2.0 3-4
PLGA 75:25 0.55-0.75 2.0 4-6
PLGA 85:15 0.55-0.75 2.0 5-6

La resistencia mecanica, el comportamiento de hinchamiento, la capacidad de hidrolisis y la
tasa de biodegradacion de los polimeros se ven directamente afectados por la cristalinidad
del PLGA [144]. Rueda et al., realizaron un estudio mediante la ecuacion de Fox para
calcular las temperaturas de transicion vitrea tedricas para las muestras de PLGA a partir de
los termogramas DSC. La siguiente Tabla 1.7 enumera las Tg de las diferentes composiciones

del PLGA y las compara con las temperaturas tedricas calculadas.

Tabla 1.7. Valores tedricos y experimentales del copolimero PLGA [145].

LA:GA Tg tedrico (°C) Tg experimental (°C)
90:10 57.49 56.66
80:20 53.57 50.67
70:30 50.00 49.96
60:40 46.88 49.33
50:50 44,12 48.61

Wu. y Wang; reportaron que los polimeros sintetizados a partir de acido lactico/glicélico
(PLGA) son materiales hidrofilicos, esto quiere decir que se degradan de forma natural en un
medio acuoso, entonces esta hidrodegradacion o hidrdlisis se le conoce como
“biodegradacion” [146]. La biodegradacion que en el campo de los polimeros es un
fendmeno de ataque de microorganismos a estos materiales, es decir, es un proceso a través
del cual se obtiene la desintegracion del polimero en pequefios fragmentos debido a la ruptura

de enlaces en su cadena principal [147].
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Los polimeros degradables se pueden clasificar dos categorias segun su mecanismo de
biodegradacion que son los polimeros degradables en masa y degradables en superficie. La
primera clasificacion es un proceso homogéneo para polimeros que pertenecen al grupo a-
hidroxi éster, en donde la degradacion se produce en toda la matriz polimérica, en este
fendmeno el volumen es constante aproximadamente pero la concentracion de enlace
disminuye con el tiempo, por lo contrario, la degradacion en superficie es un proceso
heterogéneo en el que la degradacion se restringe a capas superficiales delgadas de polimeros
y en este fendmeno el volumen disminuye con el tiempo pero la concentracion de enlaces es
constante [148]. Entonces, comenzando por la degradacién de superficie, ver Figura 1.13,
es basicamente un fendmeno en el que el agua intenta difundirse en el andamio pero reacciona
tan rapido que solo puede atacar las cadenas poliméricas de la superficie, entonces a medida
que pasa el tiempo el agua continua atacando solo las cadenas de la superficie y el nicleo
permanece intacto mientras que la superficie reacciona, asi que imaginemos que la superficie

esta retrocediendo hacia el nucleo y los lados se vuelven méas pequefios y mas pequefios.

v

Tiempo

Figura 1.13. Degradacion por superficie.

En la siguiente categoria que es la degradacién en masa la cual se presenta en el andamio
que se desarrolla en esta investigacion, en la literatura se han reportado que la degradacion
del PLGA se produce a través de cuatro etapas consecutivas: 1) hidratacion, 1) degradacion

inicial, I11) degradacién posterior y 1V) solubilizacion [147, 151], ver Figura 1.14.
I.  Primero, el medio acuoso (agua) penetra en la matriz polimérica libremente dentro y

a través de la estructura del andamio lo que provoca la relajacion del polimero y la

disminucion de la Tg. El polimero absorbe agua y experimenta cierto hinchamiento,
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alterando las estructuras poliméricas estabilizadas por las fuerzas de Van der Waals

y los enlaces de hidrogeno.

Il.  Segundo, en la regién hidratada del polimero comienza la ruptura de los enlaces
covalentes/éster del polimero (por hidrolisis). Se generan cada vez mas grupos finales
carboxilicos que pueden autocatalizar la hidrdlisis y conduce a la disminucion
continua del peso molecular polimérica y por ende a medida que el polimero pierde

masa se observa una pérdida de su resistencia mecanica, pero mantiene su integridad.

I1l.  Tercero, la cadena del polimero continda la escision masiva de los enlaces hasta que
el peso molecular del polimero disminuye a un punto en el que el polimero ya no
puede mantener su integridad, entonces hay una pérdida de integridad fisica y
mecénica.

IV.  Cuarto, el polimero pierde una masa significativa debido a la solubilizacion de los
oligbmeros en el medio circundante (&cido lactico/glicélico) y el polimero se

desintegra en moléculas solubles que se hidrolizaran posteriormente en acidos libres.

Tiempo

Figura 1.14. Degradacion en masa. Fuente propia.

Para que la degradacion del PLGA ocurra va a depender de diferentes factores [87, 138, 140,
143] como:

a) La relacién molar de los acidos lactico y glicolico en la cadena del polimero de acuerdo

con los valores de la Tabla 1.6.
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b) EI peso molecular del polimero, esto es a que los pesos moleculares més altos tienen tasas
de degradacion mas bajas porque el peso molecular estd directamente relacionado con el
tamano de las cadenas del polimero, o sea, que a medida que aumenta el peso molecular, la

tasa de degradacion disminuye.

c) La temperatura ya que acelera su degradacion porque al incrementarse podra alcanzar o

superar la temperatura de transicion vitrea (Tg).

En la Figura 1.15 se observa la reaccion quimica de como el PLGA se forma uniendo estos
dos polimeros (LA, GA) mediante un enlace éster marcado con un recuadro naranja en donde
este enlace esta compuesto por el atomo de carbono que tiene cuatro electrones en la capa
exterior (azul) y comparte dos electrones con un atomo de oxigeno (verde), otro con una
cadena de carbono (rojo) y el tltimo con un &tomo de oxigeno unido a una cadena de carbono

(morado).

Se conoce que este grupo éster beneficia al PLGA a degradarse cuando una nanoparticula es
absorbida por el medio fisiolégico en donde ocurre una reaccion quimica conocida como
hidrélisis, que al estar en contacto con el agua (el cuerpo esta formado por un 70% de agua
en masa), garantiza una degradacion confiable in vivo provocando una ruptura heterolitica
de tipo nucleofilica en la cadena principal del acido carboxilico para su final formacion de
compuestos no toxicos que son el PLA y PGA que se elimina del cuerpo con la respiracion,
principalmente a través de los pulmones como didxido de carbono (C0O,) y agua, es decir
que entran en el ciclo del &cido tricarboxilico (ciclo ATC) mejor conocido como el ciclo de
Krebs [152-155]
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Figura 1.15. Sintesis y degradacion del PLGA.
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El ciclo de Krebs estd conformado por ocho reacciones enzimaticas, este proceso es
anfibolico esto quiere decir que es un conjunto de reacciones catabolicas como se muestra en
la Figura 1.16 por las reacciones de oxidacién y asi mismo es un proceso anabdlico por los
productos que sintetiza. Realiza la oxidacion de hidratos de carbono, acidos grasos y
aminoacidos hasta producir CO; y agua, los precursores que proporciona como el citrato y
malato se van a utilizar para la produccion de &cidos grasos, colesterol y glucosa. La primera
etapa empieza con la molécula del citrato, cuando el Acetil Coenzima A se combine con
oxalacetato en cada una de estas ocho reacciones va a intervenir una enzima especifica y asi
de esta manera por cada molécula de piruvato que entre al ciclo se va a producir una molécula
de GTP, tres moléculas de NADH y una molécula de FADH2. En la glucolisis se produjeron
dos moléculas de piruvato por los tanto se van a requerir dos vueltas del ciclo para completar
la oxidacién completa de la molécula de glucosa asi de esta forma el rendimiento total del
ciclo de Krebs para una molécula de glucosa es el doble es decir dos moléculas de GTP, seis
moléculas de NADH y dos moléculas de FADH2. Y asi de esta forma la glucosa se va a
descomponer por completo para producir seis moléculas de CO, de las cuales dos se
produjeron en la formacién del Acetil Coenzima Ay las otras cuatro se produjeron en el ciclo
de Krebs [138, 152, 156].
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Figura 1.16. Reacciones de ciclo de Krebs [151].
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1.2.6 Reforzante ceramico: Hidroxiapatita (HAp).

La funcion principal de un material reforzante es mejorar las caracteristicas y propiedades
fisicas y quimicas de la matriz, y es el componente que soporta la carga en el material
compuesto es la razén por lo que muchos investigadores han estudiado la biocompatibilidad
y las propiedades fisicoquimicas de la hidroxiapatita [87]. El término "hidroxiapatita™ es el
nombre mineral compuesto por iones "hidroxilo" y la "apatita" perteneciente a la familia de
las apatitas CaPO, [155] y el compuesto tiene la forma general de la ecuacion 1.1:

As(BO,):X 1.1

Ente ellos, la posicion X puede ser ocupada por diferentes iones negativos como fluor (F),
cloro (Cl), carbonato (C0O3) o hidroxido (OH), formando Fluorapatitas, Cloroapatitas o
Hidroxiapatitas respectivamente, los diferentes componentes dentro de la estructura de la

HAp pueden intercambiarse y ser sustituidos como se muestra la Tabla 1.8 [156].

Tabla 1.8. Sustitutos de aniones y cationes de la hidroxiapatita.

Cation Anion
Ca*? PO;® | OH™
K* As0;3 F~
Na* S0;2 Cl-

Mn*? C03%
Nit2 Si0z*
Cu+2
Zn+2

La HAp esta representado por la formula general de la ecuacion 1.2 y puede expandirse como

se muestra en la ecuacion 1.3. La formula estequiométrica se muestra en la Ecuacion 1.4.

Cas(P0,)3(0H) 1.2
Ca(1)1Ca(2)3(P0,)3(0H) 1.3
Ca10(P04)s5(0H), 1.4

48



La celda unitaria de la hidroxiapatita consta de 10 iones de calcio, 6 grupos fosfato y 2 iones
hidroxilo y existen dos sitios no equivalentes de iones calcio, el sitio | (Ca 1) que tiene un
namero de coordinacion 9y el sitio Il (Ca Il) tiene nimero de coordinacion 7 formando un
prisma trigonal triapuntado entre los 9 4tomos de oxigeno y un atomo de Ca*? (1), de igual
manera el fosforo posee un namero de coordinaciéon 4 y el hidroxilo tiene 1 nimero de
coordinacion; esto quiere decir que hay 9,7,4 y 1 atomos de oxigeno alrededor de los
elementos Ca (1), Ca (Il), P, y el OH" tiene una densidad de carga con simetria casi esférica;
formando un prisma trigonal, bipiramides pentagonales y tetraedros, como se muestra en la
Figura 1.17 a), b), ¢) y d) respectivamente [161, 162].

a) b) c) d)

Figura 1.17. Estructura de la hidroxiapatita de la celda unitaria para los componentes
atémicos a) Calcio (1), b) Calcio (I1), ¢) (P0;3) y d) OH [162].

La hidroxiapatita es una biocerdmica polimorfica por lo que se han propuesto dos estructuras
cristalogréficas diferentes para aplicaciones bioldgicas, una con estructura hexagonal y otra
con estructura monoclinica [7, 54, 56, 175], estas dos estructuras comparten 10s mismos
elementos y tienen una relacion atdmica Ca/P estequiométrica de 1,67. La principal
diferencia entre ellos es la orientacion de los grupos hidroxilo [90]. En la Figura 1.18 a), se
observa que la estructura hexagonal los grupos hidroxilo estan orientados en dos direcciones
diferentes en cada columna que les confieren un menor estabilidad, tiene un grupo espacial
de P63/m, y los parametros de la red son a=b=9.432 Ac=6,8814A a=F=90° y=120°, mientras
gue en la forma monoclinica de la Figura 1.18 b), los grupos hidroxilo tienen la misma
direccién en la misma columna y una direccion opuesta entre las columnas [160] tiene un
grupo espacial P21/b, parametros de red a=9.421A, b=2A, c=6.8814 A, y=90° [177, 178].
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b)

Figura 1.18. Estructuras cristalinas de la hidroxiapatita a) hexagonal y b) monoclinica
[163], [164].

