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RESUMEN

En este trabajo se fabricaron andamios porosos compuestos de acido polilactico (PLA) y bioglass
por la técnica de separacion de fases inducido por no solvente y temperatura, usando 13, 18 y 23
% de &cido polilactico en el sistema PLA-DCM Yy una relacion de 1 de DCM-Hexano, ademas
fueron utilizadas diferentes cantidades de bioglass como refuerzo (5, 10 y 15%). EIl bioglass
utilizado fue fabricado por fusion y temple, y se realizé su caracterizacion de morfologia, tamafio
de particula, area superficial, densidad, asi como un analisis por calorimetria diferencial de barrido.
La porosidad de los andamios fue evaluada por microscopia electronica de barrido y
microtomografia de rayos X obteniendo tamarfios de poro del rango de 1 a 250 micras y porosidades
del rango de 73 a 88%, la morfologia de los andamios es modificada a medida que la cantidad de
PLA vy bioglass aumenta, obteniendo porosidades mas pequefias y superficies mas rugosas. Las
composiciones de andamios fabricados son identificadas como semicristalinos con valores de 55 a
65% de cristalinidad, siendo la cristalinidad un valor importante para el tiempo de degradacion del
material; se evaluo el angulo de contacto del material con dos liquidos diferentes: agua y
formamida, determinando la energia superficial de los andamios por el arreglo matematico de
Owens-Wendt-Kaeble, ubicandolos como material hidrofobico con baja energia superficial. Se
evalud la citotoxicidad de los andamios realizando ensayo MTT con la linea celular MG-63
(osteoblastos) obteniendo un porcentaje de viabilidad aceptable comparado con el ensayo control,

por lo que los andamios no causan dafio a las células.

Palabras clave: Acido polilactico, bioglass, andamio, biomateriales, osteoblastos.
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ABSTRACT

In this work, the porous structures composed of polylactic acid (PLA) and bioglass were fabricated
by the technique of no-solvent and temperature phase separation induced, using 13, 18 and 23%wt
of polylactic acid in the PLA-DCM system and a ratio of 1 of DCM-Hexane, in addition to the
different amounts of bioglass as reinforcement (5, 10 and 15%wt). The bioglass used was fabricated
by fusion and quenching. The morphology, particle size, surface area and density of the scaffolds
were characterized, as well as an analysis by differential scanning calorimetry. The porosity of the
scaffolds was evaluated by scanning electron microscopy and X-ray microtomography obtaining
pore size ranging from 1 to 250 microns and porosities ranging from 73 to 88%, the morphology
of the scaffolds was modified as the amount of PLA and bioglass increases, obtaining smaller
porosities and rougher surfaces. The scaffold compositions are identified as semi-crystalline with
values of 55 to 65% crystallinity, the crystallinity being an important value for the degradation time
of the material; the contact angle of the material was evaluated with two different liquids: water
and formamide, determining the surface energy of the scaffolds by the mathematical arrangement
of Owens-Wendt-Kaeble, locating them as a hydrophobic material with low surface energy. The
cytotoxicity of the scaffolds was evaluated by performing MTT assay with the MG-63 cell line
(osteoblasts) obtaining an acceptable viability percentage compared with the control assay, so the

scaffolds do not cause damage to the cells.

Keywords: polylactic acid, bioglass, scaffold, biomaterials, osteoblasts.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

En afios recientes se ha dado un aumento en la investigacion de nuevos materiales para aplicaciones
médicas, este tipo de investigaciones lleva la unién de diversas ciencias con la finalidad de aportar
medidas preventivas, de accion y de control a diversas enfermedades y problemas de salud. Una
rama de estas investigaciones se centra en el estudio de nuevos materiales orientados a la parte 6sea
del cuerpo. El desarrollo de nuevos materiales para aplicaciones 0seas se debe al intento de mejorar
los tratamientos y cuidados para enfermedades 0seas que existen en la sociedad actual, ademas a

esto se le suma el normal deterioro 6seo que se da en los seres humanos por la edad [1-3].

Con “nuevos materiales” orientados a restablecer la integridad anatomica y funcional de la
estructura Osea se refiere a la fabricacion de injertos; estos se pueden clasificar en autoinjerto (el
receptor y el donante son el mismo individuo) o aloinjerto (el tejido se trasplanta de una persona a
otra) [4], pero estas técnicas involucran un elevado costo y otros factores como intervenciones
dolorosas y que pueden presentar rechazo del tejido que fue injertado. Por tanto, existe la necesidad

de encontrar alternativas a dichos procedimientos.

La ingenieria de tejidos se encarga del desarrollo de estos materiales para diferentes aplicaciones
biomédicas, y una rama de esta ingenieria se ha centrado en desarrollar tejidos aloplasticos (injertos
desarrollados a partir de materiales inertes, también Ilamados materiales de injerto de hueso
sintético) [5]. Un ejemplo de estos tipos de injertos son los andamios (scaffolds), los cuales
favorecen y permiten la restauracion o reparacion de tejido, evitando los problemas de los métodos

convencionales.

Un andamio puede definirse como una estructura tridimensional que tiene como principal
aplicacion la de brindar soporte y su vida util permite el crecimiento celular y la formacion de
tejido nuevo. Debido a esto es de gran importancia considerar diferentes aspectos en su disefio y
fabricacion, tales como: el material con el que se fabricara, método de fabricacién, control de la
porosidad, forma y tamafio del poro deseado, ya que éstos modifican el crecimiento y proliferacion
de las células en el andamio [6].



El uso de materiales poliméricos como el acido polilactico (PLA) [7] y sus diferentes variantes [8],
asi como la policaprolactona (PCL) [9], el poliuretano rigido (TPU) [10], entre otros, han sido
estudiados para la fabricacion de andamios por diferentes técnicas. Con la adicién de materiales
ceramicos a estos andamios se han modificado diferentes caracteristicas y propiedades, tales como
forma y tamafio de poro, bioactividad, biocompatibilidad, dureza, propiedades mecénicas, entre
otras [5-9]; por lo que una correcta combinacion de materiales beneficia a los andamios para

aplicaciones médicas.

Uno de los refuerzos ceramicos mas utilizados en la fabricacion de andamios compuestos de matriz
polimérica son los biovidrios, siendo el Bioglass® 45S5, desde su introduccion en 1969 por Larry
Hench [11] y hasta el dia de hoy, uno de los vidrios bioactivos més utilizado en aplicaciones
clinicas. Su composicion en porcentaje en peso de 45% SiOz, 24.5% CaO, 24.5% Na20, y 6% P20s,
brinda una bioactividad clase A (materiales capaces de formar union tanto con el tejido duro como
con el blando), y es considerado el de mayor indice de bioactividad (I = 10) dentro de esta

categoria [12].

La combinacién de materiales poliméricos biodegradables (&cido polilactico (PLA), acido
poliglicdlico (PGA), policaprolactona (PCL)) con fases inorgéanicas bioactivas como refuerzo para
producir biomateriales compuestos son ampliamente investigados para la produccién de andamios
orientados a la restauracion de tejidos. Los polimeros biodegradables presentan algunas cualidades
importantes para la produccién de andamios como son: facil procesamiento, produccion en
diferentes formas y tamarfios, biodegradabilidad; mientras que las fases inorganicas bioactivas,
como biovidrios, promueven el aumento de las propiedades mecanicas del andamio, confieren

bioactividad al material, y se puede promover la adherencia y proliferacion celular [13].

En este trabajo, se desarrollan estructuras porosas compuestas de acido polilactico (PLA)/Bioglass
45S5, obtenidas por el método de separacion de fases inducido por no solvente y temperatura
(NTIPS, por su siglas en inglés), se realiz la caracterizacion de la morfologia, composicion, forma
y tamafio de poro de los andamios, asi como la evaluacién bioldgica y de citotoxicidad por medio
de pruebas in vitro en cultivos celulares de osteoblastos (MG-63 ATCC), con el objetivo de

determinar la eficacia de dichas estructuras como futuros andamios aplicados la regeneracion oOsea.



1.1  Objetivos
Obijetivo general

Evaluar bioldgicamente estructuras macroporosas compuestas de PLA/Bioglass® 45S5 fabricadas

por el método de NTIPS en cultivos celulares de osteoblastos.

Objetivos especificos

e Obtener el Bioglass 45S5 mediante la técnica de fusién y temple.

e Fabricar estructuras macroporosas compuestas de PLA/Bioglass 45S5 mediante la técnica de
separacion de fases por no solvente y temperatura (NTIPS).

e Evaluar morfologia, porosidad y é&rea superficial de los andamios obtenidos de
PLA/Bioglass45S5, para determinar si el andamio es éptimo para la proliferacion celular.

e Comprobar la bioactividad de los andamios mediante la formacion de hidroxiapatita en su
superficie mediante la inmersion en fluido corporal simulado (SBF).

e Comprobar la toxicidad y osteoconductividad de los andamios por incubacion de células,

mediante la proliferacion celular cuando esta en contacto con el andamio.

1.2 Justificacién

El uso de injertos para la regeneracion 6sea se ha desarrollado en gran medida en la Gltima década,
debido a la mejora en los tratamientos y cuidados para enfermedades Gseas que existen en la
sociedad que afectan la estructura ésea, siendo los materiales metalicos los primeros en ser
utilizados para resolver este problema. Debido a los inconvenientes que originan los materiales
metalicos para el cuerpo humano, tales como; infecciones, cirugias de extraccion del material,
rechazo del cuerpo, el uso de materiales compuestos de matriz polimérica con refuerzos ceramicos

ha ido en aumento. Estos materiales presentan las ventajas de los materiales poliméricos en cuanto



a la biodegradabilidad, no toxicidad para el cuerpo y mejorando propiedades estructurales y de
bioactividad por parte del refuerzo ceramico.

El desarrollo de andamios compuestos de matriz polimérica con refuerzo ceramico se ha realizado
por diferentes técnicas de sintesis, siendo la técnica de separacion de fases inducida por no solvente
y/o temperatura una de las que brindan un mayor control de la porosidad, facil proceso de sintesis
y bajo costo al fabricar estos tipos de andamios.

1.3 Hipdtesis

La combinacion de un polimero sintético biocompatible, como el acido polilactico, y una fase
inorganica bioactiva, como el Bioglass 45S5, en la fabricacion de estructuras tridimensionales
mediante la técnica de separacién de fases inducida por no solvente y cambio de temperatura,
resultard en la obtencion de andamios con propiedades microestructurales y fisicoquimicas que
favoreceran la formacion de hidroxiapatita al contacto con fluido corporal simulado y presentaran
una excelente adhesion y proliferacion de la linea celular de osteoblastos MG-63.

1.4 Metas cientificas

- Fabricar 9 composiciones diferentes de andamios compuestos de PLA (acido polilactico) y
bioglass 45S5 por la técnica de NTIPS.

- Fabricar andamios de PLA/Bioglass 45S5 con un minimo de 85% de porosidad interconectada
y un rango de tamafio de poro entre 20 y 100 um.

- Obtener proliferacién celular en un rango de 90-100% de la linea MG-63 analizadas por el

ensayo MTT.



CAPITULO 2 REVISION Y DISCUSION DEL ESTADO DEL ARTE.

La ingenieria de tejidos, también reconocida por algunos autores como medicina regenerativa, es
una ciencia interdisciplinaria cuya finalidad es reparar, restaurar, mantener o mejorar la funcién de
algun tejido u 6rgano; la base de la ingenieria de tejidos combina el uso de células vivas, matrices
extracelulares, sustitutos biolégicos, manipulacion del entorno extracelular e implantacion en el
cuerpo [13]. Esta ciencia ha ido tomando una fuerza y una viabilidad en cuanto a los estudios de
investigacion multidisciplinarios, muchos de los cuales ya han mostrado resultados probados,
centrados en la regeneracién y recuperacion de tejidos y que han estado méas enmarcados en los
ultimos tiempos en cuanto a tejido: dseo, piel, cartilago, etc. [9].