La HAp es el principal constituyente inorganico del hueso (~60% en peso del hueso) y del
esmalte dental al 90% [84, 172] ya que les confiere dureza, en tanto que el colageno les da la
propiedad de elasticidad y sirve de molde para dar lugar al nuevo mineral de HAp que
creceran y se diferenciara a través del proceso de remodelacion tisular [7, 176],
proporcionando una mayor rigidez, por lo que debe cumplir con al menos un 45% de
cristalinidad para ser utilizado en el campo de los biomateriales [166]. La hidroxiapatita se
caracteriza por su biocompatibilidad y puede utilizarse como sustituto éseo para la
regeneracion Osea debido a su alta resistencia mecanica, la presencia de porosidad en su

estructura y su facilidad de interactuar en los mecanismos tisulares [33].
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La obtencion de nanoparticulas de HAp y el control de su microestructura es un desafio
cotidiano, sin embargo, existen diversos métodos de obtencion como se observa en la Figura

1.19 pero las condiciones de procesamiento pueden variar en cada ruta [167].

Meétodos de obtencion de la HAp

|
| | |
, Alta
Secos Himedos temperatura
I |
| 1 |
Estado Precipitacion . | | y
solido Sol-Gel quimica Hidrotermal Combustion
Mecano Tradicionall—| Sinterizacion
quimico
Asistido por
microondas

Figura 1.19. Clasificacion de métodos de obtencion de la hidroxiapatita.

Mehdi Sadat-Shojai et al., reportaron que existen diferentes métodos de sintesis para la
obtencion de nanohidroxiapatita, empezando con el método seco no se utiliza un disolvente
como tal y en este método se han adoptado dos procesos que es la mecano sintesis y en estado
solido, por consiguiente, el método de altas temperaturas requiere de métodos que puedan
manejar altas temperaturas como la pir6lisis y la combustion en donde los materiales
precursores pueden degradarse parcial o completamente, mientras que en los métodos
himedos puede ajustarse los parametros como la presion y la temperatura para controlar la
morfologia, tamafio y forma de las particulas [39, 54, 57, 58, 177, 184, 185]; en la Tabla 1.9
se resume la informacion comparativa de cada método segun su clasificacion donde se
destacan los resultados obtenidos hasta el momento en la preparacion de nanoparticulas de

HAp sintética.

51



Tabla 1.9. Comparacién de los diferentes métodos de obtencion de nanoparticulas de la hidroxiapatita.

Sintesis Caracteristicas
Tamafio ~ Control de
, S . - . Tamafio de P
Método Costo  Cristalinidad Ca/P ratio (Diametro y Morfologia R, morfologia Ref.
) Distribucion
Longitud)
Estado solido Bajo Muy alto Variable 100 a 500 pm Variable Ancho [171]
Secos Mecano : No Laminares Bajo

quimico Bajo Muy alto estequiométrico ) porosos Ancho [172]

Precipitacion . . No 44-60 nmy .
quimica Bajo Bajo estequiométrico 230y 490 nm Nanobarras Variable [173]
Hdmedos Sol-Gel Alto Variable Estequiométrico 102'88 s :: M Globular Estrecho Bueno [174]
. . L 16.33 nmy [54],
Hidrotermal Bajo Muy Alto Estequiométrico 3293 nm Nanorods Ancho [55]

L . . 53-75 umy . .
Combustion Bajo Alto Variable 80-120 um Variable Variable [175]

Altas H Moderado-
temperaturas Bueno
Sinterizacion Bajo Medio .NO o 20nmy 40 Varilla Variable [170]
estequiométrico nm

52



La técnica hidrotermal, permiten la preparacion de polvos bien cristalizados, con una
composicion homogénea, y de facil sinterizacion. Esto se debe al efecto de la alta temperatura
y presion aplicada a las soluciones acuosas (T > 100°C, P > 1 atm) por lo que es un método

viable para la obtencidn de hidroxiapatita debido a su facilidad de sintesis y bajo costo [176].

En la Figura 1.20 se observa el proceso de formacién de hidroxiapatita por el método
hidrotermal, que involucra dos etapas principales, la primera etapa es la nucleacion que es
una reaccion ionica en condiciones normales y la segunda es el tratamiento hidrotermal en
donde hay un crecimiento de nucleos, la temperatura de sinterizacion y el pH son parametros
importantes ya que se pueden obtener hidroxiapatita con diferente morfologia [177].

Variacion de pH y
PO, 3 temperatura

*3

ote : *
C) P®he < i
. — )f ?)\ — X / ;

Mezcla de reactivos Nucleacién Crecimiento el Morfologia
\_ J _ nucleacion Y
Condiciones normales Condiciones hidrotermales

Figura 1.20. Etapas para la formacion de hidroxiapatita.

Para llevar a cabo la sintesis hidrotermal existen cuatro acciones importantes para la
formacion de polvos de hidroxiapatita resumido en la Tabla 1.10 reportado por Paul W.

Brown & Racquel Zapanta.
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Tabla 1.10. Acciones para el método hidrotermal [176].

Clasificacion Accion del fluido hidrotérmico
_ ) Se transfiere fisicamente el calor, la presion
Medio de transferencia ] o o
y la energia mecanica al material solido.
Sus componentes son adsorbidos en las
Absorbente o .
superficies de solidos.
Puede disolver los materiales solidos para
Solvente formar cUmulos moleculares y especies
ionicas.
Pueden reaccionar con solidos para formar
Reactivo otros productos sélidos como hidratos,
hidroxidos, oxido, hidruros, etc.

En la Tabla 1.11 se resumen todos los resultados obtenidos por diferentes autores para la
sintesis de la hidroxiapatita por métodos humedo utilizando la técnica hidrotermal tradicional
y por microondas donde obtuvieron una relacion Ca/P que va desde 1.42-1.69 y de acuerdo
con J. Campa Molina, cuando el valor tiende a ser de 1.6-1.9 favorece la bioactividad debido
a que la HAp no es bioreabsorbible y beneficia al hueso ya que no se degradaria de manera
rapida cuando este en contacto con el fluido fisiologico; asi mismo aumenta su dureza y
aumenta su fragilidad [158]. Demostraron por DRX un tamafio de cristalito que va desde
13.55 um a 19.56 nm y confirmaron con el andlisis de refinamiento rietveld la presencia de
dos fases: hexagonal y monoclinica, predominando esta tltima en un 95%; en las micrografia
se observaron aglomerados de HAp en forma de varillas, microvarillas, microrods,

semiesféricas, nanovarillas, nanobastones y nanorods para aplicacion en administracion de farmacos,

cultivo y activacion celular, purificacion de anticuerpos a gran escala y reemplazo de tejido duro.
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Tabla 1.11. Antecedentes de la sintesis de hidroxiapatita por métodos hiumedos.

o Tamarfo de Fase i L
Afio Autor Técnica °T pH o Ca/P o Morfologia Aplicacion Ref.
cristalito mayoritaria
Rodriguez- Hidrotermal
2005 o 269°C - - 1.42 - Aglomerados [52]
Lugo et al. tradicional
. ) 13.55 pm, Varillas, o »
Chatterjee Hidrotermal ) ] Administracion
2019 o 140°C 6-10  2.42 pm, 1.67 Hexagonal microvarillas y ) [53]
et al. tradicional ] de farmacos,
1.35 um microrods )
] ] ) cultivo y
Lopez-Ortiz Hidrotermal . L
2020 o 200°C 7 1956 nm  1.67  Monoclinica Nanorods activacion [54]
etal. tradicional
) celular,
) Hidrotermal o o
Sanchez- o Semiesféricas,  purificacion de
asistida por . ) )
2021  Campos et. ) 200°C 79 23 nm. 1.67 Monoclinica nanovarillas, anticuerpos a [55]
microondas
al. nanobastones gran escala,
) reemplazo de
Hidrotermal teiido d
. - ejido duro
Villasefior- asistida por 3.8- . ) )
2021  Ceron et al. ) 200°C - 1.69 Monoclinica Microrods [168]
microondas 10
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1.2.7 Tejido 0seo, funcion, estructura y propiedades.

Desde un punto de vista macroscopico, el tejido 6seo se le conoce como hueso y se define
como un tejido conectivo multifuncional especializado con propiedades el&sticas y
mecanicas [178] cuya funcién es proporcionar soporte estructural al cuerpo ademas de
proteger los 6rganos internos mediante la resistencia al impacto [179]. El tejido dseo esta en
constante reparacion, crecimiento y remodelacion mediante mecanismos bioquimicos,
biomecénicos, celulares, hormonales y patologicos con ayuda de interacciones de las células
especializadas tisulares que son los osteoblastos, osteoclastos y osteocitos [180]. El tejido
0seo esta compuesto por un 69% de la masa total de la fase mineral, un 9% de agua y un 22%

de matriz organica que esta compuesta principalmente por colageno (90-96%) [79].

El hueso natural es un compuesto ya que contiene proteinas de la matriz extracelular (MEC),
células tisulares, factores de crecimiento, calcio mineralizado en forma de hidroxiapatita y
un sistema vascular [181], es decir, una fase inorganica combinada con un mineral que
contiene grupos fosfato, calcio e hidroxilo (hidroxiapatita) y una fase organica compuesta
principalmente por colageno, por lo que proporciona a los huesos fuerza y flexibilidad [166].

El hueso es un material que consta de dos fases, la matriz, formada esencialmente por
colageno, y el hueso mineral que se compone de dos variantes: tejido 6seo compacto
(cortical), es menos activo metabo6licamente pero el 80% del esqueleto estd compuesto de
hueso cortical y el tejido 6seo esponjoso (medular) que es una red tridimensional por donde
atraviesan los vasos sanguineos y las células [87, 188]. Una de las principales caracteristicas
entre estas dos formas es que el hueso esponjoso tiene un médulo de Young de mas bajo y
es mas flexible que el hueso cortical de acuerdo a los resultados reportado por Caeiro JR et
al., [183], ademas la estructura porosa consta de tamarfios de poro que van desde 200 a 500
um, y el hueso esponjoso representa 30% al 90% de la porosidad; es por ello que se pretende

obtener una porosidad >50% en este trabajo de investigacion [184].
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Es importante distinguir que la estructura tejido 6seo estd muy bien organizada como se
observa en la Figura 1.21 [181], y tiene una compleja y variable escala jerarquica que va de
una escala macro a nanomeétrica, juntas permiten diversas funciones mecénicas, biologicas y
quimicas [51] a tal punto de comprender la funcién de la hidroxiapatita. Entonces dentro de
las siguientes estructuras encontramos la macroestructura que se ve a simple vista y es el
hueso cortical y esponjoso, después, la microestructura y submicroestructura tiene un rango
de 10 a 500 nm donde se observa el sistemas de Havers, osteones, laminillas, posterior sigue
la nanoestructura que tiene tamafios nanométricos en donde se distingue fibrilla de coldgeno
y mineral incrustado, y finalmente se encuentra la subnanoestructura que esta por debajo de
cientos de nandmetros donde se observa estructura molecular de los elementos constitutivos,

como mineral, colageno y proteinas organicas no colagenas [106-108].
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Figura 1. 21. Organizacion estructural jerarquica del hueso [141].

Esta estructura jerarquicamente organizada tiene una orientacion irregular, lo que hace que
el material del hueso sea heterogeneo y anisotropo, es decir que su resistencia varia en
funcidn de la direccion en la que se aplica la carga, o que el hueso es mas fragil ante la tension
gue ante la compresion segun la Ley de Wolff, y la actividad muscular modifica las fuerzas

que soportan los huesos [188].
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El hueso tiene una estructura elastica Gnica que cambia sus propiedades en respuesta a las
tensiones que se le imponen y se regenera a través de procesos bioquimicos, biofisicos y
bioldgicos que estan interrelacionados y relacionados con las propiedades mecénicas del
hueso natural, que varian con la edad [189], en la Tabla 1.12 se muestran los valores
obtenidos de pruebas mecénicas realizadas con ensayos de compresion, traccion, flexién y
torsion por Caeiro JR et al., es importarte destacar que para conocer las propiedades
mecénicas del hueso cortical 0 compacto, estas propiedades van a depender de la naturaleza

del hueso, la variacion de la edad, de la en la estructura histologica y la densidad, [126, 140].

Tabla 1.12. Tabla de propiedades mecénicas del hueso [183].

Resistenciaa  Resistencia  Resistencia  Modulo  Tenacidad

. . . i Porosidad
la compresion  alaflexion alatraccion elastico ala o)
(MPa) (MPa) (MPa) (GPa) fractura ’
Hueso
) 100-150 135-193 50-151 10-20 2-12 5-10
cortical
Hueso
2-12 10-20 1-5 0.1-5 0.1-0.8 50-90
trabecular

El tejido Gseo se renueva constantemente a través de la coordinacion de osteoblastos,
osteoclastos y osteocitos ya que pueden sintetizar coldgeno y no colageno en la matriz
organica del hueso, guiar la disposicion de las fibrillas y promover la mineralizacién de la
matriz extracelular, también sintetiza factores de crecimiento que organizan la formacion de
nuevo tejido 6seo. [105, 186]. La funcién principal de los osteoblastos es la formacion de
hueso nuevo durante y en el desarrollo de la regeneracion 6sea y a medida que se diferencian
adquieren la capacidad de secretar matriz ésea y de la regulacién de los osteoclastos. El
tamarfio de los osteoblastos varia de 10 a 50 um, sin embargo, los osteoblastos para regenerar
el hueso mineralizado después de la implantacién requieren poros mas grandes de
aproximadamente 100 a 200 um ya que estos poros permiten que los macrofagos se infiltren,
eliminen bacterias e induzcan la infiltracion de otras células involucradas en la colonizacion,
migracion y vascularizacion in vivo, cabe sefialar que cuando el tamafio de poro es <100 um

tiende a la formacién de tejido fibroso u osteoide no mineralizado [192].
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Posteriormente, los osteoclastos, se comunican entre si y con los osteoblastos a través de
amplias prolongaciones citoplasmaticas que ocupan los canaliculos dentro de la matriz
6sea. Tanto las células de revestimiento éseo como los osteocitos se han identificado como
fuentes importantes de RANKL [193]. Y finalmente, los osteocitos son ceélulas
mecanosensoriales que participan activamente en la formacion 6sea en donde esta red de
osteocitos interaccionan en el intercambio i6nico a través de la interaccion célula-matriz
[107].

En la Figura 1.22 se analiza que la regeneracion dsea pasa por distintos fendmenos llamados
mecanismos bioldgicos. 1) La osteoinduccidn que es un proceso en donde las células madre
se transforman en células osteogénicas para posteriormente diferenciarse en osteoblastos,
este fendmeno ocurre en el momento que entra en contacto con la superficie del implante con
el hueso. Il) La osteogénesis solo se da cuando se realiza un autoinjerto ya que implica el
trasplante y accion de elementos celulares dseas vivas de una parte del organismo a otra en
donde la proliferacién de estas células puede darse en dos direcciones: desde el implante y
desde el tejido dseo. I11) La osteoconduccidn permite el crecimiento 6seo sobre y alrededor
un injerto por ejemplo un andamio y termina con IV) La osteointegracion ya es el anclaje
estable de un implante y se logra mediante el contacto directo entre el hueso y el implante
[194].

osteocitos @ células

W Wt
o Uk vg Ja%
-~ % VE »°
N NNy
)Osteoinduccion  [1)Osteogénesis I11)Osteoconduccion  1V)Osteointegracion

Figura 1. 22. Mecanismos bioldgicos en la generacion oOsea.
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Explicando un poco mejor el proceso comienza con |) la activacion, en donde una sefial
bioquimica es emitida por los osteoblastos detectando microfisuras, 11) en la reabsorcion las
células de borde (osteoblastos) se encargan de segregar unas sustancias llamadas RANK- L
que interaccionando con el RANK de los osteoclastos precursores permiten su diferenciacion
y maduracion que hasta este punto formaran parte de la BMU (Basic Multicellular Unit) que
son un conjunto de osteoclastos y osteoblastos. Las células de borde cambian su forma
aplanada de manera que se encogen y aumentan su espesor dejando libre parte de la superficie
Osea para que los osteoclastos puedan comenzar el proceso.

Posteriormente 111) la inversion es la fase que da lugar a la transicion de actividad entre
osteoclastos y osteoblastos, este periodo dura unos 30 dias. En la etapa de 1V) la formacion
comienza cuando los osteoblastos se sitdan sobre la zona que se han reabsorbido secretando
enzimas lisosomales, principalmente colagenasa que dirige la proteina a la matriz organica
produciendo acido clorhidrico (HCI) que va a disolver a la hidroxiapatita en iones de calcio
Ca*2 y PO43, liberandose en el torrente sanguineo, también ocurre una dispersion de
osteocitos que quedan atrapados dentro de la matriz 6sea que cuando se liberan por la
disolucién del hueso son fagocitados por los osteoclastos, finalmente en la V') mineralizacion
que tiene un lapso de 10 y 20 dias después de depositar el osteoide es cuando comienzan a
aparecer los primeros cristales de hidroxiapatita desplazando parte del agua del osteoide.
Finalmente, los osteoclastos sufren apoptosis y la BMU se detiene. Aln durante un cierto
tiempo los osteoblastos seguiran rellenando las cavidades que correspondan de osteoide y
luego sufriran apoptosis, se convertiran en osteocitos o en células de borde. El osteoide
depositado ira poco a poco mineralizandose aun cuando la BMU haya dejado de estar activa
[202, 203]. Estas cinco fases consecutivas de crecimiento 0seo y eventos celulares se

esquematizan en la Figura 1.23.
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Figura 1.23. Fases del ciclo de remodelacién 6sea [204].

En la Figura 1.24 se observa el mecanismo celular a mayor detalle en la fase de microdafo

de sefializacion, activacion y reclutamiento de preosteoblastos asi mismo de observa el

mecanismo celular de la reversién y formacion de tejido nuevo.
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1.2.8 Ensayos in vitro de citotoxicidad

Antes de utilizar cualquier material biocompatible, se realizan estudios de citotoxicidad in
vitro para observar sus efectos con las lineas celulares. Estas pruebas tienen como objetivo
medir la cantidad de células vivas presentes y, al mismo tiempo, considerar los cambios
morfologicos y la muerte celular en éste. Las pruebas ideales deberian ser eficientes, rapidas,
seguras y sencillas de realizar sin interferir con el material que se esta evaluando, cabe sefialar
que la mayoria de los ensayos de citotoxicidad se basan en sistemas de tincién destructivos.
[81].

El cumplimiento estricto de las normas 1SO es esencial cuando se realizan pruebas in vitro
para evaluar la citotoxicidad. Estas pruebas emplean metodologias de biologia celular y
molecular cuidadosamente controladas para garantizar que el sistema acepte completamente
el biomaterial que se esta estudiando. Por ejemplo, la norma ISO 10993 establece las reglas
de biocompatibilidad de los biomateriales y brinda informacion sobre el impacto de las lineas
celulares en un escenario in vitro dentro de un proceso de gestion de riesgos como los
cambios en el dispositivo médico a lo largo del tiempo. En general la norma 1SO 10993-1
proporciona los principios generales para probar la biocompatibilidad de los dispositivos
meédicos sanitarios, asi mismo en la norma ISO 10993-5:2009 describe los métodos de
prueba para evaluar la citotoxicidad in vitro los dispositivos médicos, ademas de acuerdo con
este norma se evallUan biolégicamente y rige que una disminucién de la viabilidad celular

superior al 30 % indica la presencia de efectos citotoxicos [204, 205].

La evaluacién de la toxicidad de un material compuesto para varios tipos de células se puede
realizar utilizando ensayos de citotoxicidad, como el ensayo MTT (nombre IUPAC: 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) que es un ensayo de viabilidad celular que ha sido
modificado por varios investigadores desde que Mosmann Tim lo desarrollo por primera vez
en 1983 [200]. EI MTT es un colorante de tetrazolio soluble en agua de color amarillo que
las células vivas reducen a un producto de formazan purpura (insoluble en solucion acuosa);
una vez disuelto en un disolvente adecuado, la cantidad de MTT-formazan producido puede

medirse espectrofotométricamente. La metodologia se esquematiza en la Figura 1.25.
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Figura 1.25. Representacion esquematica de la metodologia con el agente MTT [208].

Una desventaja de este ensayo es que no distingue entre los efectos citotoxicos (muerte
celular) y citostaticos (tasa de crecimiento reducida), pero la principal ventaja de este ensayo

es que requiere menos células en comparacion con el Alamar blue [207, 208, 209].

Alamar blue es otra técnica disponible desde 1933, es un indicador de oxidacion-reduccion
(redox) sensible que emite fluorescencia y monitorea como cambia de color al reducirse por
las células vivas [210, 220], se utiliza un principio activo que es la resazurina (nombre
IUPAC: 7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona), comunmente conocido como diazo-
resorcinol, azoresorcina, resazoina, resazurina, que es hidrosoluble, estable en medio de
cultivo, no es toxico y es permeable a través de las membranas celulares; de esta forma
permite un control y seguimiento continuo de las células en cultivo. Este activo se evalto por
primera vez para la contaminacion bacteriana o por levaduras en la leche por Pesch y Simmert
en 1929.
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El ensayo Alamar Blue se caracteriza por ser mas simple, rapido y sensible ya que
proporciona mediciones precisas del transcurso del tiempo, no es toxico para las células
porgue no se mueren y esas células se pueden reutilizar para un préximo estudio, es seguro
para el usuario y el medio ambiente en comparacion con el ensayo MTT [206]. La

metodologia que sigue el ensayo Alamar blue se muestra graficamente en la Figura 1.26.
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Figura 1.26. Metodologia esquematica de Alamar blue.
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CAPITULO II: METODOLOGIA
EXPERIMENTAL

En el presente capitulo se muestra la
metodologia experimental.

Primero se sintetizd hidroxiapatita (HAp)
por el método hidrotermal a 200°C y un pH
de 7.

Segundo, se desarrollaron andamios por el
método gel-casting variando la composicién
del material compuesto PLGA/HAp
Tercero, se evalio el porcentaje de
hinchamiento  mediante  ensayos de
absorcion y pérdida de area porcentual.
Cuarto, se realizaron pruebas de
citotoxicidad, viabilidad, adhesion vy
proliferacion celular por la técnica alamar
blue con células madre de pulpa dental

humana.



2.1 Desarrollo metodoldgico
En la Figura 2.1 se resume de manera general el desarrollo metodologico utilizado en este

trabajo de investigacion.

Primero se realiz0 la sintesis de hidroxiapatita por el método hidrotermal controlando
parametros de sintesis como la temperatura, presion y pH con el fin de obtener hidroxiapatita

cristalina.