La utilizacion de injertos para la restauracion de tejido 6seo que ha sido dafiado por causas
asociadas a enfermedades, accidentes o la simple degradacién que se va dando al aumentar la edad
en los seres humanos, es de gran importancia debido al papel que el tejido 6seo juega en la
locomocion, soporte y proteccion de los drganos vitales, ademas de todo esto el hueso debe poseer
una arquitectura que permita la movilidad de los individuos, esto esta asociado a las presencia de
colageno y apatita que lo constituyen; el hueso es el segundo tejido mas trasplantado solo por detras

de las trasfusiones sanguineas [14, 15].

Se denomina injerto a aquella parte de un érgano o tejido que tras ser extirpado de una zona donante
se coloca o inserta en otra zona receptora con el objetivo de dar soporte y/o corregir un defecto
estructural [16]. Un injerto 6seo puede cumplir diferentes funciones, esto con la variacion de las

propiedades que presente. Las principales propiedades que deben presentar son:

Osteogénesis: sintesis de hueso nuevo por osteoblastos presentes dentro del injerto 6seo o que han

colonizado después de la implantacion [4].

Osteoinduccion: proceso por el que las células madre mesenquimales son reclutadas en la zona

receptora y a su alrededor y pueden diferenciarse en condroblastos y osteoblastos [2].

Osteoconduccion: proceso en el que tiene lugar un crecimiento tridimensional de capilares, tejido

perivascular y células madre mesenquimales, desde la zona receptora del huésped hacia el injerto.



Este andamiaje permite la formacion de hueso nuevo mediante un patrén previsible, determinado

por la biologia del injerto y el entorno mecanico de la interface huésped-injerto [11].

Bioactividad: es la capacidad de formar un enlace directo con el hueso, la cual por lo general se

puede evaluar con la formacion de una capa de apatita en la superficie del material [17, 18].

Material bioreabsorbible: es aquel capaz de degradarse quimicamente, absorbiéndose de manera
controlada sin causar un dafio, éste puede o no crear tejido cuando se va absorbiendo dependiendo

de su propdsito [17, 18].

Biocompatibilidad: es la capacidad de un material de existir en contacto con los tejidos vivos sin

causar un grado inaceptable de dafio [17, 18].

Existen implantes fabricados a partir de aleaciones de metales como el hierro, cobalto y titanio que
pueden ser implantados de manera permanente en el tejido 6seo para llenar un defecto y brindar
fijacién interna, sin embargo, problemas de fatiga, corrosién, infecciones, y la pobre interface entre
el tejido y el injerto siempre estan presentes. Este tipo de materiales presentan la desventaja de
tener un médulo elastico significativamente mayor al del hueso natural, esto hace que el injerto
absorba la mayor parte de los esfuerzos generados en la zona donde fue implantado, dejando al
hueso sin los esfuerzos necesarios para mantenerse funcionando correctamente. Cuando la
atenuacion de los esfuerzos ocurre genera la reabsorcion del hueso alrededor del implante, haciendo

necesaria su extraccion.

Debido a estos inconvenientes de los materiales metalicos utilizados como biomateriales, se ha
optado por recubrirlos con materiales poliméricos o a sustituirlos por implantes de materiales
poliméricos, ceramicos o compuestos. Con estos implantes se han solucionado problemas como el
riesgo de enfermedades por corrosion del implante, se han disminuido procedimientos quirargicos,

disminucion del riesgo de infeccidn y de rechazo del injerto.

Actualmente, el estudio de tejidos aloplasticos o andamios (scaffolds), como también se les conoce,
se ha vuelto una colaboracién multidisciplinaria para realizar mejoras en el disefio, fabricacion, asi
como la caracterizacion del material y caracterizacion in vivo e in vitro, proliferacion celular,

diferenciacion celular, uso de biorreactores, etc.



Los andamios son soportes o estructuras tridimensionales temporales, en los que las células pueden
crecer y formar tejidos, por lo que, al momento de disefiarlos y fabricarlos, se deben tener en
consideracién aspectos que van desde la técnica o metodo a utilizar para su fabricacion, como el
control de la topografia y rugosidad de la superficie, porosidad, forma y tamafio de poro, lo cual es
importante para aumentar la migracion de las células en su interior y en la superficie de los mismos
[6, 19].

La obtencion de andamios permite entonces que estos templetes tridimensionales actien como una
estructura soporte que debe tener caracteristicas y propiedades que le permitan biomimetizar el
tejido que se pretende regenerar sobre sus bases, es decir, que sirva como una matriz extracelular
(ECM, por sus siglas en inglés) que permita que se dé la adhesion de las células y su posterior
proliferacion y diferenciacion [20], hasta la verificacion de la formacion de tejido neonato sobre
éste y que luego conlleve a la formacion de un tejido nuevo con sus propias caracteristicas

bioldgicas, mecénicas, etc.

Para la fabricacion de andamios, se deben considerar varios aspectos que son fundamentales: éstos
deben poseer estructuras internas porosas e interconectadas para poder direccionar la regeneracion
titular o la regeneracion de nuevo tejido, asi como de los sistemas de vascularizacion, los sistemas
que permiten el intercambio de fluidos y nutrientes bioldgicos, ademés debe cumplir con la correcta
funcion de descarte de los desechos que genere [6, 21]. Dentro del disefio de los andamios se
realizan adecuaciones para que éstos puedan cumplir con ciertos parametros en sus propiedades
mecanicas dependiendo de la funcion para la que se estén disefiando y fabricando, esto lleva a

seleccionar biomateriales adecuados para poder garantizar dichas propiedades.

Como se ha mencionado anteriormente, otra caracteristica importante que un andamio debe poseer
es poder degradarse a medida que el nuevo tejido se va formando, permitiendo su fijacion en esa
estructura 3D y que los productos de degradacion que vayan generando no presenten caracter

toxico, si no que siga permitiendo que la estructura sea biocompatible [22, 23].

El hueso, desde un punto de vista histologico, es un tejido conjuntivo mineralizado muy
vascularizado. Cumple con funciones estructurales, tiene la capacidad de almacenar iones Cay P,
y regula la concentracion de electrolitos clave en la sangre. La composicion del hueso no es la
misma para todos los huesos del esqueleto, ya que cada uno cumple una funcion dentro del cuerpo,
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tienen diferentes formas y tamafios por lo que su composicion varia, pero en promedio su
composicion quimica es de 25% agua, 45% minerales como fosfatos y carbonatos de calcio y un
30% de materia organica, es decir, colageno principalmente y proteinas [24]. En términos de la
matriz extracelular, el hueso estd compuesto de una fase inorganica (mineral), y una fase organica.
La fase mineral o inorgénica principalmente consta de calcio y fésforo, analoga a la hidroxiapatita
(HA). La fase organica del hueso consiste principalmente de coldgeno tipo I, proteinas no

colagenas, agua y lipidos [25, 26].

Los huesos pueden ser clasificados en huesos largos (que se encuentran en las extremidades),
huesos cortos (como mufiecas, tobillos, dedos), huesos planos (como lo son el externdn y craneo)
y los huesos irregulares (como la pelvis y las vértebras). El hueso puede ser identificado por su
compactacién; el hueso mas compacto es llamado hueso cortical y el hueso poroso es llamado
hueso trabecular. Ambos tipos de huesos contienen una variedad de células especializadas, tales
como son fibroblastos, osteoblastos (células formadoras de hueso), condroblastos, adipocitos,
osteoclastos (células reabsorbedoras de hueso) y mioblastos, cada una con funciones especificas

para la funcionalidad de los huesos; matriz organica y fase mineralizada [27].

La degradacion de los componentes que conforman los huesos se van dando gradualmente a lo
largo de la vida, y existen factores que aumentan la velocidad de degradacion, tales como
enfermedades, deficiencias de elementos en el cuerpo, por lo que la ingenieria de tejidos es una
ciencia de gran relevancia con la finalidad de prevenir, retrasar y reparar estas situaciones. Esto se
puede lograr con la correcta seleccion de materiales y técnicas de fabricacion que brinden las

caracteristicas adecuadas para cada problema y cada paciente.

Metales como el hierro, titanio, cobalto, magnesio, acero inoxidable y cromo son biocompatibles,
resistentes y algunos son de facil acceso a ellos y econdémicos. Pero como se menciond
anteriormente presentan ciertos inconvenientes a la hora de utilizarlos como material para

andamios sintéticos 6seos.

Trabajos previos de investigacion han demostrado que un andamio sintético 6éseo debe mantener
sus propiedades mecanicas de 1 a 3 meses después de la implantacion y éste debe ser

completamente reabsorbido a través de procesos metabolicos entre los 12 y 18 meses de modo que



no intervenga y afecte la regeneracion de tejido [25]. Debido a esto, los materiales cerdmicos y

poliméricos llevan una ventaja ante los metales, debido a la degradabilidad que pueden presentar.

2.1  Biomateriales ceramicos y biovidrios

Materiales cerdmicos tales como los fosfatos de calcio han sido investigados desde hace mas de 40
afios como sustitutos 6seos y son una opcion clara a tener en cuenta [11]. Los tipos mas comunes
de materiales a base de fosfatos de calcio utilizados para la construccion de andamios son

hidroxiapatita, fosfato tricalcico, fosfatos de calcio bifasico y vidrios bioactivos [28].

El Bioglass 45S5 es el vidrio bioactivo mas utilizado en aplicaciones clinicas. Los vidrios son
solidos amorfos cominmente compuestos de materiales base silice con otros aditivos menores.
Comparado con vidrios como los de botellas, ventanas, espejos etc., el Bioglass 45S5 contiene
menos cantidad de silice y una alta cantidad de calcio y fésforo. EI nombre 45S5 se debe al 45%
de SiO2 y la relacion molar de 5:1 de calcio-fosforo. Esta alta proporcion de calcio-fésforo
promueve la formacion de cristales de apatita, debido a que los iones de calcio y fésforo actlan
como nucleos de cristalizacion. La composicion especifica del Bioglass 45S5 es Optima en
aplicaciones biomédicas por su composicion similar a la de la hidroxiapatita, que es el componente
mineral del hueso. Esta similitud proporciona la capacidad al Bioglass 45S5 para integrarse con el
hueso [11, 29].

Las técnicas mas comunmente utilizadas para la produccién de vidrios bioactivos son las técnicas
sol-gel y la ruta de fusion y temple. Una de las ventajas de la técnica de sol-gel para la fabricacion
de biovidrio es que las propiedades estructurales y superficiales, como tamafio de particula, area
superficial, pueden ser reguladas dependiendo de la composicién y las condiciones de sintesis,
pudiéndose obtener materiales nanoestructurados controlados. Aunque los vidrios de silice
obtenidos por el método de sol-gel poseen una alta area superficial y una alta concentracion de
grupos silanol (Si-OH) superficiales, dando lugar a una hidr6lisis méas rapida y bioactividad
aumentada, tradicionalmente se utilizan nitratos de calcio y sodio, asi como acido nitrico como
catalizador, por lo que es necesario recurrir a tratamientos térmicos con temperaturas por arriba de
600°C para la remocion de los subproductos de nitratos, los cuales son peligrosos para las células

vivas, tales temperaturas resultan en la formacion de una fase cristalina en el vidrio lo que
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disminuye la bioactividad, algunos procesos sin el uso de nitratos han sido desarrollados utilizando
temperaturas de 550°C en el proceso, por lo que algunas zonas con fase cristalina pueden ser
formadas y la bioactividad del material puede verse disminuida [12, 30]. Otra desventaja que puede
Ilegar a ocurrir durante el proceso de sol-gel para la fabricacion de biovidrios es que el control de
las condiciones en las que debe ocurrir el proceso debe ser estricto, ya que, de modificar el tiempo,
temperatura, o presion, el resultado del proceso puede verse afectado, ademés los tiempos del

proceso puede ser largos y para produccién puede ser una desventaja.

Por otro lado, la ruta de fusion y temple, siendo la técnica de fabricacion mas antigua, proporciona
una manera rapida de obtener considerables cantidades de biovidrio, y a su vez el proceso de
fabricacion es méas sencillo, menos sensible a factores del ambiente y materiales libres de nitratos
que afecten la biocompatibilidad de éste, la técnica consiste en la mezcla de los materiales
precursores para ser llevados a una temperatura de fusion y después de un tiempo de estadia a esa

temperatura es templado, consiguiendo un sé6lido con la misma estructura amorfa que el fluido [30].