Posteriormente, por el método gel casting se desarrollaron andamios compuestos del PLGA
incorporando HAp con el fin de formar un biocompuesto. Aqui se vario la composicién en
relacién con el peso de la matriz y el reforzante, agregando un agente pordgeno; citrato de
sodio.

Consecutivamente se prepararon las muestras para su caracterizaron mediante DRX, FT-IR,
RAMAN, MEB con el fin de conocer la estructura, su cristalinidad, los grupos funcionales,

su interaccion y la morfologia del andamio.
Finalmente se realizaron pruebas bioldgicas como el ensayo de hinchamiento y la evaluacion

citotdxica por Alamar blue utilizando células madre troncales para analizar la fluorescencia,

absorbancia y el porcentaje de viabilidad o crecimiento celular sobre el andamio.
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Sintesis y caracterizacion de andamios compuestos de PLGA/HAp por el método
gel-casting para su potencial aplicacion como biomaterial

-
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2.2 Sintesis de HAp
Para la formacién de HAp, ver Figura 2.2 se realiza como lo reporta Lopez-Ortiz et al., [54],

que se representa en la siguiente ecuacion 2.1:
10 Ca(NO3), + 6 (NH,),P0)e B Cayo(PO,)s(OH), + 12 NHy + 18 H,0 2.1

La sintesis se llevo a cabo a partir de los precursores: hidréxido de calcio Ca(OH), marca
Sigma Aldrich (98%) y fosfato de amonio dibésico (NH,),P0,), marca Meyer (98.5%).
Para ajustar el pH se empleo &cido nitrico (NHg, 2M) marca Meyer. Primero, se peso 4.98 g
de hidroxido de calcio CaOH, y 12.33 g fosfato de amonio dibasico (NH,),HPO, despues
se disolvieron en 30 mL de agua en desionizada por separado las dos soluciones y se
mantuvieron en agitacion constante a 250 rpm por 10 minutos; ver Figura 2.2 a). Segundo,
se adiciond gota a gota la solucién de hidréxido de calcio a la solucion de Fosfato de amonio
dibasico [(NH,),HPO,] manteniéndolo en agitacion constante para obtener una solucion
homogénea, ver Figura 2.2 b). Tercero, con ayuda de un pHmetro digital se midi6 el pH
obteniendo un valor de 9.6, entonces, se ajusté a 7 (ya que el cuerpo humano tiende a estar
en ese valor), adicionando gota a gota 67 mL de &cido nitrico HNO5; 2M previamente
preparada; ver Figura 2.2 ¢). Cuarto, la solucion se lleva a una autoclave a 200°C por 24 h;
ver Figura 2.2 d). Quinto, se retird la solucion de la autoclave, y se dejo en reposo para que
las particulas se sedimenten y se realizaron 6 ciclos de lavados con agua desionizada por
decantacion. Sexto, Ilevamos la solucion a una estufa a 80°C por 12 h; ver Figura 2.2 e). Y
finalmente, para la obtencion de polvos se llevaron a calcinacion en una mufla a 500°C por

3 h para eliminar subproductos que se puedan formar, ver Figura 2.2 f) y g).
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Figura 2. 2. Sintesis de cristales de hidroxiapatita por el método hidrotermal a pH 7.

2.3 Desarrollo de andamios de PLGA/HAp

La formacién de andamios compuestos de PLGA/HAp se representa en la Figura 2.3, se
utilizaron como precursores el Acido poli lactico-co-glicdlico PLGA 50:50, Cloroformo
anhidrido (HCI3) como disolvente, como agente porogeno el citrato de sodio anhidrido
(Na3CgHs50-), todos Marca Sigma Aldrich y la HAp obtenida por la técnica hidrotermal

descrita anteriormente.

Mediante la técnica gel-casting, se obtuvieron cinco muestras de andamios compuestos con
diferente composicion en relacion con el peso de la matriz polimérica PLGA y el reforzante
ceramico HAp.

Primero se esterilizaron los materiales de laboratorio a utilizar, y se trabaj6 bajo campana de
extraccion para evitar la contaminacion por bacterias del medio.

Después, se pesaron los reactivos de las diferentes composiciones en relacién con el peso con
ayuda de una balanza digital agregando el 15% de citrato de sodio. En la Tabla 2.1 se muestra

la cantidad en gramos para cada composicion.
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Tabla 2. 1. Composicion para cada muestra de andamio.

Peso Agente porogeno Etiquetado
PLGA (9) HAp (9)
0.1008 - M1 (M 100%)
- 0.1002 M2 (R 100%)
0.0801 0.0204 M3 (80%, 20%)
0.0702 0.0303 1% M4 (70%, 30%)
0.0605 0.0408 M5 (60%, 40%)
0.0552 0.0457 M6 (55%, 45%)

La cantidad de agente pordgeno, citrato de sodio se establecid de acuerdo con la literatura ya
que se ha reportado que se ha utilizado el 1%, 1.5%, 30%, 70% a estos dos ultimos valores
la fragilidad aumentaba en los andamios [136, 222—-225] con relacién al peso del andamio,
asi que una vez pesada las muestras con los valores en gramos de la Tabla anterior, se

colocaron en compartimentos separados para empezar la sintesis.

Por consiguiente, el PLGA se disolvié 10 ml de cloroformo a 250 rpm por 1 hora, ver Figura
2.3a) y aparte la HAp y el 15% de agente pordgeno se disolvieron en 10 ml de cloroformo a
250 rpm por 60 min, ver figura 2.3 b); después la solucion de HAp se adicion0 a la solucién
polimérica para poder recubrir las particulas ceramicas y se dejo nuevamente en agitacion
por 30 minutos hasta obtener una solucién uniforme y una consistencia en gel, ver Figura 2.3
c). Posterior a eso se realiza el vaciado en un molde de acero inoxidable con compartimentos
circulares de 0.5 mm de diametro por 0.3 mm de altura (medidas estandar de acuerdo con la
norma ISO 10993-5 para las pruebas de viabilidad) que se dejé en reposo por 24 horas a
temperatura ambiente para que el solvente se evapore cubriéndolo con Parafilm, ver Figura
2.3 d). Seguidamente, los andamios se desmoldaron con mucha precaucion bajo campana
con pinzas previamente esterilizadas. Méas adelante, se realizd un lavado dentro de un
cristalizador adicionando agua desionizada donde se sumergieron cada una de las muestras
por 5 dias, cambiando el agua desionizada cada 24 horas para eliminar la sal y excesos o

residuos presentes en las muestras; ver Figura 2.3 e). Finalmente, se agregaron los andamios
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Cloroformo

en una caja Petri, se llevd a un secado a 35°C durante 12 h y se prepararon las muestras para

su posterior caracterizacion; ver Figura 2.3 f) y g).
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Figura 2. 3. Sintesis de andamios porosos por el método gel casting.

2.4 Ensayo de hinchamiento

==

9)

Para la evaluacion del porcentaje de absorcion de agua se realizé un método gravimétrico

convencional, y se evallo sumergiendo los andamios en una solucion de PBS (Solucion

salina tamponada con fosfato) para similar el fluido fisioldgico corporal a 3, 6 y 9 dias, se

siguieron los siguientes pasos y se esquematizan en la Figura 2.4.

a) Se prepararon por triplicado las muestras identificadas como: M1 (M 100%), M2 (R
100%), M3 (80%,20%), M4 (70%, 30%), M5 (60%, 40%), M6 (55%, 45%) y se

registraron los pesos en seco de las muestras.

b) La pastilla de PBS se llevo a una agitacion constante de 250 rpm por 60 minutos.

¢) Cada una de las muestras se colocaron en una placa agregando 3 mL de PBSpH 7 y

se conservaron en una incubadora conservandolas a una temperatura de 37 °C.

d) Los andamios se retiraron de la solucion de PBS retirando el exceso con un papel

filtro para finalmente registrar su peso, realizando mediciones de hinchamiento a 3,
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6y 9 dias. Para cada muestra se midio un minimo de tres réplicas de cada composicion

y se promediaron los resultados.

Se registré el peso en humedo y mediante la ecuacion 2.2 se calculé el porcentaje de
hinchamiento.

) ) peso himedo — peso seco 2.2
% hinchamiento = x100
peso seco

Figura 2. 4. Metodologia para el ensayo de hinchamiento a 3, 6 y 9 dias.

2.5 Prueba de in vitro de citotoxicidad por Alamar blue

Para la evaluacion de viabilidad celular se determin6 mediante un ensayo celular
calorimétrico Alamar blue™ [211], ya que este ensayo no produce la muerte celular, se
utilizaron 5 muestras para cada composicion de 55/45 y 80/20 de andamios de PLGA/HAp,
utilizando un total de 30 andamios; para este estudio se utilizaron células madre de pulpa
dental humana obtenidas como lo reporta [212], estas celulas son buena fuente para la
regeneracion de tejido 6seo.

Se trabaj6 todo el tiempo bajo una cabina de seguridad biol6gica marca Telstar Bio Il advance
EN-12469-2000, ver Figura 2.5 a), b) una estufa de cultivo marca Binder, y ¢) una

centrifugadora marca Sigma.

72



a) b) C)

Figura 2. 5. a) Cabina de seguridad microbioldgica Telstar. b) Estufa de cultivo Binder y
c) Centrifuga

Primero se realizo la esterilizacion de andamios sumergiéndolos en etanol al 70% por 1 h,
luego los andamios se colocaron en cajas Petri y se irradiaron en luz UV bajo la campana de
extraccion durante 20 minutos por cada lado, después se guardan los andamios en

portamuestras previamente esterilizadas.

Segundo, las células que estaban resguardadas en una caja de 25 cm? fueron sacadas de la
incubadora, se lavaron con 3 mL de PBS 1Xy las células adheridas en la pared de la caja se
retiraron con 3 mL de TryPLE-Express. (Relacion 1:1), ver Figura 2.6 a).Posteriormente se
paso a un tubo de cultivo celular adicionando 3 mL de DMEM con un 10% de suero fetal
bovino y un 1% de penicilina-estreptomicina para después centrifugar a 200 rpm por 5
minutos a una temperatura relativa de 20-25°C. Ya centrifugadas se observo la separacion
de las células con el medio, ver Figura 2.6 b), el medio se extrajo con una micropipeta, ver
Figura 2.6 c), para solo dejar el boton de células, ver Figura 2.6 d), y por ultimo se agregé 1
mL de DMEM al 10% para disolver las células y se lleva a incubacién a 37° C, con una

humedad del 90% y una atmasfera del 5% de COz por 24 horas.
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a)

Figura 2. 6. a) Lavado de células, b) medio centrifugado, c) medio retirado y d) Boton de
celulas.

Tercero, para llevar el conteo celular por microlitro se agregé 10 pL de la solucion final
preparada de la figura 2.6 d) cuidadosamente con una micropipeta en la cAmara de Neubauer
como se observa en la Figura 2.7 a), para realizar el conteo se ocup6 un contador analogo

bajo un microscopio 6ptico, ver Figura 2.7 b).

Figura 2. 7. a) Adicion de 10 pL de solucion en la cdmara Neubauer, b) Conteo celular
bajo microscopio Gptico con ayuda de contador analogo.

La camara Neubauer, ver Figura 2.8 a) tiene subdivisiones con nueve cuadrantes de los cuales
solo se ocuparan 4 cuadrantes. Hay cuatro areas de conteo celular marcadas en color rojo en
la Figura 2.8 b). Existen dos criterios de conteo, como se observa en la Figura 2.8 c) la
primera es el orden en que se van a contar marcado con la flecha negra y segundo que células
se deben de contar marcado en color azul las células dentro del régimen, mientras que las

células que estan en color rojo no se contaran.

74



a—®
.T
0.4000mm”* F- Improved ZEEHE I
"It~

| P = k ® ®
= Neubauer ¢ G A [ A h
0.0025mm* ':‘ ‘3 = : i; -1.
.\ A A A A . Jd o8 oo
a) Camara de b) Microcamara de c) Cuadrante
Neubauer Neubauer

Figura 2. 8. Camara de Neubauer.

En la Tabla 2.2 Se observan el total de células para cada cuadrante obteniendo un nimero
total de 288 células por microlitro.
Tabla 2. 2. Resultados del conteo celular.
Cuadrante 1 Cuadrante 2 Cuadrante 3 Cuadrante 4
66 67 87 68

NuUmero total de células: 288

Entonces, para saber el numero de células por pL se hace un célculo con la ecuacion 2.3

numero de celulas totales x 10 000 2.3
4

Sustituyendo los valores de la formula anterior, ver ecuacion 2.4 :

num de células por pL =

288 x 10 000 i 2.4
num de células por pL = — 7 - 720 000 células

Se hace una regla de 3 para conocer la cantidad de uL para agregar a cada pozo en el
cultivo.
1 000 pL — 720 000 celulas
x — 10 000 células

Donde x= 13.88 uL entonces se agrego 14 uL por pozo para el sembrado de células.
Cuarto, para el sembrado celular los andamios se agregaron directamente en la placa de 96
pozos, ver Figura 2.9 y se acomodaron como se muestra en el siguiente esquema de la Figura

2.10 adicionando 14 uL en cada pozo para analizar el crecimiento celular a 3, 7 y 10 dias. Se

dejo un control como base agregarle andamios indicandolo con una letra “C”.
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55/45 80/20

3 dias

control OOV OO
000000000
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Control O 00000000

10dias QOQOOOOOOO

Control 0000000 O

Figura 2. 10. Esquema de la placa de pozos

Por consiguiente, bajo un microscopio éptico como en de la Figura 2.11 a) se colocd la placa
para observar las células depositadas con una forma linear, ver Figura 2.11 b)

Figura 2. 11. a) microscopio optico y b) morfologia de las células madre.

Posterior, la placa se llevo a la estufa de cultivo por 5 minutos, después se agregan 200 pL
de medio (DMEM) a cada pozo, una vez hecho eso se incuba a 37° C, con una humedad del

90% por 4 horas envolviendo la placa en aluminio ya que la luz puede afectar el resultado.
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Pasada las 4 horas se trasfirié el material a una nueva placa, ver Figura 2.12 a) y se adicion0
el 10% de solucion de Alamar blue marca Sigma Aldrich (trabajando sin luz), ver Figura 2.12
b), devolviendo la placa a la incubadora por 4 horas envuelto en aluminio.

c)

Figura 2. 12. a) Traspaso de a una nueva placa y b) Agregando Alamar blue,

Y quinto, la viabilidad celular se midié a 3, 7 y 10 dias mediante lecturas de absorbancia a

570 nm en un lector multimodal Cytation 3 (BioTek), ver Figura 2.13 a) y b).

b)
Figura 2. 13. a) lector multimodal Cytation 3 (BioTek) y b) Lectura de absorbancia a

570 nm de longitud de onda.
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2.6 Equipos utilizados para la caracterizacion de muestras

Los equipos utilizados para caracterizar las muestras fueron los siguientes:

Para identificar las fases presentes en la hidroxiapatita, PLGA y del sistema
PLGA/HAp se utilizé la técnica de Difraccion de rayos X usando un difractémetro
de la marca Bruker modelo Discover D8, ver Figura 2.14, con una radiacion CuKo
de 1.54 A.

Figura 2. 14. Difractémetro para DRX.

Para identificar las bandas de absorcion y confirmar la presencia de grupos
funcionales de la estructura de los precursores y de los andamios compuesto se
caracterizd6 mediante Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
utilizando un equipo Perkin Elmer Spectrum 2, ver Figura 2.15; en un rango entre
400 y 4000 cm* haciendo una molienda del andamio y se utiliz6 microgramos de la
cada muestra los cuales fueron mezclados con bromuro de potasio seco para formar

una pastilla por compresion.
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Figura 2. 15. Espectrémetro infrarrojo.

Para analizar la morfologia estructural y superficial de los andamios se caracteriz
mediante Microscopia Electrdnica de Barrido utilizando un equipo de la marca JEOL
modelo JSM-5900LV, ver Figura 2.16; con un haz de electrones de 20 KeV.

Figura 2. 16. Microscopio Electrénico de Barrido.
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e Para las pruebas de viabilidad celular se trabajo bajo una cabina de seguridad
bioldgica ver Figura 2.17 a) marca Telstar Bio Il advance EN-12469-2000; ver Figura
2.17 b) una estufa de cultivo marca Binder; ver Figura 2.17 c¢) una centrifugadora
marca Sigma y finalmente se hizo la lectura en un lector multimodal Cytation 3
(BioTek), ver figura 2.17 d).

\{T

elstar
0 1l Advance

Bi

Figura 2. 17. Equipos utilizados para los estudios invitro de viabilidad celular. a) Cabina
de seguridad, b) estufa de cultivo, c) centrifugadora y d) Lector multimodal.
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3.1 Difraccién de Rayos X
La hidroxiapatita obtenida por el método hidrotermal se caracteriz6 por difraccién de rayos

X, en laFigura 3.1 se observa el difractograma correspondiente a la fase hexagonal sefialando
las principales reflexiones en 10. 84°, 25. 87°, 28.94°, 31. 79°, 32. 20°, 32.92°, 34.07°, 39.83°,
43. 88° 45.76°, 48. 11°, 49.50°, 53.22°, 64.01° a 26 asociados con los planos identificados a
(100), (002), (210), (211), (112), (300), (202), (130), (113), (222), (132), (213), (004), (304),
respectivamente, segin el patron de difraccion de la tarjeta PDF-86-1199 de la ICDD

(International Centre for Diffraction Data).
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Figura 3. 1. Patrones de difraccion de la hidroxiapatita en fase hexagonal.

Mientras que en la Figura 3.2 se destacan los picos principales para la fase monoclinica con
angulos en 10.83°, 25.87°, 39.80°, 46.69°, 49.48°, 53.20° y 64.16° correspondientes a los
planos (020), (002), (-420), (242), (-343), (004) y (343) para 26, de acuerdo los patrones de
difraccion de la tarjeta PDF-76-0694 de la ICDD (International Centre for Diffraction Data).
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Figura 3. 2. Patrones de difraccion de la hidroxiapatita para la fase monoclinica.

En la Figura 3.3 se observan los picos caracteristicos de los espectros correspondiente al
PLGA y también se observa la presencia de HAp en 25. 87°, 31. 79°, 32. 20°, 32.92 ° en los
andamios; en el patron DRX para los andamios compuestos no existié un pico distinto a los
picos principales de los precursores lo que resultard benéfico en las propiedades mecénicas

y acelerard la hidrolisis del enlace éster del PLGA.

——HAp
——100

——80/20
——70/30
——60/40
——55/45

{ ¢

Intensidad u.a.

LA
S
Mered
Mt
Sy

| S S S

10 20 30 40 50 60 70
2 Theta (angulo)

Figura 3. 3. DRX para los andamios a diferente composicién (100, 80/20, 70/30, 60/40 y
55/45).
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3.2 Tamaiio de cristalito promedio de la hidroxiapatita

La ecuacién 3.1 de Paul Scherrer es una herramienta utilizada para calcular el tamafio de
cristalito; esta ecuacion es una aproximacion que tiene en cuenta la funcion de forma (x), la
longitud de onda () y la integracion del ancho medio del pico experimental (), asi como el
angulo de incidencia (8) para determinar el tamafio promedio de los cristalitos (D ).

KA 3.1
~ Bcosb

La ecuacién 3.2 ofrece un enfoque novedoso para usar la ecuacion de Scherrer al minimizar
las fuentes de errores a través de una técnica de minimos cuadrados que fue presentada por
A. Monshi, M. R. Foroughi y M. R. Monshi en 2012 [213].

KA 3.2
L=e_b
En donde (x) y (A) toman valores constantes de 0.89 y 0.15405 nm (CuKal),

respectivamente, el valor de b se obtiene mediante la interseccion de una regresion lineal de
;- . 1 - .
minimos cuadrados graficando In (m) obteniendo el valor de L. En la Figura 3.4 se

sefialaron los 9 picos principales por encima de 500 de intensidad de la hidroxiapatita; estos
picos se encuentran a 25.9°, 31.8°, 32.2°, 32.9°, 34.1°, 39.8°. 46.7°, 49.5° y 53.3° para 20
correspondientes a los planos (002), (211), (112), (300), (202), (130), (222), (213) y (004);
asi mismo con ayuda el software Origin se determino el valor para FWHM por la regresion

gaussiana.

intensidad (u.a.)

8
5 7 n

(IR

9
I 500
T T T T
0 10 20 30 50 60 70 80

20 (grados)

Figura 3. 4. Picos principales de difractograma correspondiente a la
hidroxiapatita.
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En la Tabla 3.1 se calculan los valores correspondientes a los nueve picos principales para

determinar el tamafio promedio de cristalito.

Tabla 3. 1. Tamafio promedio de cristalito por la ecuacidn de Scherrer modificada para la
hidroxiapatita.

Pico (hkl) 20 FWHM (B) FWHM (B) * 0 cosf B(rad) In (L) Ln(B)
(radianes) * cosf cosd/ rad
1 (002) 28.9254 0.2415 0.0042 144627  0.3198  0.0013 1.1400 -5.4687
2 (211) 31.8022 0.5325 0.0092 15.9011  0.9814  0.0091 0.0187 -4.6783
3 (112) 32.2285 0.3153 0.0055 16.1142  0.9186  0.0050 0.0849 -5.2022
7 (300) 32.92 0.5471 0.0095 16.4644  0.7273  0.0069 0.3184 -4.6513
5 (202) 34.08 0.3936 0.0068 17.043 0.2336  0.0016 1.4542 -4.9806
6 (130) 39.84 0.6232 0.0108 19.9205 0.4793  0.0052 0.7354 -4.5209
7 (222) 46.72 0.4556 0.0079 23.3613  0.1993  0.0015 1.6131 -4.8343
8 (213) 49.55 0.4350 0.0075 247772 0.9375  0.0071 0.0645 -4.8806
9 (004) 53.29 0.2991 0.0052 26.6499  0.0536  0.0002 2.9269 -5.2551

En la Figura 3.5 se graficaron los valores Ln (ﬁ) y Ln(B) = rad para determinar la
regresion lineal correspondientes a y = -0.1358x - 4.8153, en donde 4.8153 toma el valor de
b. Se sustituyen los datos de la ecuacién 3.2 se obtuvo un tamafio promedio de cristalito con

un valor de 16.92 nm.

Ln(B) (rad)

0
0 1 2 3 4
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)
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--------- Lineal (Ln(B) (rad))
-4
® _
.. o y =-0.1358x - 4.8153
5 @ ceeeeenn..., L, Qi R#=0.1743
o rmemeiillll °
o
-6
Ln(1/( cosh))

Figura 3. 5. Gréfica de regresion lineal.

85



3.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Se analizo el precursor PLGA obteniendo espectros FTIR en el intervalo de 400 a 4000 cm?
como se muestra en la Figura 3.6. Comenzando dentro de la huella dactilar que comprende
en el rango 400 a 1500 cm™ se aprecia una fuerte intensidad del grupo éster, con un enlace
sencillo primario de C-O a 1050 y 1270 cm™, en el enlace C-H a 754 cm™, por otra parte se
distinguen carbonos tipo sp® ligado a los enlaces -CH, -CH,, -CHs dentro de las regiones
1385, 1367, 1456 cm™, mientras que en la region de diagndstico se identifica un momento
dipolar con una sefial intensa de caracteristica del enlace carbonilo (C=0) a 1760 cm™ debido
al estiramiento del grupo éster, de igual manera se identifica en enlace -CH, y CH3 a 2950-
3000 cm?. Finalmente, se observo una frecuencia de absorcion que solapa una banda ancha

del enlace OH- a 3650 cm™ que atribuye a la humedad de las muestras.