La capacidad bioactiva de los vidrios es evaluada mediante la hidroxiapatita, que es una capa
superficial de fosfato carbonatado que se desarrolla sobre la superficie del vidrio bioactivo cuando
estd en contacto con el fluido corporal simulado a través de reacciones interfaciales. Estos
biovidrios junto con algunos polimeros son utilizados en la ingenieria de tejidos para el desarrollo
de andamios porosos para la restauracién de tejido 6seo [11, 31].

2.2  Biomateriales poliméricos

Los polimeros son la unién de varias moléculas con pesos moleculares de 10,000 a 1,000,000
g/g-mol, son materiales con propiedades de resistencia a la corrosion, aislantes, ligeros pero
presentan la desventaja de no poder emplearse a temperaturas elevadas. En general, estos
materiales se caracterizan por poseer densidades bajas y bajas resistencias a la tension, pero

elongaciones altas en comparacion con los materiales metélicos [32].

Los polimeros pueden ser clasificados de manera simple en polimeros sintéticos y naturales. Los
polimeros naturales tienen la ventaja potencial de reconocimiento bioldgico lo que podria
beneficiar la adhesién y funcionamiento celular. Sin embargo, pueden provocar inmunogenicidad

y contener impurezas patogénicas. Mientras que los polimeros sintéticos biodegradables han sido
10



ampliamente utilizados en ingenieria celular como vehiculos para trasplante celular y andamios
[33].

El &cido polilactico (PLA) es sin duda uno de los polimeros sintéticos mas utilizados en ingenieria
de tejido dseo, ya que sus productos de degradacion no son toxicos, son metabolitos naturales que
eventualmente son eliminados por el cuerpo en forma de dioxido de carbono y agua. EI PLA es un
polimero comercialmente disponible utilizado en una gran variedad de aplicaciones debido a su
alta resistencia y biodegradabilidad. EI PLA entra en la clasificacion de termoplastico que se
obtiene como un producto de la fermentacion del almidon de algunas plantas como maiz, cafia,
papa, remolacha, etc. El &cido polilactico puede ser sintetizado por condensacion para obtener un
bajo peso molecular y un material fragil, otra forma de sintetizarlo es por condensacion azeotrépica
deshidratante del acido lactico, otro proceso, y el que es mas utilizado, es la polimerizacion de
apertura de anillo de lactida para obtener PLA de alto peso molecular. En la Figura 2.1 se muestran

las tres diferentes rutas por las que el PLA puede ser sintetizado [34].
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Figura 2.1 Rutas de sintesis del &cido polilactico [34].

2.3  Biomateriales compuestos

Desde las ultimas 3 décadas, muchos grupos de investigacion [19, 21] han desarrollado técnicas
novedosas para dar forma a biomateriales (bien sean de naturaleza polimérica, ceramica, metalica
0 material compuesto) en estructuras 3D complejas que exhiban las propiedades requeridas para

aplicaciones en la ingenieria de tejidos o medicina regenerativa.

Los materiales poliméricos son los que han aportado méas avances en este particular, dada su
versatilidad quimica, propiedades reoldgicas, mecanicas y la posibilidad de afadir aditivos
quimicos, farmacos o biomoléculas [33]. Por lo anterior, se ha buscado mejorar algunas de sus
propiedades mediante la adicién de otros componentes, con la finalidad de fabricar andamios
compuestos que cumplan con las caracteristicas para aplicaciones en regeneracién 0sea, necesarias

para garantizar un mejor desempefio fisico-quimico, mecénico, farmacolégico y quirdrgico [35].
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Siendo aspectos clave, el disefio, la seleccion de los materiales, los métodos de fabricacion, asi
como los ensayos mecéanicos y pruebas bioldgicas, los que le dardn al paciente y al médico la

confiabilidad que posteriormente le conferira el éxito a los mismos.

Algunas de las técnicas mas empleadas en la fabricacion de biomateriales compuestos son: hilado
y tejido de fibras, solvent casting y lixiviacion de particulas, espumado con gas, moldeo desde el
fundido, técnica de fusion de pordgeno, electrospinning o electro-hilado, prototipado répido de
formas libres solidas, impresion en 3D, procesamiento por altas presiones, separacion de fases, etc.,
cada una con sus ventajas y desventajas, pero considerada como la técnica mas apropiada para
reunir los requerimientos propios para la recuperacion de un tejido en particular, que no son
posibles conseguir empleando otros métodos [36, 6, 19]. Entre los métodos mencionados, la

separacion de fases es el que se utilizara para el desarrollo de este proyecto.

El método de separacion de fases se emplea para la preparacion de materiales poliméricos porosos,
y consiste en generar la inestabilidad de una solucidn polimérica, lo cual se puede lograr mediante
la modificacién de la temperatura (TIPS, separacion de fases inducida térmicamente) o la adicion
de un no solvente (NIPS, separacion de fases inducida por no solvente) o una combinacion de
ambas (NTIPS, separacion de fases inducida térmicamente y por no solvente) a la solucion
polimérica. Con el fin de disminuir la energia libre de la mezcla, la separacion de fases puede
ocurrir y un nuevo estado de equilibrio es alcanzado. El resultado de la combinacién de las técnicas
de NIPS y TIPS es un proceso mas corto de fabricacién de andamios con las mismas ventajas de

técnica, modificando ligeramente las formas de los poros [37].

La relacion de solvente/no solvente en la técnica de NIPS y NTIPS afecta directamente al
comportamiento de la separacién de fases del sistema. Chen y col. [38] fabricaron andamios de
PDLLA [acido poli(D, L-lactico]] y PLLA [&cido poli(L-lactico]] por el método de TIPS,
mostrando que la estructura de los poros esta ampliamente influenciada por la cantidad de solvente
y no solvente afiadidos, como se puede observar en la Figura 2.2, al variar los contenidos de
dioxano y agua la forma y tamafios de los poros varian significativamente. El paso de un método
de separacion de fases de dos componentes a un sistema ternario al afiadir agua a un sistema
PDLLA-dioxano, induce un cambio en la morfologia de una estructura tubular anisotrdpica Figura

2.2(a); a una arquitectura de poros circulares isotropicos, Figura 2.2(c), por el cambio de
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mecanismo de sélido-liquido a liquido-liquido debido al no solvente. Ademas, se observo que al
agregar un no solvente al sistema, convirtiéndolo en un sistema ternario compuesto de PDLLA,
dioxano y agua, no a todas las composiciones se obtiene la separacion de fases liquido-liquido y
que la relacion solvente/no solvente tiene influencia en el tamafio y forma de poro, como se puede

observar en la Figura 2.2 al comparar las imagenes (b) y (c).

Figura 2.2 Micrografias obtenidas por MEB de andamios preparados de soluciones con diferentes
cantidades de agua. 7.5 % en peso PDLLA (PM = 180,000) templado en N2 liquido; relacion dioxano/agua:
(a) 100/0, (b) 90/10 y (c) 85/15 [38].

Mi y col. [10] presentaron andamios de poliuretano (TPU)/hidroxiapatita (HA) en diferentes
tamafos (HA, micro HA (mHA), nano HA (nHA)), mediante el método de separacion de fases
inducida térmicamente, en los que estudiaron el efecto del solvente y la adicion de una pequefia
cantidad de no solvente en la morfologia resultante de los andamios. Los andamios preparados
utilizando solamente dioxano (Di) como solvente mostraron una estructura con poros orientados
con muy poca interconectividad, como se muestra en la imagen de la Figura 2.3(a)-(c), a diferencia
de los andamios en los cuales se incorpord agua desionizada (DiW) como no solvente, en el cual
los poros formados mostraron estructura esférica y mayor interconectividad, mostrado en la Figura
2.3 (d)-(), esto debido a que el mecanismo de separacién de fases cambia de sélido-liquido a
liquido-liquido. Ademas, se analizo el efecto de la adicién de HA en forma de polvo, con diferentes
tamafios de particula; no observaron cambios significativos a medida que los tamafios de la

hidroxiapatita disminuyeron.
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Figura 2.3 Morfologia de andamios fabricados con diferentes métodos y materiales. (a) TPU-Di, (b) TPU-
mHA-Di, (c) TPU-nHa-Di, (d) TPU-DiW, (¢) TPU-mHa-DiW, (f) TPU-nHa-DiW [10].

Un grupo importante de andamios compuestos reportados en la literatura comprende
combinaciones de particulas de vidrio bioactivo y polimeros biodegradables, que han mostrado un
alto potencial de aplicacion. Estos compuestos tienen una estructura porosa bien definida, al mismo
tiempo sus propiedades mecanicas son similares a las del hueso esponjoso y una alta bioactividad
es conferida por las particulas de biovidrio. Hong y col. [39] desarrollaron andamios con contenidos
de vidrio bioactivo ceramico (BGC, por sus siglas en inglés) de 0, 10, 20 y 30% en peso, mostrados
en la Figura 2.4 (a)-(d) respectivamente, notando que los andamios con 0, 10 y 20% en peso de de
vidrio bioactivo ceramico no presentaban gran variacion en la morfologia y distribucion de los
poross, en cambio el andamio con 30% de vidrio bioactivo tenia una drastica disminucién de su
porosidad comparado con el resto de los andamios, esto se atribuye a la disminucion del volumen

del solvente en relacion al peso total de PLLA y BGC durante la preparacion de los andamios.
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Figura 2.4 Imagen de MEB de la morfologia de los poros de andamios de PLLA con diferentes contenidos
de vidrio bioactivo ceramico, a baja magnificacion: (A) 0 wt%, (B) 10 wt%, (C) 20 wt% y (D) 30 wt%; a
alta magnificacion: (E) 0 wt%, (F) 10 wt%, (G) 20 wt% y (H) 30 wt% [39].

Ademas, Hong y col. [39] observaron que los materiales compuestos de vidrio bioactivo cerdmico
(50Si02-40Ca0-5P,05 ) y PLLA pueden formar capas de hidroxiapatita en sus superficies, durante
ensayos in vitro; como se observa en la Figura 2.5, a diferentes concentraciones de biovidrio los

andamios exhiben diferentes grados de bioactividad al ser sumergidos en SBF.

16



Figura 2.5 Morfologia de compdsitos porosos de PLLA/BG con diferentes contenidos de particulas de
BGC después de inmersidn en SBF por diferentes periodos, observados por SEM: (A) 0 wt%, (B)10 wt%,
(C) 20 wt%, (D) 30 wt%. El subindice indica el tiempo de incubacién en SBF (dias). Las imagenes
insertadas en la serie C son altas magnificaciones de aglomerados de apatita formados en la superficie de
compuestos de PLLA/ 20 wt% BGC después de diferentes tiempos de inmersion [39].

La Figura 2.5 muestra micrografias a varios tiempos de inmersion (1, 3, 7 y 21 dias), representados
como subindices en los identificadores de cada imagen. Hong y col. [39] encontraron ademas, que
la cantidad de hidroxiapatita depende de la cantidad de biovidrio que se agrega, siendo el material
de PLLA/BGC con un 20% de vidrio bioactivo el que genera una capa mas uniforme de los
aglomerados de hidroxiapatita después de varios tiempos de inmersion, mostrado en la Figura 2.5
(C). Y notaron que aun a concentraciones mayores de BGC no es seguro obtener una cantidad
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mayor de hidroxiapatita; como se muestra en la Figura 2.5 (D), los materiales con un 30% de vidrio
bioactivo presentan una capa menos uniforme de hidroxiapatita que las imagenes (A)-(C) de la

Figura 2.5.

Por otro lado, Blaker y col. [40] investigaron andamios de PDLLA fabricados por el método de
TIPS con dos contenidos de Bioglass® 45S5, usando la separacion de fases sélido-liquido, se
obtuvieron poros alargados de ~100 um de didmetro e interconectados. Un punto a destacar de esta
investigacion es que, al terminar el proceso de fabricacion, el andamio poseia diferentes tipos de
poros dependiendo de la relacion de distancia con el centro del andamio. EI andamio se dividi6 en
4 zonas con diferentes morfologia y distribucion de poros, en la Figura 2.6 se muestra la ubicacion

de las 4 zonas y la morfologia de los poros de las zonas 1, 2 y 4.
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Figura 2.6 Micrografias obtenidas por MEB de diferentes regiones de un andamio de PDLLA/Bioglass®
45S5, con diferentes arquitecturas. Regiones de la 1 a la 4 [40].

Estos experimentos fueron realizados en muestras de 90 mm de diametro y 10 mm de espesor. La
zona 1 consiste en la zona superior del andamio de aproximadamente 10 um de espesor que
presenta porosidad pero es mas densa que las demas regiones, la zona 2 es una zona mas ordenada
y la porosidad anisotrépica comienza a aparecer, tiene un espesor de 1.5 a 2.5 mm; la zona 3
presenta la arquitectura de poros mas ordenada y en esta zona se encuentran los poros de mayor
tamafio de diametro promedio y la interconectividad de los poros esta presente, esta zona es de 5-
7 mm de espesor y esta presente en la mayoria del andamio; en la Figura 2.7 (a)-(c) se muestra la
zona 3 de andamios de PDLLA con diferentes contenidos de bioglass (0, 2 y 15%,
respectivamente). Finalmente, la zona 4 es una capa densa formada en la parte baja del andamio de

aproximadamente 30 um y se atribuye a un congelamiento rapido durante el proceso.
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Figura 2.7 Imégenes por MEB de la zona transversal de la zona homogénea (zona 3) de: (a) andamio de
PDLLA, (b) andamio PDLLA/ 2 vol% bioglass y(c) andamio de PDLLA/ 15 vol% Bioglass® 45S5 [40].

Conoscenti y col. [41] compararon el efecto de dos composiciones de Bioglass (45S5 y 13-93) en
andamios de PLLA fabricados por la técnica de separacién de fases inducida térmicamente y por
no solvente. El sistema usado para el experimento fue: 6% en peso de PLLA y dioxano/agua
(solvente /no solvente) en relacion 87/13 wt/wt. Usaron composiciones de 0, 1, 2.5 y 5% en peso.
Se demostrd que el Bioglass 13-93 no tiene influencia en la microestructura del andamio en
ninguna de las 3 composiciones, mostrado en la Figura 2.8 (E)-(G), mientras que el Bioglass 45S5
en la concentracion de 5%, Figura 2.8 (D), mostrd una variacién en la forma de los poros y a
concentraciones pequefias de 1%, Figura 2.8 (B), no mostré variacién con respecto al andamio sin
Bioglass, Figura 2.8 (A). En la investigacion se reporta que la adicion del Bioglass 13-93 a los

andamios es mucho mas facil que la adicion de Bioglass 45S5.
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Figura 2.8 Micrografias obtenidas por MEB de andamios compuestos de PLLA/Bioglass: (a)
PLLA, (b) PLLA/1% BG45S5, (c) PLLA/2.5% BG45S5, (d) PLLA/5%BG45S5, (e) PLLA/1%
BG13-93, (f) PLLA/2.5%BG13-93, (g9) PLLA/5%BG13-93 [41].

Rezabeigi y col. [37] llevaron a cabo una serie de experimentos para la creacion de un diagrama
ternario del sistema PLA-diclorometano (DCM)-hexano para la fabricacion de andamios, siendo
polimero, solvente y no solvente, respectivamente, que puede ser utilizado en las técnicas de NIPS,
TIPS y NTIPS. Se encontr6 que la separacion de fases liquido-liquido para este sistema depende
solamente de dos variables: la relacion polimero/solvente (relacion en peso) y la relacion de
solvente y no solvente (relacion en volumen). Se utilizaron varias relaciones de estas dos variables
para crear el diagrama ternario, encontrando algunas composiciones en las que ocurria la
separacion de fases liquido-liquido, esto es reportado en la Tabla 2.1. Se argumentd que el aumento
de PLA en el sistema incrementa la velocidad con la que la separacion de fases ocurre. La Tabla
2.1 presenta diferentes relaciones de Hexano-DCM, relacionadas con diferentes concentraciones
de PLA en DCM,; las combinaciones de estas variables dan como resultados diferentes reacciones
de separacion de fases. Esta investigacion es de gran importancia para el proyecto ya que es la
referencia principal para las composiciones que se utilizaran, realizando variaciones en el proceso.
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En este trabajo se tomd como base la relacion de hexano-DCM de 1, y se tomaron 3 diferentes
concentraciones de PLA en DCM (13, 18 y 23%) donde ocurre la separacion de fases liquido-
liquido, siento este tipo de separacion de fases las de interés para el trabajo por su produccion de

estructuras porosas e interconectadas.

Tabla 2.1 Variables en la preparacion de muestras y fases obtenidas del sistema PLA-DCM-Hexano [31].

PLA in DCM concentration (wt.%)

o | " Y Lﬂ‘m JU’] ]l.rp
z ] I P B RS O R ] L O Y R et B ) -] d £ 1 Y B P PR B RS
. !: — — — ]
5l 0a2s s| [s S s| [s|s[s[L]LT
%_u.s S S sisls]sfs|s]s|L]L]L L
] 0.75 s|s HE sislsluin|L] |r LT
Bl S s[slsls[sIL]L]L]L]L]L]L L] L L{L]L L[L]L]C
=1 1.15 P P P P

125 |[p[P|P[P P
{S) Una fase

{L) Separacién de fases Liquido-Liquido
{(P) Dresipitacién. separacién solido-liquido
1 Condiciones no evaliadas

2.4  Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro constituyen una alternativa para obtener datos preliminares sobre la
biocompatibilidad y bioactividad de los materiales con el fin de evitar el alto costo y altos tiempos
de procesos de la experimentacion in vivo. Actualmente se han utilizado dos métodos para el ensayo
de la bioactividad in vitro de biomateriales. Uno de estos métodos consiste en evaluar la capacidad
de formacién de apatita de materiales biocerdmicos en fluidos corporales simulados (SBF) [13, 30,
41].

Kokubo y col. [42] desarrollaron en 1991 un método para predecir la bioactividad in vitro de los
materiales a través de la capacidad de éstos de formar una capa de hidroxiapatita cuando son
sumergidos en fluido corporal simulado, el cual es un fluido fisiolégico acelular con

concentraciones iénicas casi iguales a las del plasma sanguineo. A partir de que se desarrollé el
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fluido corporal simulado, este método de inmersion es utilizado como base para describir la

bioactividad 6sea realizada con diferentes materiales.

Blaker y col. [13] evaluaron la bioactividad de andamios de PDLLA/Bioglass (con 5% y 40% de
refuerzo, relacién en peso) por medio de inmersion en SBF basados en los descrito por Kokubo y
col. [42]. En la Figura 2.9 se muestran las micrografias de los andamios después de varios tiempos
de inmersion en SBF, llevandose a cabo el experimento durante 7, 14 y 28 dias, Figura 2.9 (a)-(c),
respectivamente. Se reporté que al dia 7 pequefios cristales se desarrollaron en la superficie del
andamio en regiones cercanas a las particulas de biovidrio, Figura 2.9 (a). Los andamios con mayor
contenido de Bioglass (40 wt%) presentaron mayor formacién de hidroxiapatita (HA) en
comparacion con las demés composiciones evaluadas, en la Figura 2.9 (d) se muestran una

magnificacion de la capa de HA formada después de 28 dias en SBF.

Mientras que en los andamios con contenido de bioglass (5 wt%) la formacion de HA es més lenta,
en la Figura 2.10 se muestra la formacion de HA en el andamio de PDLLA/5%BG a 28 dias de
inmersion, siendo apenas formaciones puntuales y dispersas sobre los andamios; esto se asocia a
que al tener menor contenido de bioglass los sitios donde puede comenzar el crecimiento de HA

Son menaos.
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Figura 2.9 Micrografias por MEB de andamios de PDLLA/40%Bioglass después de la inmersion en SBF
por (a) 7 dias, (b) 14 dias, (c) 28 dias a baja magnificacion, y (d) 28 dias a alta magnificacion [13].

Figura 2.10 Micrografia de MEB de un andamio de PDLLA/5% Bioglass después de 28 dias de inmersion
en SBF [13].
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Los materiales compuestos, matriz polimérica y refuerzo ceramico, fabricados como biomateriales
han demostrado tener una excelente capacidad de formacion hidroxiapatita por la prueba de
inmersion en SBF, siendo el biovidrio una gran influencia para la formacion de la hidroxiapatita

en el andamio.

El segundo método consiste en investigar la respuesta in vitro de células 6seas. Los cultivos
celulares son sistemas para el estudio y observacion de un determinado tipo de células bajo
condiciones especificas, siendo este tipo de ensayos de menor complejidad que un ensayo in vivo.
Los ensayos pueden ser por contacto directo de las células y el material, o indirecto, adicionando
un extracto del material al cultivo celular. Con este tipo de ensayos se busca observar y evaluar el
comportamiento de las células cuando estan en contacto con el material, ya sea, su adhesion,

proliferacion y/o diferenciacion.

Blaker y col. [13] hicieron ensayos de biocompatibilidad, utilizando la linea celular MG-63, se
realizo el conteo de las células después de 8 dias de incubacion en las espumas sin Bioglass y con
5y 40 wt% de Bioglass, como se muestra en la Figura 2.11, donde se confirma que la presencia de
Bioglass 45S5 beneficia la adhesion y proliferacion celular en el material. La aparicién de una
mayor presencia de células en la superficie (top) de las espumas se atribuye al método en el que se

llevo a cabo el cultivo celular, agregando las células al andamio por goteo sobre la muestra.
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Figura 2.11 Conteo de osteoblastos en diferentes posiciones de la espuma después de 8 dias en cultivo [13].

Ademas de los ensayos in vitro para evaluar la bioactividad de un material, se utilizan técnicas
como el ensayo MTT, ensayo DAPI, ensayo BrdU y ensayo cometa para cuantificar la viabilidad
de las células en contacto con el material, y evaluar el dafio que el material pueda causar a las

células.
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Yooy col. [43] realizaron ensayos de biocompatibilidad a andamios de coralino (CR) y andamios
de coralino recubiertos con fosfato de calcio (CRC) con una linea celular de osteosarcoma de
humano MG-63 (ATCC, por sus siglas en inglés Ametican Type Culture Collection), se evaluaron

tiempos de cultivos de 1, 2, 3, 5y 7 dias.

En la Figura 2.12 se observa que la densidad &ptica, la cual es una medicion indirecta de la
proliferacion celular, aumenta de manera significativa a medida que aumenta el tiempo de cultivo
paral, 2, 3y5 dias, sin embargo, al dia 7 el aumento es menor, esto se debe a que la caja de cultivo
puede estar llena de células o estar cerca de llenarse por lo que la proliferacion se ve afectada. Una
conclusion que aportaron fue que la modificacion de la superficie de un andamio, en este caso con
fosfato de calcio, promueve la diferenciacion y mineralizacion de los osteoblastos.
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Figura 2.12 Comparacion de la proliferacion de células de osteoblastos (MG-63) en andamios de coralino
(CR) y andamios de coralino recubierto con fosfato de calcio (CRC) [43].
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Santos y col. [44] realizaron la evaluacion bioldgica de nanocristales de disulfuro de hierro
sintetizado a diferentes temperaturas, utilizando la linea celular de NIH-3T3 (fibroblastos de ratdn);
la evaluacion se llevé a cabo con el ensayo MTT, para determinar la viabilidad de la célula, y el
ensayo DAPI, para determinar la preservacion de los nucleos de las células. En la Figura 2.13 se
muestran los resultados obtenidos por el ensayo MTT, donde se pueden observar que la viabilidad
de las celulas en contacto con el material a diferentes temperaturas no presenta una variacion
importante en relacion a la muestra control, por lo que la adhesién y proliferacion de la linea celular

puede ser comprobada.

La cito arquitectura de los nacleos de las células mantuvieron su integridad por 48 horas de cultivo
en contacto con los nanocristales de disulfuro de hierro a todas las temperaturas (220, 230, 235 y
240°C), como se muestra en las Figuras 2.14 (c)-(f) respectivamente, que se hicieron en
comparacion con la muestra control, por lo tanto, se dio la proliferacion celular en contacto con el

material.
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Figura 2.13 Resultados del efecto de viabilidad celular de nanocristales de disulfuro de hierro obtenidos a
diferentes temperaturas. Las células NIH-3T3 fueron cultivadas en ausencia de disulfuro de hierro, en 1% de
metanol y en 250 nM de nanocristales de disulfuro de hierro obtenido a 220°C, 230°C, 235°C y 240°C.
Después de 48 horas de cultivo, las células fueron analizadas por el ensayo MTT. Donde no se observaron

diferencias significativas [44].
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Figura 2.14 Integridad de la monocapa de células y nuicleos de las células, después de 48 horas de cultivo.
(Aa) sin tratamiento (control), (Bb) metanol al 1% (vehiculo), disulfuro de hierro obtenido a: (Cc) 220°C,
(Dd) 230°C, (Ee) 235°C, y (Ff) 240°C. La dosis para todos los casos fue de 250 nM de material. La

monocapa fue observada por microscopio de luz visible y los nticleos de las células fueron tefiidos con

DAPI y luego observados con un microscopio de luz UV a magnificacion de 40X [44].