- 'CH3
C-H } Q 720 CH, __CH,
= ———55/45
W \/w\m/\f/\
60/40
S
5 ¥ 70/30
.© :
(&)
c
5 N 80120
g W \JW\””/\ T
[
v
N-\V HAp

T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Longitud de onda (cm™)

Figura 3. 6. Espectro FT-IR correspondiente a PLGA.

En la Tabla 3.2 se integran los grupos funcionales antes mencionados identificando su region
y modo vibracional, la presencia de estos grupos funcionales forman al biopolimero PLGA
[13], [214].



Tabla 3. 2. Regiones correspondientes a IR caracteristicos del PLGA 50:50.

Enlace Rango (cm™) Modo vibracional Forma Intensidad Ref.
-C=0 1750 Estiramiento asimétrico Fuerte
Estrecha
1090, 1272, Estiramiento Media
C-0-C ) ) Media
1750, simétrico estrecha
Poco
C-COO 867 - Débil
estrecha
Estiramiento simétrico y Media )
-C-0 1050, 1150 o » Media [219-
asimetrico y flexion estrecha 225]
956, 1130,
-CHs 1364, 1385, Flexion simétrica, )
o ) Media )
1456, tension simétrica y Media
L Estecha
CHs -CH;, asimeétrica.
2850-3000
C-H
) o Media )
OH- libre 3650 Estiramiento Media
estrecha

En la Figura 3.7 se identificaron los grupos funcionales para la hidroxiapatita y se confirmé

su presencia en el andamio. Dentro de la huella dactilar se observa un estiramiento a 473 cm-

1565 cm?y 604 cm?, 1035 cm™ y 1092 cm™ correspondientes al grupo fosfato PO, 3,

mientras que la vibracion simétrica esta indicada por el grupo P-O en 964 cm™ y a 1022 cm-

! corresponde al modo de estiramiento asimétrico del grupo fosfato O-P-O.
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Figura 3. 7. Espectro FTIR identificando bandas de absorcion y enlaces para la
hidroxiapatita.

En la Figura 3.8 se aprecia el comportamiento de este material compuesto, al agregar las
particulas de hidroxiapatita en el polimero. Se observa que el grupo fosfato en 1092 cm™ el
ancho de banda aumenta y lo mismo ocurre para las bandas del grupo -CH, -CH>, -CH3 del
polimero a 754, 2950-3000 cm™™.

Entre el grupo fosfato de la hidroxiapatita y los grupo sp® de PLGA puede detectarse en la
region 1050 cm?, 1270 cm™,473 cm, 565 cm™y 604 cm™! mediante la formacion de enlaces
débiles como las fuerzas de Van der Waals el momento dipolar o los enlaces de hidrégeno.

Las bandas de OH- en 3360 cm se atribuye a grupos carbonos tipo sp® sin reaccionar.
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Figura 3. 8. Espectro FTIR de los andamios variando su composicion.

Comparando los espectros de los andamios se determind que al incrementar la cantidad de
hidroxiapatita el ancho de banda aumenta en 1022 cm™ en todas las composiciones debido a
la presencia de la hidroxiapatita y este mismo comportamiento se ve para los grupos
funcionales principales del PLGA, sin embargo, en la composicion 60/40 hay un cambio
diferente ya que hay un estiramiento visible en el rango 1950 a 3000 cm™ debido a que hay

mayor cantidad de polimero y corresponde a los grupos -CHa, -CHa.
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3.3 Microscopia Electronica de Barrido

A continuacion, se observan las micrografias obtenidas de la sintesis de la hidroxiapatita
sintetizada por el método hidrotermal en la Figura 3.9 a) y b) se muestra la morfologia
caracteristica de la hidroxiapatita pura a pH 7; donde se identificaron aglomerados o cimulos
con una forma esférica; cabe mencionar que diferentes autores obtuvieron la misma
morfologia [51, 52, 54, 55]. Y en la Figura 3.9 c) y d) se puede observar al cambio de la
morfologia de la hidroxiapatita al agregar el 15% de agente pordgeno citrato de sodio; en el
andamio con el 100% de hidroxiapatita y se observa una morfologia mas compacta pero se

siguen formando aglomerados esféricos

1688%Hap

d)
Figura 3. 9. Micrografias obtenidas en el MEB, con diferente magnificacion en donde es

posible apreciar las particulas de HAp formando aglomerados.
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A continuacion se analizaron las micrografias de las diferentes composiciones (100, 80/20,
70/30, 60/40, 55/45%), ademéas se muestra la grafica que comprende a la medicién de la
rugosidad superficial mediante un método sencillo; la rugosidad superficial que se define
como irregularidades de una superficie [222]. Esta caracteristica beneficiara a la adherencia
de células y se medira a partir de micrografias obtenidas por MEB con el uso del software
ImageJ y Origin Pro.

En la Figura 3.11 a) para la composicion 100% PLGA su superficie se observa lisa la
tendencia de la rugosidad es uniforme en todo el area; mientras que para la muestra 80/20,
ver la Figura 3.11 b), demostré una tendencia de rugosidad alta en un area y después
disminuye; en la muestra 70/30 de la Figura 3.11 c) su superficie se observa irregular y lo
demuestra su grafica ya que hay areas con rugosidad diferente a diferencia de la muestra
60/40 que en su superficie se observan cumulos blancos que corresponden a la hidroxiapatita
lo que hace que tenga una estabilidad y rugosidad homogénea en toda el area analizada, ver
Figura 3.11 d); por ultimo en la Figura 3.11 e) corresponde a la muestra 55/45 y en su
superficie se muestra con mas intensidad los cimulos de hidroxiapatita y su rugosidad se ve

homogénea en toda el area del andamio.

a)

b)
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Figura 3. 10. Micrografias correspondientes de los andamios 100, 80/20, 70/30, 60/40 y
55/45, asi mismo se muestra la gréfica de rugosidad superficial para cada una

Posteriormente, a todas las muestras se les realizd un corte trasversal para poder observar
internamente los poros; se puede observar las micrografias correspondientes a la
composicion 100% PLGA en la Figura 3.11 a) la superficie es plana y se identifican las
cadenas poliméricas del copolimero, ver Figura 3.11 b). En ambas micrografias se puede
observar la presencia de poros pequefios debido al agente pordgeno. En la muestra 80/20 los
poros estan bien interconectados con una morfologia homogénea y con una forma irregular
eliptica también se puede apreciar la presencia de aglomerados de la hidroxiapatita de forma
esponjosa, ver Figura 3.11 c¢) y d). Para la composicion 70/30 se ve la presencia de
afloramientos porosos que estan dispersos de manera homogénea como se muestra en la
Figura 3.11 €), ademas se aprecian los aglomerados de la hidroxiapatita, ver Figura 3.11 f).
Para la muestra 60/40 en la Figura 3.11 g) la presencia de poros se ven méas ensanchada sin

embargo, se ven zonas aisladas y que no hay presencia mayoritaria de porosidad esto se debe
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a que posiblemente a que el polimero encapsulé las particulas de HAp y afectd su
distribucion. En la Figura 3.11 h) se ve la presencia de cumulos de hidroxiapatita sobre las
cadenas polimeéricas y finalmente, en la Figura 3.11 i) que corresponde a la muestra 55/45 se
observa en la superficie rugosa con los agregados de hidroxiapatita y de igual modo existen
poros interconectados, ver Figura 3.11 j).

En todas las composiciones, excepto en la muestra 100%PLGA observé la formacion de
aglomerados esponjosos de hidroxiapatita, asi mismo hubo presencia de poros de una forma
irregular eliptica y es posible definir que a mayor cantidad de hidroxiapatita la porosidad

aumenta reflejandose en su morfologia.
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Figura 3. 11. Micrografias obtenidas por MEB para las muestras 100, 80/20, 70/30, 60/40
y 55/45.

Para calcular el porcentaje de porosidad de utilizo el desarrollo de ecuaciones por Abdullah
y Khairurrija [223], en la ecuacion 3.3 la superficie representa la funcion f(x, y) es decir, la
altura de la superficie en las coordenadas (x,y) medidas desde un plano determinado,
entonces el espacio bajo la superficie es material sélido mientras que el espacio por encima

de la superficie esta vacio, asi que volumen del material solido en la superficie es:
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Xmax (Ymax 33
Vsstizo = f f f (x,y)dxdx

Xmin ¥ Xmin
Ahora supongamos que f,qx s la altura maxima de la superficie medida desde el plano base
a cualquier coordenada (x,y), donde f(x,y) < fmax Paratodas las x y todas las y. A partir
de esto de genera un plano paralelo donde la distancia desde el plano base es f,.x, asi que el
volumen total del material es cuando un poro esta ausente cuando el volumen del espacio en
la superficie plana de la altura maxima y limitada por X,,4x, Xmin » Vmax » Ymin, Fepresenta

el volumen total, ver ecuacion 3.4

Vtotal = fmax (xmax - xmin)(ymax ’ ymin) 3.4

Entonces la porosidad de superficie se define como la ecuacion 3.5
Vsstido 3.5

Vtotal

p=1-

De acuerdo con la ecuacién 3.3 y con ayuda del software Origin 2018 se determind el tamafio

de poro promedio y la porosidad para cada composicion, ver Tabla 3.3.

Tabla 3. 3. Resultados del tamafio de poro promedio y el % de porosidad.

Muestra Tamafio de poro promedio (um) %Porosidad
100 51 2%
80/20 149 84%
70/30 60 56%
60/40 70 46%
55/45 117 85%

De acuerdo con estos resultados se puede establecer que las micrografias de las muestras
80/20 y 55/45 se pudo apreciar que hay dos formas de porosidad con un tamafio diferente,
unas mas grandes que otras, con una distribucion que parece méas heterogénea que
homogénea porque existen areas mas pequefias sin embargo estas areas son significativas,
asi mismo en las variaciones 80/20 y 55/45 la porosidad es mayor y presentaron un tamafio

de poro >100 um, en comparacion del resto.
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Asi que estos resultados reflejan que conforme se aumenta el contenido de la hidroxiapatita
se ve una mayor area superficial y mayor homogeneidad de poros, es por esta razén que las
muestras 80/20 y 55/45 se eligieron y se separaron para el siguiente paso de evaluacion

invitro del comportamiento de la viabilidad celular.

La relacion Ca/P es importante para aplicaciones biomédicas ya que debe de cumplir un
rango de 1.67 a 1.9, que de acuerdo con la literatura esta se forma la hidroxiapatita
estequiométrica ademas presenta tanto una baja resistencia mecanica como una baja
reabsorcion [158]. En la Tabla 3.4 se calcul la relacion Ca/P donde todas las composiciones
estan dentro de este rango, excepto de la muestra 100% ya que predomina la concentracion

de PLGA.
Tabla 3. 4. Relacion Ca/P de las muestras PLGA/HAp.

Muestra % Elemento Ca/P
49.89
38.74
3.81
7.06
50.31
39.48
3.47
6.33
50.17
42.15
2.64
4.66
51.84
41.70
2.08
3.66
53.97
41.38
1.46
3.10

55/45 1.85

60/40 1.82

70/30 1.76

80/20 1.85

100 2.12

QUo0nQUouonuoonuoonooo
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3.4 Ensayo de hinchamiento y de pérdida de peso durante la degradacion.