Acosta y col. [45] evaluaron el poli (metil metacrilato) (PMMA) con y sin nanoparticulas de plata
para aplicaciones dentales. Utilizaron la linea celular NIH-3T3 y linfocitos de humano para evaluar
su biocompatibilidad, y con la ayuda de tres ensayos determinaron la viabilidad del material para
aplicaciones dentales; ensayo MTT (Figura 2.15(A)), ensayo BrdU (Figura 2.15(B)) y ensayo
cometa (Figura 2.16).

El ensayo MTT se desarroll6 en PMMA con y sin nano particulas de plata y en resina natural que
se utiliza cominmente en el mercado dental (Figura 2.15(A)), revelando que la viabilidad del

PMMA con nano particulas de plata no afecta la proliferacion celular de la misma manera que las
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otras dos muestras que ya son utilizadas en el mercado dental, esto se puede determinar por la no

significativa variacion en los resultados obtenidos en ambos tiempos de ensayo.

El ensayo BrdU fue hecho por un tiempo de 24 horas de exposicion (Figura 2.15 (B)), los resultados
muestran que los materiales en todas las muestras analizadas no limitan la proliferacion, a

excepcioén del control negativo que estuvo expuesto a la radiacion UV.
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Figura 2.15 Evaluacion de la biocompatibilidad en células de fibroblasto de raton NIH-3T3. (A) Ensayo
MTT desarrollado en PMMA 'y resina natural evaluado en 24 y 72 horas. (B) Evaluacion de proliferacion

celular por ensayo BrdU por 24 horas de exposicion [45].
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El ensayo cometa fue desarrollado en linfocitos de humano (Figura 2.16 (A)), buscando determinar
la genotoxicidad de las muestras, los resultados muestran que tanto la muestra control, el PMMA
con y sin nano particulas de plata, y la resina natural, no dafian el material de ADN de las células
expuestas, y esto se corrobord con la muestra control negativa que estuvo expuesta a la radiacion
UV, donde se muestra un dafio al ADN celular. En la Figura 2.16(B) se representa de manera

estadistica lo encontrado en el ensayo cometa.
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Figura 2.16 Ensayo de genotoxicidad en linfocitos de humano por ensayo cometa. (A) Imagenes
representativas de células manchadas con bromuro de etidio expuestas a electroforesis. (B) Analisis

cuantitativo de dafio positivo al ADN [45].
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CAPITULO 3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

A continuacion, se describe la metodologia empleada para la preparacion de los andamios de
PLA/Bioglass 45S5 fabricados por la técnica de NTIPS, este método se basa en lo descrito por
Rezabeigi y col., [36, 46] y Lua Gémez [47], ademas se describe la caracterizacion realizada. En
la Figura 3.1 se describe esquemaéticamente el trabajo realizado durante el proyecto.

Fabricacion de

Preparacion de andamios de

Bioglass por la técnica

PLA/Bioglass 4555 por

Ensayos in vitro
la técnica de NTIPS

de fusion y temple

* Andlisis témico por + Cultivo de linea celular
« Tamailo y distribucién de calorimetria diferencial de MG-63
particula en un analizador bamdo (DSC). « Ensayo MTT para evaluar
de particula * Analisis de morfologia por la sui)ervivencia ¥
+ Anilisis de morfologia por IMICTOSCOPI0 electronico de proliferacién celular
microscopio electronico de barrido (MEB) + Ensayo cometa para
barrido (MEB) * Medicion de drea superficial evaluar el dafio de DNA
* Determinar composicion por la técnica Brunauer-
por fluorescencia de rayos Emmet-Teller (BET)
X (FRX) * Andlisis de porosidades por N Y,
» Medicion de drea tomografia computarizada
superficial por la técnica de rayos X (MICROCT)
Brunauer-Emmet-Teller * Medicion de la densidad del
(BET) andamio
* Analisis de angulo de
contacto y energia
\ J superficial

Figura 3.1 Esquema de las actividades realizadas en el presente proyecto.

3.1  Preparacioén del Bioglass 45S5

El Bioglass 45S5, de composicion 45Si0,- 24.5Ca0-24.5Na20-6P20s % en peso, se obtuvo por el
método de fusion y temple a partir de las proporciones estequiométricas de los polvos de alta pureza

Si0O., Ca0, Na,COs y P20s (Sigma Aldrich, Tabla 3.1) los cuales se mezclaron en un contenedor
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de polietileno por un periodo de 30 minutos. La fusion de la mezcla se llevo a cabo en un horno
HTF-1700 Carbolite usando un crisol de silice fundida. El ciclo térmico constd de elevar la
temperatura desde temperatura ambiente hasta 950 °C a una velocidad de 10 °C/min con una
permanencia a esta temperatura de 30 minutos; enseguida se elevo la temperatura a 1350°C a una
velocidad de 10 °C/min, y se mantuvo ahi durante 30 minutos. Inmediatamente despues de cumplir
el paso anterior, el material fundido se templé en agua fria para formar una frita y el material
resultante se secO durante 24 horas a 100 °C y posteriormente se pulverizé en un molino de discos

vibratorio RS 200 Retsch durante 1 minuto.

Tabla 3.1 Reactivos y cantidades necesarios para la obtencion de 100 g Bioglass® 45S5 por el método de

fusion y temple.

Reactivo Cantidad (9)
SiO; 45

Na,CO3 41.89
Ca0; 245
P20s 6

3.2  Obtencién de andamios PLA/Bioglass

El proceso utilizado para la fabricacion de los andamios compuestos de PLA/Bioglass® 45S5 se
basa en el método desarrollado por Rezabeigi y col. [36] para la fabricacion de monolitos porosos
de PLA mediante el método de separacion de fases inducida térmicamente y por no solvente

(NTIPS) para un sistema PLA-diclorometano-hexano.

Los reactivos utilizados para la fabricacion de los andamios fueron PLA con 1.6% de D-Lactato
(Nature Works Ingeo Biopolymer 4032D, p =1.24 g/cm?®), diclorometano (J. T. Baker, >95.5%,
p = 1.33 g/cm?®), hexano (J. T. Baker, >95%, p = 0.65 g/cm®) y metanol (J. T. Baker, 99.9%, p =
0.7918 g/lcm?®).
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Antes de utilizar el PLA fue sometido a un tratamiento térmico de fusion y temple con la finalidad
de eliminar la cristalinidad del polimero para facilitar la disolucidn de éste en el diclorometano.

Para la preparacion de los andamios compuestos se llevd a cabo la disolucion de PLA en
diclorometano (DCM), obteniendo soluciones con concentracion de 13, 18 y 23 % en peso de PLA.
La mezcla se agit6 en un recipiente hermético a temperatura ambiente hasta obtener una solucion
polimérica totalmente homogénea; la disolucion se Ilevo a cabo a una temperatura menor de 30 °C
para evitar la rapida pérdida de DCM, agregando una mayor cantidad de DCM de lo requerido para
facilitar la disolucion del PLA, y posteriormente se dej6 evaporar hasta llegar al peso deseado para
el experimento. Una vez que el polimero estaba disuelto, se agregaron las particulas de biovidrio a
la solucion en cantidades para obtener sistemas con 5, 10 y 15 % en peso con respecto a la mezcla
final de PLA/Bioglass, fue homogeneizada durante unos minutos, posteriormente, la mezcla fue
llevada a un bafio ultrasonico durante 10 minutos para dispersar el vidrio en la solucion.
Posteriormente, se agregd el hexano (no solvente), en este punto se analizaron diferentes
velocidades para agregar el hexano a la mezcla, en una cantidad volumétrica igual a la de DCM

usado en la disolucion, este paso se llevo a cabo bajo agitacion vigorosa.

Una vez disuelto el hexano en la solucién, la mezcla se llevo a un congelador a -20 °C, el tiempo
de permanencia a esta temperatura fue analizado e identificado para cada sistema durante la
investigacion, buscando que la gelacion del sistema se llevara a cabo. El gel resultante se sumergié
en 200 mL de metanol para llevar a cabo el intercambio de solvente, este proceso se realiz6 durante
24 horas. Después del intercambio de solvente, las espumas se dejaron secar al aire por un dia, para
posteriormente secar a temperatura ambiente en una cdmara de vacio, el tiempo necesario hasta

que se registrara un peso constante.
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Tabla 3.2 Porcentajes usados en la fabricacion de andamios. La temperatura utilizada se mantuvo constante
en -20 °C para la separacion de fases. |

_ Relacion
% PLA % DCM % Bioglass Nomenclatura
Hexano/DCM

13 87 0 1 13 PLA
13 87 5 1 13PLA/5BG
13 87 10 1 13PLA/10BG
13 87 15 1 13PLA/15BG
18 82 0 1 18 PLA
18 82 5 1 18PLA/5BG
18 82 10 1 18PLA/10BG
18 82 15 1 18PLA/23BG
23 77 0 1 23 PLA
23 77 5 1 23PLA/5BG
23 77 10 1 23PLA/10BG
23 77 15 1 23PLA/15BG

3.3  Caracterizacion del Bioglass

Los ensayos de caracterizacion para el Bioglass fueron realizados al polvo resultante de la

molienda.

La morfologia de los polvos fue estudiada utilizando un microscopio electronico de barrido Jeol
JSM-6400, se realizaron analisis puntuales por EDS (espectrometria de energia dispersiva) para

determinar la composicion del vidrio obtenido.
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Se llevd a cabo la determinacion de tamafio y distribucion de tamafio de particula en un analizador
de particula Coulter LS100Q, los resultados son presentados en funciones distributivas

acumulativas, que representan cantidades de masa de particulas pertenecientes a un tamafio dado.

Para determinar la naturaleza amorfa del vidrio obtenido se realizd un analisis de difraccion de
rayos X en u difractdmetro de rayos X D8 Advance Bruker, en un rango de 10-90°, usando un paso
de 0.02° por cada 0.6 s. Se realiz6 la medicion de éarea superficial por la técnica de BET en un

medidor de area superficial Quantosorb Jr.

Se realiz6 el analisis térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC), en un equipo SDT
Q600 TA Instruments, usando un crisol de alimina en un rango de temperatura de 25 a 1300°C con
velocidad de calentamiento de 10 °C/min para determinar las temperaturas de transicién vitrea,
cristalizacion y fusion del biovidrio. Ademas, se determind la densidad del vidrio obtenido

mediante un picnémetro de helio Micromeritics AccuPyc 1330.

3.4  Caracterizacion de los andamios compuestos PLA/Bioglass 45S5

Se realizo el estudio de morfologia y andlisis de porosidad (tamafio de poro, distribucion de tamafio
de poro, morfologia, microestructura) mediante iméagenes obtenidas en un microscopio Jeol JSM-
6400.

Se realiz6 la medicion de area superficial por la técnica de BET en un equipo Quantosorb Jr.
Posteriormente, se determind la densidad aparente (p) del andamio a partir de sus dimensiones
geométricas, evaluando 3 muestras rectangulares de 15 mm de largo x 7.5 mm de ancho para los
sistema 13 PLA y 13PLA/5BG, y dividiendo la masa de los andamios entre su volumen, de acuerdo
a Blaker y col. [40]. A partir de los valores obtenidos se determind la porosidad de los andamios
(P) de PLA/Bioglass 45S5 mediante la Ecuaciéon (3.2) descrita por Reazbeigi y col. [46]:

P= l1 —p <% + Wea )l (3.1)
Pg Xc(pc - pa) + Pa

Donde:
p = densidad aparente del andamio.

W, = fraccion en peso del vidrio.
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Whp 4 = fraccion en peso del PLA.

pg = densidad del vidrio (2.7566 g/cm?®, determinado experimentalmente por la técnica de

picnémetro de helio).
X, = fraccion cristalina de la matriz PLA.
p. = densidad del PLA completamente cristalino (1.290 g/cm?®) [46].

p, = densidad del PLA completamente amorfo (1.248 g/cm?®) [46].

Se llevo a cabo el andlisis térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC), en un calorimetro
diferencial de barrido modulado MDSC Q200 TA Instruments, para determinar la capacidad
calorifica, asi como su entalpia de fusion. El andlisis se realizd desde temperatura ambiente hasta
300 °C en un crisol de aluminio con velocidad de calentamiento de 10°C/min. A partir de este
analisis se evalud el grado de cristalinidad del material (X,) de los andamios usando la Ecuacién
(3.2):

X, = B (1> (3.2)
¢ AH° T \w

Donde:
AH,,, = calor de fusion de las muestras.
AH® = calor de fusion del PLA completamente cristalino (106 J/g) [36].

w = fraccion en peso de PLA en el andamio.

Se evaluaron los angulos de contacto de los andamios usando un equipo Contact Angle System
OCA utilizando dos liquidos, agua y formamida. El experimento consto en realizar 5 mediciones
de cada liquido con un tiempo de exposicion de gota de 5 segundos para cada una de las muestras
evaluadas. Posteriormente, se evalud la energia superficial de las muestras utilizando en modelo

matematico de Owens-Wendt-Kaeble [48]. La caracterizacion de la energia superficial de los
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andamios se realiz6 con la finalidad de determinar si las células pueden adherirse directamente a

ellos o se tienen que modificar su superficie con algun tratamiento o recubrimiento.

Se realizé el analisis de los andamios con 13% de PLA con y sin refuerzo de Bioglass 45S5 (5%),
por medio de un microtomografo (uCT), SkyScan 1272 Bruker, para conocer la microestructura

interna y porosidad.

3.4.1 Ensayos in vitro

Se realizaron pruebas con cultivos celulares utilizando las lineas celulares de osteosarcoma de
humano MG-63 (ATCC), siguiendo el protocolo descrito por Yoo y col. [43]. El cultivo celular se
[levo a cabo en un medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) agregando 1% (v/v) de solucion
antibidtica antimicotica y 10% (v/v) suero fetal bobino (PBS) en una incubadora con 5% CO; a
37°C.

Se tomaron 6 muestras de andamios compuestos de PLA/Bioglass 45S5 por sistema, con peso

similar para comparar los resultados.

Previo a realizar los ensayos con cultivos celulares se descongelaron los viales que contenian las
células. Para asegurar el mayor nivel de viabilidad, el vial se debe descongelar de manera lenta
para que las células no sufran dafio. Los pasos realizados, para la evaluacion de la toxicidad de los

andamios fueron los siguientes:

Se cultivaron las lineas celulares y se mantuvieron en crecimiento logaritmico en un medio a 37
°Cy 5 % de CO». Posteriormente se realiz6 el cambio del medio de cultivo de las células al observar
un cambio en la coloracién de rojo a amarillo, para mantener viable el cultivo celular y una
confluencia del 80 al 100%. Obtenida la confluencia, se retiré el medio de cultivo por aspiracion y
se lavd la monocapa celular con 3 uL de PBS, con la finalidad de eliminar residuos de medio de
cultivo. Después, se adicion6 0.5 mL de suspensién de tripsina al 0.025 %, se incub6 de 3 a5 min
a 37 °C, asegurando que la tripsina elimine las uniones intercelulares entre las células y la placa de
cultivo, observandose una suspensién celular en el microscopio invertido; una vez obtenida la
suspension celular, se homogenizd con 0.5 mL de medio de cultivo para inactivar a la tripsina. Las
células fueron recuperadas con ayuda de una micropipeta, pipeteando suavemente para disgregar

los camulos de células, para después transferirlas a un tubo cénico de 15 mL y nuevamente
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homogenizar adicionando medio hasta 10 mL. Posteriormente, se tom6 una muestra de la solucién
y se colocé una alicuota de 10 pL en uno de los extremos de la cdmara de Neubauer, con la que se
contaron y posteriormente se obtuvo el nimero de células de la solucion madre con la Ecuacion.
(3.3):

# cel X FD x 10,000
Numero de cuadrantes contados

No. de células por mL = (3.3)

Donde:
# cel = nimero de células contadas en los cinco cuadrantes.
10,000 = factor de volumen (superficie X profundidad).

FD = factor de dilucién = volumen total/volumen de alicuota.

Una vez contadas las células en la alicuota de la solucion madre, se realizaron diluciones para

obtener una densidad de 3 x 103 a 5 x 103 cel/mL, agregando medio de cultivo.

Para el experimento se inocularon 3 x 103 a 5 x 103 cel/mL en 100 pL de medio de cultivo, en
placas de 12 pozos y se incubaron a 37 °C y 5 % de COa. A las 24 h, se retir6 el medio y se adicion6
97 pL de medio de cultivo fresco asignando 6 pocillos para cada tratamiento. Los tratamientos
analizados fueron: un control positivo y uno negativo, los andamios fabricados. Una vez colocado

los tratamientos en cada pocillo se incubo durante 24 horas a 37 °C y 5% de COa.

Después de los tiempos de cultivo de las células, se midi6 la biocompatibilidad por medio del
ensayo de viabilidad celular por bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)- 2,5 difeniltetrazol (ensayo
MTT).

El método MTT fue desarrollado por Mosmann [49] en 1983 siendo modificado en 1986 por
Denizot y Lang [50]. El ensayo MTT se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo) 2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto de color azul (formazan), permitiendo determinar la

funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir
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supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de

formazén producido.

Después de incubar las células MG-63 se procedio a realizar el ensayo MTT. Primero se utilizé
tripsina EDTA para disociar las células y resuspenderlas en medio de cultivo suplementado (10%
de suero fetal bovino y antibidtico). Para determinar el nimero de células requeridas por pozo, fue
necesario realizar la técnica con células sin los tratamientos a analizar y se determind su densidad
optica (DO), esta densidad debe ser igual o mayor a 1. Se utilizaron cajas de 12 pozos, donde se
sembraron las células antes calculadas, en la mayoria de las lineas celulares son 20,000 células por

pozo. Fueron incubadas a 37°C y 5 % de CO. durante 24 horas para permitir la adherencia.

Cabe mencionar que los andamios fueron cortados para tener especimenes de un peso similar para

ser colocados en los platos de pozos.

Después del tiempo de cultivo, se agregaron las muestras de los andamios en cada pozo y se
incubaron a 37°C y 5% de CO> durante 24 horas para permitir que el andamio estuviera en contacto
con las células. Al cumplir el tiempo de cultivo, el andamio y el exceso de medio de cultivo fueron
retirados. Posteriormente, se coloco 100 uL de medio sin suero y rojo fenol por pozo, después se
afiadio 50 uL de MTT en solucion tampon libre de calcio y magnesio y se incubd por 4 horas a
37°C para permitir la formacién de cristales de formazan. Cumplido el tiempo de incubacién se
eliming el sobrenadante y se anadié 100 uL de isopropanol. Se dejaron los cultivos a temperatura
ambiente hasta que los cristales de formazan fueron disueltos. Finalmente, la lectura de densidad
optica (DO) se realizé en un espectrofotometro, Microplate Reader Bio-Rad, a una longitud de
onda de 540 nm.

Los valores obtenidos fueron analizados con ayuda de la Ecuaciéon (3.4), para determinar el

porcentaje de viabilidad de las células al estar en contacto con los andamios.

% de viabilidad = DO de células tratadas % 100 3.4
o deviabihdad = DO de células control (34)
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Es indispensable realizar cada ensayo por triplicado, con controles negativos (solvente), controles
positivos (sustancia de la cual se conozca su poder citotoxico) y células no tratadas, las cuales
deben dar una lectura de DO mayor o igual a 1. Los valores de comparacion se hacen sobre una

base de 50 % de inhibicion de crecimiento (IC50) en las células tratadas con los agentes especificos.
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CAPITULO 4 RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar, se mostraran los resultados de la caracterizacion de los materiales precursores y

enseguida los resultados obtenidos de los andamios compuestos.

4.1  Bioglass 45S5.

Se obtuvo bioglass 45S5 por la técnica de fusion y temple en forma de fritas, posteriormente se
pulverizo con la finalidad de obtener el bioglass en forma de polvo para usarlo en la fabricacion de

los andamios. Los resultados de la caracterizacion son descritos a continuacion.

4.1.1 Microscopia electronica de barrido

Se tomaron micrografias por microscopio electrénico de barrido para evaluar la morfologia y el
tamafo de particula del vidrio fabricado. En la Figura 4.1 se presentan micrografias a diferentes
aumentos del bioglass 45S5. En la Figura 4.1(A) se observa una amplia distribucién de tamarfios y
formas de las particulas del bioglass, en la Figura 4.1(B)-(D) se muestran el bioglass a diferentes
aumentos, las particulas poseen formas irregulares debido al proceso de molienda, de superficie
lisa y sin porosidades, asi como un amplio rango de tamarfios de particula; como se observa en la
Figura 4.1(C). Las particulas pequefas tienden a posicionarse en la superficie de las particulas de

mayor tamafo y/o a aglomerarse con otras particulas de tamafio similar, Figura 4.1(D).

Se realizaron andlisis por EDS para determinar los elementos presentes en el biovidrio. En la Figura
4.2 se muestra el mapeo de una zona del biovidrio analizado a 1000x; se observa la distribucion de
los elementos presentes, los porcentajes obtenidos son reportados en la Tabla 4.1. Aunque estos
valores no son exactos para determinar la composicion del bioglass, ya que son andlisis puntuales
y no son considerados representativos de toda la muestra, sin embargo, desde el punto de vista
cualitativo permiten identificar los elementos presentes en la muestra y que pueden esperarse en
otros analisis mas especializados como es la fluorescencia de Rayos X. En la Tabla 4.1 se muestran
los elementos caracteristicos del Bioglass 45S5 [11] que estan presentes en el vidrio fabricado, en
porcentaje atdbmico, y que se distribuyen en todas las particulas analizadas. La presencia de Al en

el Bioglass 45S5 no es significativa para hacer variar las funciones del vidrio y se atribuye a
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contaminacion del crisol de silice fundida utilizado, que incluye en su composicion cantidades
significativas de Al20:s.

Figura4.1 Micrografias obtenidas por MEB de las particulas del polvo de Bioglass 45S5.
Tabla4.1 Elementos detectados por EDS en una muestra de bioglass, porcentaje atomico.
ol Na [l Silh Pl calj Al C
53.1838 | 14.9455 | 18.3339 | 1.1835 7.2526 0.9874 4.1131
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Figura 4.2 Analisis EDS del Bioglass 45S5 fabricado.

4.1.2 Tamafo y distribucion de particula

En la Figura. 4.3 se presenta la grafica de distribucion de tamafios de las particulas presentes en la
muestra de Bioglass 45S5 fabricado. Se puede observar que se tiene un amplio rango que va de
0.375 um a 69.61 um; esto concuerda con las imagenes obtenidas por MEB donde se observan
varios tamafios de particulas. Este amplio rango de particula podria disminuirse si se realiza el

proceso de pulverizado méas de una vez.

El polvo obtenido por el proceso de fusion y temple y posteriormente pulverizado, tiene un tamafio
promedio de 13.13 + 2.833 um, los resultados obtenidos muestran que un poco mas del 50% de las
particulas se encuentra por encima del tamafio de particula promedio; otros autores [10] indican
que los diferentes tamafios de particula no afectan el proceso de separacion de fases, pero es
deseable que las particulas sean de menor tamafio para promover la formacién de hidroxiapatita

con el aumento de area superficial.
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Figura4.3 Tamafio y distribucion de tamafio de particula del Bioglass 45S5.