En la Figura 3.12 a) y b) se muestra el proceso de degradacion de los andamios, en el dia uno
tiene un forma rectangular y el andamios es sélido, de 3 a 5 dias los andamios absorben
suficiente PBS (simula los fluidos fisiologicos) y como consecuencia los andamios sufren un
hinchamiento, posteriormente a partir de los dias 6-9 estos andamios se van desintegrando,
perdiendo su formay &rea inicial como se ve en la Figura 3.12 c)

Figura 3. 12. Fotografias del comportamiento de degradacion para los andamios a 100,
80/20, 70/30, 60/40 y 55/45.
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En la Tabla 3.5 se muestran los datos obtenidos del porcentaje de hinchamiento de los
andamios en cada composicion correspondiente en funcion al tiempo de degradacion a 3, 6

y 9 dias, calculando este porcentaje de acuerdo con la ecuacion 2.2 descrita en el Capitulo I1.

Tabla 3. 5. Porcentaje de hinchamiento para cada composicion PLGA/HAp

Dias
Muestras 3 6 9
100 52% 148% 43%
80/20 49% 145% 41%
70/30 46% 146% 38%
60/40 44% 141% 34%
55/45 42% 145% 29%

En la Figura 3.13 se aprecia el comportamiento del porcentaje hinchamiento para andamios
con relacién al tiempo en donde empezaron con un peso inicial similar y al paso de los dias
hubo un aumento constante en todos los casos, pero al cumplir los 9 dias el peso en todas las
muestras disminuy0 considerablemente, esto se debe a la pérdida de peso de los andamios,
es decir, el efecto de degradacién. De acuerdo con este comportamiento se determind que a

mayor concentracion de hidroxiapatita mas rapida es su degradacion.

100 = 80/20 = 70/30 w 60/40 = 55/45
150

[—
[=3
(=]

Hinchamiento (%)

I 3 6 9
Tiempo (Dias)

Figura 3. 13. Grafica del porcentaje correspondiente al ensayo de hinchamientoa 3,6y 9
dias.
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Por otra parte, en la Tabla 3.6 se analiza el célculo del incremento y pérdida del area
porcentual; al trascurso de los dias se registré el peso, y se calculo el area total.

A los tres dias las muestras 60/40 y 55/45 tuvieron una absorcién menor a 50% de su area
inicial caso contrario para la composicion del 100 y 80/20 aumentando mas del 50%. Al
cumplir los 6 dias para todos los casos aumento mas del 100% de su area inicial y finalmente
a los 9 dias hubo una perdida mayor para el andamio 55/45 a comparacién de los demas
casos quedando solo el 30.90% de su area inicial, ver Figura 3.14, volviendose quebradizo

y deforme debido a la absorcion y al hinchamiento.

Tabla 3. 6. Resultados del area porcentual de los andamios compuestos de PLGA/HAp
Area porcentual (%)

Dias
Muestra
3 6 9
100 74.54 276.36 58.64
80/20 52.72 243.63 116.36
70/30 36.36 210.90 65.45
60/40 18.18 116.36 52.72
55/45 18.18 116.36 30.90
w100 = 80/20 w70/30 w 60/40 w 55/45
300
S
= 200
S
c
3
S
§ 100
L

1 3 6 9

Tiempo (Dias)

Figura 3. 14. Area porcentual en funcion al tiempo de degradacion.
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3.5 Viabilidad celular

La viabilidad celular se llevdo a cabo a partir de la técnica Alamar blue agregando
directamente células madre de pulpa dental humana a la superficie de los andamios, esta
prueba fue hecha por quintuplicando, dejando un control al cual no se le agregaron los
andamios para representar el 100% de viabilidad celular. Entonces de acuerdo con las
micrografias, las muestras 80/20 y 55/45 los resultados de porosidad fueron mayores por lo
que se tomaron para esta prueba in vitro.

Los resultados de este ensayo se presentan en la Tabla 3.7, observando que el
comportamiento al dia tres para los andamios con una composicion del 55/45 presentaron
ligeramente una mayor proliferacion celular con una tasa superior al 60%; asi mismo para la
composicion 80/20 hubo una mayor cantidad de células en el dia tres con una supervivencia
de células del 67%, sin embargo, para el dia siete afectan la actividad celular asi mismo para
el dia 10 en el andamio con composicion 55/45; con fundamento a los estandares 1SO 10993-

5 para que una muestra se considere citotoxica se debe reducir la viabilidad en un 30% o maés.

Tabla 3. 7. Celulas vivas para las muestras correspondientes.

Dias
Muestra 3 7 10
Control (celulas) 100% 100% 100%
55/45 61.04% 62.73% 57.81%
80/20 67.33% 63.62% 41.98%
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En la Figura 3.15 se observa la tendencia de los resultados de la Tabla 3.7 determinando que

el comportamiento de la viabilidad celular se mantiene estable si se incrementa la cantidad
de hidroxiapatita.

= 55/45 « 80/20 - Control

100
75
50

$ 25

S

c

8

=

©

s 0

= 3 7 10

Tiempo (Dias)

Figura 3. 15. Resultados de citotoxicidad por Alamar blue.
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CAPITULO IV:
DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo se discuten los resultados
obtenidos correspondientes al desarrollo de
andamios compuestos de PLGA/HAp
variando su composicion a 100, 80/20,
70/30, 60/40 y 55/45.



4.1 Discusion de resultados

En este trabajo de investigacion se desarrollaron andamios variando la composicion de la
matriz y el reforzante (PLGA/HAp), haciendo una comparacion en funcion de la
concentracion. Se determinaron los modos de vibracion del grupo fosfato en 1092 cm™ y
bandas del grupo -CH, -CH>, -CHz del polimero a 754, 2950-3000. En DRX se determina la
presencia de la fase monoclinica y hexagonal de la hidroxiapatita; se determiné el tamafio de
cristalito, siendo de tamafio nanométrico, 16.92 nm. Asi mismo mediante microscopia
electronica de barrido se analizd la morfologia superficial distinguiendo la rugosidad
apreciando que los andamios con una composicion 80/20 y 55/45, su tamafio de poro
promedio fue mayor a 100 umy el porcentaje total de la porosidad mayor al 80% del
andamio. La viabilidad celular para el andamio con proporcion de 80/20 fue del 67.33 y
63.62% para 3 y 7 dias, respectivamente, en tanto que para el andamio con proporcion 55/45
fue de 61.04% y 62.73%, respectivamente.

El modelo presentado en la Figura 4.1 describe un proceso de tres etapas para la formacion
de poros. Inicialmente, mediante fuerzas de adhesion entre PLGA y HAp facilitan su union;
posteriormente, el agente formador de poros, el citrato de sodio genera fuerzas electrostaticas
positivas para el polimero, mientras que grupos como el fosfato, el carbonato y el hidroxido
generan fuerzas negativas, luego, el polimero precipita en la interfase agua-solucion, creando
una capa envolvente influenciada por la tension superficial, mientras que el cloroformo se
volatiliza con el calor. Y finalmente una vez que el solvente se evapora, las gotas de agua se
condensan y el polimero se estabiliza a temperatura ambiente, lo que genera presion y la
apertura de cadenas de polimero para crear poros cuya distribucion y porcentaje depende de
la cantidad de PLGA y HAp utilizada.
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Figura 4. 1. Modelo de la formacion de poros en el andamio.
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Para analizar la aportacion de este trabajo de investigacién en comparacion con otros autores
que han fabricado andamios compuestos de PLGA/HAp en la Tabla 4.1 se incluye lo que se
han reportado diferentes autores el desarrollo de andamios con sistemas similares al
empleado en este trabajo variando el porcentaje de los precursores, es decir, de la matriz y el
reforzante, sin embargo, la mayoria de estas investigaciones como en la realizada por Nie &
Wang y Honglin Luo et al. han empleado diferentes rutas por impresién 3D como el método
de electrohilado vy por filamento fundido respectivamente, obteniendo andamios con una
rugosidad que varia de media a alta, tamafios de poro entre 200-300 pm, obtuvieron un

porcentaje de porosidad >75 y la citotoxicidad en todos los estudios fueron negativas.

Mientras que, para las técnicas tradicionales reportados por Diaz Tajada, Esperanza et al.,
Susana Fragoso Angeles et al., y Sokolova Viktoriya et al., mediante las técnicas fases
inducida térmicamente, mezcla simple y sonicacién y precipitacion por emulsion
respectivamente reportaron andamios con una rugosidad media a alta similar a las técnicas
3D, pero varia el porcentaje de porosidad entre 82, 65 y 50 % con un tamafio de poro

promedio de 100-300um e insensibles a en las pruebas de citotoxicidad.

Finalmente, en ambas técnicas, por impresion 3D y técnicas tradicionales en las pruebas de
hinchamiento tuvieron una degradacién 6ptima con un comportamiento hidrofilico debido a
las propiedades del PLGA.

El comportamiento analizado por las técnicas tradicionales es similar con el resultado de este
trabajo sin embargo el incremento de la hidroxiapatita aumento las caracteristicas de
porosidad, rugosidad y tamafio de poro son un cambio indicativo de la incorporacion exitosa
de los iones fosfatos en las cadenas poliméricas incrementando asi la bioactividad del

sistema.
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Tabla 4. 1. Comparacion de resultados reportados por otros autores para la fabricacion de andamios de PLGA/HAp.

Autor Composicion ¢Agente Técnica Rugosidad Tamario % Porosidad  Citotoxicidad Ref.
PLGA/HAp pordgeno? poro
promedio
Diaz Tajada, 53/47, 75/25 No fases Media - 82% Negativo [72]
Esperanza et al., inducida
térmicamente
(TIPS)
Nie & Wang 100, 95/5, 90/10 No electrohilado. Media 200-300 um 75% Negativo [73].
Susana Fragoso 65/35 No mezcla Alta - 65% Negativo [11].
Angeles et al. simple y
sonicacion
Honglin Luo et al. 90/5, 90/10 No filamento Media 200 um >70% Negativo [224]
fundido
Sokolova 95/5, 90/10, No precipitacion  Media-Alta 100 um 50% Negativo [225]
Viktoriyaetal. | 80/20, 60/40 2 ST EET
Pérez Blanca 100, 80/20, Si, Citrato gel-casting Media-Alta 51-149 um >80% >60%
70/30, 60/40, de Sodio
55/45
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En esta investigacion se obtuvieron condiciones y parametros adecuados considerando la
relacion costo-beneficio mediante la técnica gel-casting; en resumen, por esta técnica se han
desarrollado con éxito andamios de PLGA/HAp a diferentes proporciones (100, 80/20, 70/30,
60/40, 55/45) en relacién con el peso.

Ademaés acorde al comparativo de la Tabla 4.1, no se habian estudiado los efectos de la
adicion del citrato de sodio, en conjunto con la variacion de la concentracién de HAp, sobre

la porosidad y tamafio de poro en la fabricacion de andamios de PLGA/HAp.