4.1.3 Difraccion de Rayos X

En la Figura 4.4 se muestra el patrén de difraccion de rayos X para el polvo de Bioglass 45S5,
donde se observa la formacion de un pico no definido en el rango de 20 a 37° aproximadamente
que indica la estructura amorfa presente; esto asegura que la velocidad y temperatura de temple en
agua fria durante el procesamiento fue suficiente para obtener una estructura amorfa. La obtencién
de esta estructura es importante para el desarrollo del proyecto ya que se ha reportado que la
presencia de vidrio bioactivo con fase cristalina puede retrasar la formacién de hidroxiapatita por

presentar una estructura mas ordenada con enlaces quimicos dificiles de romper [29-31, 42].
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Figura4.4 Patron de difraccion del Bioglass 45S5.

4.1.4 Calorimetria diferencial de barrido

Se realiz6 la técnica de calorimetria diferencial de barrido para conocer las temperaturas de
cristalizacion, transicién vitrea y de fusion del material fabricado. En la Figura 4.5 se puede
observar el termograma obtenido. El primer cambio en la pendiente se observa en 523 °C
correspondiente a la temperatura de transicion vitrea (T,), la T, reportada para el Bioglass 45S5
obtenido por la técnica de fusion y temple es de 570 °C [51]. La segunda sefial que se observa
corresponde a la temperatura de cristalizacion (T,) con una temperatura de inicio de 625 °C y un
méaximo a 720 °C, siendo una reaccion exotérmica, la maxima temperatura que se ha reportado

para la transformacién a la fase cristalina es de 610°C [51]; finalmente aparece un pico
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correspondiente a una reaccion endotérmica que corresponde a la temperatura de fusion a 1155 °C,
temperaturas en el rango entre 1070 a 1300 °C han sido reportados para Bioglass 45S5 [51]. Los
valores obtenidos son cercanos a los reportados por otros autores y estas variaciones se deben a
diferentes factores como son: composicidon, proceso de fabricacidn y variantes al realizar la técnica
de caracterizacion [52]; al comparar las temperaturas obtenidas con los reportados por Lefebvre y
col. [51] siendo que ambos fueron fabricados por la técnica de fusion y temple, se asocia la
variacion de temperatura a que realizaron un paso de descarbonatacion a 950 °C por 5 horas, asi

como a la variacion en la composicion del Bioglass 45S5 por la presencia de Al en el vidrio

fabricado para este trabajo.
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Figura4.5 Termograma del Bioglass 45S5 obtenido por calorimetria diferencial de barrido.
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4.1.5 Area superficial del Bioglass 45S5

El area superficial obtenida por la técnica de BET fue de 0.42 m?%/g. Este valor es relativamente
bajo, pero se encuentra dentro del rango antes publicado por Sepulveda y col. [53] que es de 0.15
a 2.7 m?/g para vidrios fabricados por fusion y temple. El vidrio fabricado por esta técnica presenta
ventajas por el tiempo corto de fabricacion, aunque los tamafos de particula obtenidos son mayores
y por lo tanto su area superficial es mayor; en comparacion con otros métodos como el de sol-gel
que presenta tamafios nanométricos y grandes areas superficiales que podrian favorecer la
produccién de hidroxiapatita durante la inmersion en SBF. Finalmente, la densidad del vidrio
obtenida mediante un picnémetro de helio es de 2.7566 g/cm?, este valor se encuentra dentro del
rango reportado por la literatura de 2.68 a 2.82 g/cm?; la variacion de densidad se puede asociar a

la diferencia de composicion final de bioglass.

4.2  Andamios de PLA/Bioglass

El proceso de fabricacion de los andamios compuestos de PLA/Bioglass 45S5 por separacion de
fases inducido térmicamente y por no solvente fueron realizados por el método descrito por
Rezabeigi y col. [36]; la técnica fue modificada para adecuarla al proceso para las tres
composiciones que se desarrollaron en este proyecto, en los pasos de adicién del no solvente y
tiempos de congelacion. EI no solvente (hexano) se agregé a la solucion de PLA-DCM mediante
un goteo lento (aproximadamente 1 gota cada 3 s) y agitando a alta velocidad para evitar la
precipitacion del polimero, principalmente cuando la concentracion del polimero y del biovidrio

aumentan ya que resulta mas complicado agitar la solucion.

Por otro lado, los tiempos de congelacion para la formacion del gel de las muestras vario
dependiendo de la concentracion de PLA utilizado en la fabricacion. En los andamios con mayor
contenido de polimero (18 y 23%) la formacion del gel se llevo a cabo en menor tiempo mientras
que en las muestras con 13% de PLA, el proceso de formacion de gel fue muy lento. Por lo que
para ajustar los procesos y que los resultados pudieran ser comparados, se establecio un tiempo de
7 dias a -20°C, tiempo en el que todas las composiciones llevaron a cabo el proceso de formacion

de gel adecuadamente.
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4.2.1 Morfologia

Se obtuvieron micrografias por microscopio electronico de barrido de los andamios de

PLA/Bioglass 45S5 para visualizar las diferencias en la morfologia con respecto al contenido de
PLA y biovidrio.

En la Figura 4.6 se presentan las imégenes para las diferentes composiciones de los andamios
compuestos.

% Polimero

% Bioglass

J) 500x 50 pm

Figura 4.6 Muicrografias por MEB de los andamios compuestos de PLA/Bioglass 45S5.
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Se observa la diferencia de tamafio de poro de todas las muestras. Para todos los contenidos de
polimero (13, 18 y 23%) las muestras con 15% de Bioglass 45S5 no mostraron poros definidos
como en las composiciones con menor contenido de biovidrio. La cantidad de refuerzo puede
afectar la formacion de poros, algunos autores reportan que la produccién de andamios por
separacion de fases tiene un limite aceptable de refuerzo para cada sistema; Hong y col. [39]
reportan un limite de 30% de refuerzo para sistemas PLLA-dioxano-BG. Los andamios con
composiciones de 0, 5 y 10% de Bioglass 45S5 muestran la formacién de macro y meso poros,
requeridos para aplicaciones en regeneracion 0sea. La formacion de poros se atribuye al proceso
de temple a la que es sometida la muestra, debido a la coalescencia de gotas de hexano-DCM vy al
intercambio de solvente que se produce al sumergir el andamio en metanol, asi mismo, con menor
influencia durante el secado de la muestra se pueden llegar a formar poros de menor tamafio
[43,53].

Los andamios con estructuras porosas presentan interconectividad, a través de micro y meso poros,
en la Figura 4.7(A)-(C) se presentan imagenes a diferentes magnificaciones que muestran los
diferentes tamafios de poros presentes en la muestra 13% PLA/5BG, asi como su interconectividad.
Estas interconectividades son necesarias para la restauracion de tejidos, ya que se utilizan en el
intercambio de nutrientes, el desecho de productos durante el desarrollo de tejidos nuevos y la
vascularizacion [18,48].

500x S0um | 1000x 20um | 1500x 20 pm

Figura 4.7 Micrografias por MEB de andamios de 13PLA/SBG A) 500x, B) 1000x y C) 1500x.

No se encontraron particulas de biovidrio en la superficie externa de los andamios, por lo que se
procedié a cortar algunas muestras. En la Figura 4.8 se pueden observar particulas encontradas

dentro de los andamios, se observa que algunas estan sobre la superficie expuesta del andamio
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después del corte, Figura 4.8(A), y en otros casos particulas de vidrio atrapadas en el andamio y la
estructura porosa formada alrededor ellas, Figura 4.8(B) y (C).

Figura4.8 Particulas de biovidrio dentro de los andamios de PLA/Bioglass 45S5.

Se evaluaron muestras cilindricas de 2 cm de didmetro por 3 cm de altura y por medio de
microscopia electronica de barrido fueron identificadas zonas con diferentes tamafios de poro,
desde el centro del andamio hasta la capa externa. En la Figura 4.9 se muestran micrografias de las
zonas encontradas dentro del andamio 13PLA/5BG. La zona 1 (Figura 4.9(A)): corresponde a la
zona superficial del andamio y abarca aproximadamente 40 um hacia el centro del andamio,
presenta poros de tamafio pequefio (0 a 9 ym) presentando interconectividad hacia el centro del
andamio; la zona 2 (Figura 4.9 (B)) se encuentra inmediatamente después de la zona 1 y presenta
la formacion de poros de tamafios de ~45 um, esta zona rodea la parte central del andamio y a
medida que se acerca a la parte central del andamio (zona 3) donde los tamafios de poro son del
rango de 80-100 pm. La Figura 4.9(C) muestra la micrografia de la zona 3 que representa la parte
central del andamio correspondiente a un area de 0.5 cm x 0.5 cm x 0.1 cm; finalmente la zona 4
(Figura 4.9(D)) corresponde a la zona de la base del andamio y es la zona que presenta la
morfologia mas cerrada que se atribuye a que es la zona donde ocurre un temple mas rapido a la

hora de almacenar segun lo reportado por Conoscenti y col. [40].
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Figura4.9  Micrografias de las diferentes zonas del andamio 13PLA/5BG: a) zona 1: capa
superior del andamio, b) Zona 2: zona después de 40 um de la superficie del andamio, c): zona 3:
parte central del andamio y la que presenta poros de mayor tamafio, d) zona 4: zona base del

andamio.

4.2.2 Densidad aparente y porosidad

En la Tabla 4.2 se muestran los resultados de densidad y porosidad promedios para cada uno de los
sistemas fabricados de PLA/Bioglass 45S5. Se observa que la densidad tiende a aumentar cuando
se incrementa la cantidad de PLA en el sistema de fabricacién y asi mismo presenta la tendencia a
incrementar cuando se agrega mayor contenido de Bioglass 45S5. Esto se asocia a que, durante la
fabricacidn, las soluciones con méas contenido de PLA y Bioglass presentan mayor viscosidad por
tener menor cantidad de solvente en el sistema, por lo tanto, la formacién de poros se ve reducida.

Esto se ve reflejado en la porosidad de los andamios, siendo las muestras con 13% PLA las que
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tienen mayor porcentaje de porosidad (82 a 88%) y las de 23% de PLA presentan el menor
porcentaje de porosidad (~72%). Los resultados obtenidos son comparados con los obtenidos por
uCT.

Tabla4.2 Densidad y porosidad de los andamios PLA/Bioglass 45S5.

Composicion | Densidad aparente (g/cm®) | Porosidad (%)
13PLA 0.1399 + 0.023 88.86
13PLA/SBG 0.1785 + 0.035 85.02
13PLA/10BG 0.2256 £ 0.014 82.54
18PLA 0.2797 + 0.025 76.96
18PLA/5BG 0.3204 + 0.041 74.40
18PLA/10BG 0.3452 + 0.029 73.33
23PLA 0.3774 £ 0.024 72.97
23PLA/5BG 0.3484 + 0.042 72.49
23PLA/10BG 0.3439 £ 0.120 72.32

4.2.3 Cristalinidad

La cristalinidad es una caracteristica importante de los materiales bioreabsorbible, como el PLA,
debido a que su velocidad de degradacion dependera de la fraccion cristalina [46, 9, 7].

El método de fabricacion de los andamios (separacion de fases inducido térmicamente y por no
solvente, NTIPS) propicia la cristalizacién del polimero en dos etapas principalmente: durante la
separacion de fases y durante el temple. En la Figura 4.10 se muestra la grafica del porcentaje
cristalinidad en funcion del contenido de PLA para andamios sin biovidrio y con contenido de
biovidrio del 5y 10%; los andamios con un contenido de 15% de biovidrio no se consideraron

debido a que no presentan la formacion de poros definidos.
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Los valores obtenidos se encuentran en el rango de 55 a 66% de cristalinidad; se puede observar
que las muestras con biovidrio, para 13 y 18% de PLA, poseen un menor porcentaje de
cristalinidad, que puede asociarse al incremento de viscosidad de la solucion final de PLA-DCM-
hexano por la adicion del biovidrio, que acelera el proceso de separacion de fases y no da lugar a
un ordenamiento de las cadenas poliméricas [36, 46].
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Figura4.10  Porcentaje de cristalinidad en los andamios compuestos PLA/Bioglass 45S5.