Se obtuvo un tamafio de poro de aproximadamente de 150 pum con una porosidad mayor al
80% en los andamios de concentracion 80/20, estos parametros han demostrado beneficiar la
migracion celular; mientras que en el andamio de 55/45 de concentracion de PLGA/HAp
mostré comportamientos que muy probablemente vale la pena resaltar y enfocar hacia el
proposito de estos andamios; es decir, una viabilidad celular estable de 60%+/-4% en un
periodo de 10 dias y una degradacién con una pérdida de peso / area de 115% / 85% a partir
de una condicién de hinchamiento maxima por lo que son buenos candidatos para su

aplicacion biomédica.
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4.2 Conclusiones
De acuerdo con el trabajo experimental, analisis, discusion de resultados obtenidos y los

objetivos planteados para esta investigacion se formulan las siguientes conclusiones:

e Por el método hidrotermal tradicional se obtuvo hidroxiapatita; por DRX se
identificaron los picos caracteristicos de la fase hexagonal y monoclinica, se calculd
mediante la ecuacion de Scherrer modificada el tamafio de cristalito obteniéndolo de
16.92 nm; por MEB se observaron aglomerados con forma esférica; mientras que por
FTIR se distinguieron los grupos fosfato y grupos hidroxilo.

e Se logré desarrollar andamios de PLGA/HAp a diferentes composiciones de 100,
80/20, 70/30, 60/40 y 55/45; respectivamente, con relacion al peso mediante el
método gel-casting, y la adicion del 15% del agente pordgeno, citrato de sodio,
benefici6 la morfologia es todas las composiciones confirmandolo en las
micrografias, sin embargo en la composicion 50/45 tuvo una mejor rugosidad, un
tamanio relativo de poro de 50-150 um y una porosidad >80%.

e En los ensayos de viabilidad celular a 3, 7 y 10 dias se obtuvo para la composicion
80/20 el 67.33, 62.62 y 41.98 % de celulas vivas; mientras que el 61.04, 62.73 y
57.81% para la muestra 55/45 siendo esta ultima composicién la que obtuvo un
resultado favorable.

e Se establecié un mecanismo para la simulacion de la interfaz implante-sistema que
contribuye a la interaccion fisica, la degradacion quimica mediante el rompimiento
éster del PLGA y la unién por el grupo OH" de la hidroxiapatita de la matriz celular
y los cristales de hidroxiapatita sintética del andamio cuando estan en contacto con el
medio fisiologico del cuerpo humano.

e Latécnica tradicional gel casting es ideal por su facil reproduccion y bajo costo, |asi
mismo, favorecera estudios posteriores como la biocompatibilidad en la adhesién y
proliferacion celular ademas de estudiar las propiedades mecanicas para aplicaciones
en sectores biomédicos; especificamente en la ingenieria de tejidos como potencial

en la regeneracion dsea.
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ANEXOS

1.
1.

Cursos

Por su participacion en las conferencias impartidas durante el VV Seminario Regional
de Materiales Avanzados, mismo que se efectué de manera virtual, organizado por
el Cuerpo Académico de Materiales Avanzados, perteneciente al Area Académica

de Ciencias de la Tierra y Materiales, realizado del 6 al 8 de octubre de 2021.

Congresos Internacionales

Blanca Lisbeth Perez, Lesly Sabina Villasefior Ceron, Demetrio Mendoza Anaya,
Jesus Angel Arenas Alatorre, Maria Isabel Reyes Valderrama, Ventura Rodriguez
Lugo presented the contribution: THE EFFECT OF POLYETHYLENE GLYCOL
SURFACTANT IN THE FORMATION OF HAP SYNTHESIZED BY THE
MICROWAVE-ASSISTED HYDROTHERMAL METHOD. as Poster modality, in
the D7. Structural and Chemical Characterization of Metals and Alloys Symposium
durante el XXX International Materials Research Congress and International
Conference on Advanced Materials del 14-19de agosto al 19 de 2022.

Blanca Lisbeth Pérez | am pleased to inform you that your contribution
"DEVELOPMENT OF PLGA/HA COMPOSITE SCAFFOLDS BY GEL-
CASTING METHOD." by Blanca Lisbeth Perez, Maria Isabel Reyes Valderrama,
Lesly Sabina Villasefior Ceron, Demetrio Mendoza Anaya, Salvador Ivan Gardufio,
Ventura Rodriguez Lugo, has been accepted in symposium F3, Biomaterials for
Health Applications: Permanent and Temporary Biomedical Implants, Dental and
Cosmetics at the 31st International Materials Research Congress, to be held in Cancun
in August 13 - 18, 2023.

Congresos Nacionales

Participacion en el concurso de carteles cientificos presentando el trabajo
“Polietilenglicol (PEG) como surfactante y controlador de forma y tamafio en la
formacion de nanohidroxiapatita (NHAP) por el método hidrotermal asistido por
microondas” en el marco de actividades del Primer Congreso Estatal de investigacion
en Ciencias de los Materiales, compartiendo autoria con “L.S. Villasefior Cerén, D.

Mendoza Anaya, J. A. Arenas Alatorre, M.1. Reyes Valderrama, V. Rodriguez Lugo”,
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efectuado de manera virtual y organizado por el Capitulo Estudiantil UAEH —
SMMater durante los dias 16 y 17 de mayo de 2022.

. Presentacion en poster “Sintesis de andamios compuestos de hidroxiapatita y acido
polilactico-co-glicolico™, cuya autoria se comparte con: S. Lopez Ortiz, M. 1. Reyes
Valderrama, D. Mendoza Anaya y V. Rodriguez Lugo, misma que se efectud de
manera virtual, durante el VI Seminario Regional de Materiales Avanzados,
organizado por el Cuerpo Académico de Materiales Avanzados perteneciente al Area

Académica de Ciencias de la Tierra y Materiales del 5 al 7 de octubre de 2022.

Organizacién de congresos y seminarios

Perez Blanca Lisbeth, participé en las actividades del Primer Congreso Estatal de
Investigacion en Ciencias de los Materiales efectuado de manera virtual y organizado
por el Capitulo estudiantil UAEH — SMMater durante los dias 16 y 17 de mayo del

dos mil veintidos.
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Sociedad Mexicana

de Materiales A.C. e—————————————————————————————

August 2022

TO WHOM IT MAY CONCERN
Present

This is to certify that Blanca Lisbeth Perez, Lesly Sabina Villasefior Cerén, Demetrio
Mendoza Anaya, Jesus Angel Arenas Alatorre, Maria Isabel Reyes Valderrama,
Ventura Rodriguez Lugo presented the contribution: THE EFFECT OF POLYETHYLENE
GLYCOL SURFACTANT IN THE FORMATION OF HAP SYNTHESIZED BY THE
MICROWAVE- ASSISTED HYDROTHERMAL METHOD. as Poster modality, in the D7.
Structural and Chemical Characterization of Metals and Alloys Symposium at the XXX
International Materials Research Congress and International Conference on
Advanced Materials held in Cancun, Mexico from August 14th to 19th, 2022.

Sincerely,

Pt auw /f

Patricia del Carmen Zambrano Robledo
President
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Mexico City, May 8th, 2023

Blanca Lisheth Perez
Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo

I am pleased to inform you that your contribution "DEVELOPMENT OF PLGA/HA COMPOSITE
SCAFFOLDS BYGEL- CASTING METHOD." by Blanca Lisbeth Perez, Maria Isabel Reyes
Valderrama, Lesly Sabina Villasefior Cerén, Demetrio Mendoza Anaya, Salvador Ivan Gardufio,
Ventura Rodriguez Lugo, has been accepted in symposium F3, Biomaterials for Health
Applications: Permanent and Temporary Biomedical Implants, Dental and Cosmetics at the
31st International Materials Research Congress, to be held in Cancun in August 13 - 18,
2023.

The presentation has been accepted in the Poster Presentation modality. Remember that in
order to include your abstract in the congress program you must confirm your participation
no later than May 26th by choosing the modality you will present your abstract(s); you can
do this from your IMRC account.

Organizers of the Symposium
"Biomaterials for Health Applications: Permanent and Temporary Biomedical Implants,
Dental and Cosmetics"

Silva- Bermudez Phaedra, Almaguer- Flores Argelia, Pierre Weiss, Fabio Variola
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Area Academlca de Crenmas de la Tierra y Materiales

ind Eart

Mineral de la Reforma, Hgo., a 19 de mayo de 2022

Numero de control: ICBI-ACCTyM/905/2022
Asunto: Constancia de participacion en el capitulo estudiantil.

A QUIEN CORRESPONDA:

Por este medio se hace constar que Perez Blanca Lisbeth, participd en las
actividades del Primer Congreso Estatal de Investigacion en Ciencias de los
Materiales efectuado de manera virtual y organizado por el Capitulo estudiantil

UAEH — SMMater durante los dias 16 y 17 de mayo del dos mil veintidos.

Se extiende la presente para los fines y efectos a los que haya lugar.

Atentamente
“Amor, Orden y Progreso”

Dt Sudhae £

Dra. Patricia del (Garmen Zambrano
Robledo Presidenta de la Sociedad
Mexicana de Materiales

M. en C. Cdrlos Alfredo Zamora Valencia
Presidente del capitulo estudiantil
UAEH - SMMater

Dr. Félix Sanchez de Jesus Dr. Otilio Arturo Acevedo Sandoval

Jefe del Area Académica de Ciencias
de la Tierra y Materiales
Vo.Bo.
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Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo

La Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo a través del Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

a

Blanca Lisbeth Pérez

Por su participacion en el concurso de carteles cientificos presentando el trabajo “Polietilenglicol (PEG) como
surfactante y controlador de forma y tamano en la formacion de nanohidroxiapatita (NHAP) por el método
hidrotermal asistido por microondas” en el marco de actividades del Primer Congreso Estatal de investigacion en
Ciencias de los Materiales, compartiendo autoria con “L.S. Villasefior Cerdn, D. Mendoza Anaya, J. A. Arenas
Alatorre, M.l. Reyes Valderrama, V. Rodriguez Lugo”, efectuado de manera virtual y organizado por el Capitulo
Estudiantil UAEH — SMMater durante los dias 16 y 17 de mayo de 2022.

Mineral de la Reforma, Hgo., a 17 de mayo de 2022.

Atentamente
“Amor, Orden v Progreso”

' ajﬁm M@ Z
Dr. Otilio Acevedo Sandoval Dr. Félix Sanchez de Jesus M. en C. Carlos Alfredo Dra. Patricia dgl Carmen

Director del Instituto de Jefe del Area Académica de Zamora Valencia Zambrano Robledo
Ciencias Basicas e Ciencias de la Tierra y Presidente del Capitulo Presidenta de la Sociedad
Ingenieria Materiales Estudiantil UAEH - SMMater Mexicana de Matenales

ﬁCBl Numero de control: ICBI-D/R383/2022
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Por la presentacion en péster de manera oral “Sintesis de andamios compuestos de
hidroxiapatita y acido polilactico-co-glicélico”, cuya autoria se comparte con: S. Lopez Ortiz,
M. I. Reyes Valderrama, D. Mendoza Anaya y V. Rodriguez Lugo, misma que se efectud de
manera virtual, durante el VI Seminario Regional de Materiales Avanzados, organizado por

el Cuerpo Académico de Materiales Avanzados perteneciente al Area Académica de

Ciencias de la Tierra y Materiales del 5 al 7 de octubre de 2022.
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¢

Mineral de la Reforma, Hgo., a 7 de octubre de 2022.

Atentamente
“Amor, Orden y Progreso”

e =

Dr. Otilio Arturo Acevedo Sandoval Dr. Ventura Rodriguez Lugo Dr. Félix Sanchez De Jesus
Director del Instituto de Ciencias Lider del Cuerpo Académico de Jefe de Area Académica de
Basicas e Ingenieria Materiales Avanzados Ciencias de la Tierra y Materiales
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Otorgan el presente
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a

Blanca Lisbeth Pérez

Por su participacion en las conferencias impartidas durante el V Seminario Regional de
Materiales Avanzados, mismo que se efectudé de manera virtual, organizado por el Cuerpo
Académico de Materiales Avanzados, perteneciente al Area Académica de Ciencias de la
Tierra y Materiales, realizado del 6 al 8 de octubre de 2021.

Mineral de la Reforma, Hgo., a 8 de octubre de 2021.
Atentamente

“Amor, Orden y Progreso”
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