La Figura 4.10 muestra también que los andamios de 13PLA/10BG son los que poseen el menor
porcentaje de cristalinidad y los andamios de 18PLA presentan el mayor porcentaje de
cristalinidad. Esto se puede asociar al tiempo de congelado, al estandarizar los tiempos de
congelado, los andamios de mayor porcentaje de PLA (de mayor viscosidad) realizaron la
separacion de fases en menor tiempo y tuvieron un mayor tiempo de espera para el siguiente paso
del proceso, lo que favorecio que el polimero pudiera cristalizar y formar cadenas méas ordenadas;

mientras que los andamios con menor contenido de PLA (13%) realizaron la separacion de fases
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més lentamente, pero normal segin lo reportado, y el tiempo de permanencia después de la
separacion de fases fue més corto, lo que no afecto los valores de cristalinidad obtenidos [36,46].
Por otro lado, los andamios con 23% de PLA en sus diferentes concentraciones de Bioglass 45S5
presentaron un comportamiento opuesto a los andamios con otras concentraciones de PLA, es
decir, los andamios con 10% de Bioglass tienen mayor porcentaje de cristalinidad y los que no
tienen refuerzo tienen menor cristalinidad; esto es asociado por la velocidad de separacion de fases

y el tiempo de almacenado a -20°C de cada sistema.

4.2.4 Angulo de contacto

Los valores obtenidos de los &ngulos de contacto de los andamios, como se ilustra en la Figura
4.11, se evaluaron para determinar sus energias superficiales y estimar la forma en la que van a

interactuar los andamios con los fluidos corporales.

Figura4.11  Evaluacion des angulo de contacto.

En la Figura 4.12(A) y (B) se muestran los valores obtenidos para dos diferentes liquidos, agua y
formamida, respectivamente. En la Figura 4.12(A) se muestra que los andamios presentan angulos
de contacto muy grandes con agua, con un rango de 130-160°, lo que indica que su comportamiento
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es hidrofébico en todas las muestras, eso se asocia a que el acido polilactico tiene este
comportamiento. En las micrografias obtenidas por MEB, se observa que las particulas de Bioglass
45S5 estan distribuidas aleatoriamente, tanto en las paredes de los poros como en las uniones de
estos, siendo un factor a considerar al evaluar el angulo de contacto en los andamios; ya que el
Bioglass presenta un comportamiento hidrofilico y pueda hacer que las mediciones varien de

manera significativa en diferentes zonas del andamio.

En la Figura 4.12(B) se muestran los resultados obtenidos para el angulo de contacto con
formamida, cuyo rango de valores es mas grande debido a que el andamio 13PLA/5BG presento
un angulo de contacto muy bajo de 63° en relacion a las otras muestras con un rango de 105° a
140°.

Es necesario determinar el angulo de contacto de los andamios con dos sustancias para poder
utilizar el modelo matematico de Owens-Wendt-Kaeble [48]. En la Tabla 4.3 se muestran los
valores promedios de energia superficial, energia dispersiva, energia polar, asi como los valores

promedios de los &ngulos de contacto de cada muestra.
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Figura4.12
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Tabla4.3 Valores obtenidos de energia superficial.
Angulo de Angulo de Energia Energia Energia
Muestra contacto con contacto con superficial dispersiva polar
agua (°) formamida (°) (nd/cm?) (nd/cm?) (nd/cm?)
13PLA 148.3 132.6 4.044 3.0508 0.536
13PLA/5BG 143.34 124.88 8.032 6.898 1.148
13PLA/10BG 154.82 62.96 185.908 135.298 50.606
18PLA 141.48 129.1 4.474 411 0.364
18 PLA/SBG 143.68 127.5 9.42 7.76 1.662
18PLA/10BG 145 111.74 24.44 20.344 4.094
23PLA 137.46 109.56 17.074 15.38 1.694
23PLA/5BG 143.2 119.44 10.312 9.302 1.012
23PLA/10BG 140.5 113.84 14.782 13.248 1.534

Las muestras fabricadas con 13 y 18% de PLA presentan la tendencia de aumentar su energia
superficial cuando el contenido de biovidrio aumenta; mientras que este patron no se repite en las
muestras con contenido de 23% de PLA, lo cual se asocia a la dificultad de evaluar el angulo de
contacto con la formamida en dichas muestras, ya que la gota era absorbida rapidamente después

de colocarla en la superficie lo que hacia dificil su medicién.

La muestra que presenta una mayor cantidad de energia superficial es la 13PLA/10BG con un valor
de 185.90 nJ/cm? presenta una variacion grande comparado con las otras energias superficiales
calculadas, esto se asocia a errores en la medicion de angulo de contacto, tanto con agua como con
formamida, se observa en la Tabla 4.3 los valores de angulo de contacto del andamio 13PLA/10BG

varian de la tendencia de las demas mediciones realizadas.
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4.2.5 Microtomografia computarizada de Rayos X (uCT)

Se evaluaron dos andamios por las técnicas de microtomografia computarizada de rayos X, debido
a que presentaban tamafio de poros adecuado segun los datos obtenidos por micrografias del
microscopio electronico de barrido, y la menor cristalinidad segun analisis de DSC, para su uso en

la restauracion de tejido 6seo. Las muestras analizadas fueron 13PLA y 13PLA/5BG.

En la Figura 4.13 (A)-(C) se observa la estructura interna del andamio fabricado con 13% de PLA
en el sistema de PLA-DCM-hexano, segln los valores obtenidos por el analisis de uCT, éste
presenta una porosidad del 53.63%, este valor de porosidad estan en la media del rango permitido
para reparacion de hueso trabecular (30-90% de porosidad) y cumple todo el rango del hueso
cortical (5-30% de porosidad) [54]. La Figura 4.13 presenta diferentes tamafos y orientaciones de
poros dependiendo de la zona en la que fue tomada la imagen, esto es debido a la manera en la que

se extrae el solvente y no solvente del andamio durante su fabricacion.

El andlisis de uCT identifica la naturaleza de los poros (abiertos o cerrados), siendo que el andamio
de 13PLA presenta mayoria de poros abiertos teniendo 53.42% y de poros cerrados un 0.021%.
Este tipo de estructura beneficia una futura aplicacién de los andamios, debido a que presenta
porosidad abierta e interconectada que permitiria la vascularizacién y el crecimiento de nuevo

tejido en el interior de éste.
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Figura4.13  Estructura interna de andamio de 13PLA por uCT.

El analisis de la porosidad realizado por uCT reporta un rango muy amplio de distribucion de
tamafo de poros, esto se puede observar en la Figura 4.14. La distribucion de los tamafios de poro
muestra un comportamiento bimodal con tamafios de poros en un rango de 5 a 250 um, mostrando
que los poros de 60-65 um son los que tienen mayor presencia, seguido por tamafos de poro del
rango de 190-200 um, ambos tamafios son importantes en el anclaje de las células para la

regeneracion de tejido 6seo [13, 41].



6 -
5 -
ES
e 44
@
£ ]
-]
o 4
> -
2
1
Y ——

|l \d I ! ] ¥ I M T

Rt :
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Tamano de poro (pm)

Figura4.14  Distribucion de tamafio de poros del andamio 13PLA.

En la Figura 4.15 se observa diferentes imagenes que muestran la estructura interna del andamio
13PLA/5BG, obtenidas por uCT. La muestra presenta un amplio rango de tamafios de poro a traves
de las diferentes capas de su estructura interna. También se observa la presencia y distribucion de
las particulas de Bioglass dentro del andamio, captadas por el uCT como puntos brillosos dentro

de las iméagenes, la cual es homogénea debido al tratamiento con ultrasonido que se le da al andamio
durante la fabricacion.
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A Zona superior

Figura4.15  Iméagenes de micro CT del andamio 13PLA/SBG.

El andlisis de la porosidad para el andamio 13PLA/5BG presenta valores de 50.61%, este valor
proximo al que se obtuvo para el andamio 13PLA, cumple con los rangos aceptables para la
regeneracion de tejido 6seo. Se nota una ligera disminucion de porosidad, con respecto al andamio
sin particulas de biovidrio, ya que éste modifica la morfologia y tamafios de poros en los andamios
fabricados por separacion de fases [13, 40, 41]. El analisis de poros muestra la presencia de poros
abiertos representando el 50.57% de la porosidad del andamio y poros cerrados representando solo

un 0.04% de la porosidad del andamio.

La distribucidn de tamafios de poro se observa en la Figura 4.16, el rango de tamafios de poros es
de 1-100 um, que en comparacion al andamio sin refuerzo disminuye los tamarios a la mitad. La

distribucion también es bimodal presentando tamafios principales, el primero de 10-12 um vy el
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segundo alrededor de 50 um, que son tamafios aceptables para la regeneracion de tejido 6seo segun

lo reportado por algunos autores [6,19,22], y el tamafio obtenido para este andamio sigue dentro
del rango reportado.

La estructura de poros abiertos combinado con los tamafios que presenta el andamio 13PLA/5BG
son adecuados para el uso de dicho andamio para aplicaciones de restauracion 0sea, ya que permite
la vascularizacion y el crecimiento de nuevo tejido.
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Figura4.16  Distribucion de tamafio de poro del andamio 13PLA/SBG.

Los valores obtenidos de porcentajes de porosidad por uCT son menores a los obtenidos por
densidad aparente de los andamios, esto se asocia a que la resolucion de los anélisis por uCT solo

alcanzan ciertos tamafios de poro e ignora algunas porosidades localizadas en las paredes de poros
mas grandes, como los observados por MEB.

4.2.6 Ensayos in vitro

Los ensayos in vitros fueron realizados en los andamios de 13, 18 y 23 % PLA, asi como los

sistemas con 5 y 10% de refuerzo. El analisis de la DO obtenida del ensayo fue realizado en el
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programa Prisma, para comparar los resultados obtenidos y analizar si existe una diferencia
representativa en los % de viabilidad.

Para realizar el ensayo se ocuparon diferentes platos de cultivo por lo que en cada uno se colocaron
dos sistemas y un control, esto para asegurar que no hubiera variacion entre el control y los sistemas
de diferentes platos de cultivo. En la Figura 4.17 se muestra una grafica comparativa de los
porcentajes de viabilidad obtenidos por el ensayo MTT, asi como una clasificacion comparativa
con las muestras control (sin andamio).
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Figura 4.17 Resultados de porcentajes de viabilidad obtenidos por ensayo MTT de andamios

compuestos de PLA/Bioglass 45S5 en contacto con células osteoblastos (MG-63).

Cada uno de los andamios presentd un comportamiento neutral al estar en contacto con los
osteoblastos cultivados y esto fue comprobado ya que el andlisis estadistico realizado por el
programa Prisma no encontrd una variacién significativa con el control correspondiente a cada
sistema. Los andamios de PLA/Bioglass 45S5 fabricados por el método de separacion de fases no

causan dafio a las células de osteoblastos, permitiendo su proliferacion en condiciones estandares
de cultivo.
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CAPITULO 5 CONCLUSIONES

Se fabricaron andamios tridimensionales, porosos e interconectados de acido polilactico con y sin
refuerzo de Bioglass 45S5 por la técnica de separacion de fases inducido térmicamente y por no
solvente; utilizando el sistema PLA-DCM-Hexano a -20°C, se obtuvieron andamios con 5, 10 y
15% de refuerzo. Los andamios presentaron tamafios de poros en el rango de 1 a 250 um; a medida
que se aumentd la cantidad de refuerzo, la morfologia de los andamios se modificd, obteniendo
poros de menor tamafio. Los andamios con 15% de refuerzo de biovidrio o mayor a éste forman
poros muy pequefios o no lo hacen. Todos los andamios presentaron porcentajes de cristalinidad
en el rango de 55 a 67%, este valor depende del porcentaje de la cantidad de solvente y no solvente
utilizada, y se ve influenciado por la cantidad de vidrio empleado ademas del tiempo de
permanencia a -20°C. Los andamios presentaron un comportamiento hidrofébico con valores de
angulo de contacto por arriba de los 120°; ademas presentaron energias superficiales muy bajas a
excepcion del andamio 13PLA/5BG. Los sistemas de 13, 18, 23% de PLA con 0, 5y 10% de
Bioglass presentaron un rango de porosidad interconectada de 72 a 89%, los andamios estudiados
por uCT muestraron poros abiertos e interconectados. Los ensayos in vitro realizados comprueban
que los andamios no causan un dafio a la proliferacion celular, por lo que su uso en aplicaciones

bioldgicas es factible.
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RECOMENDACIONES Y TRABAJO A FUTURO

Segun lo reportado de los andamios de PLA/BG en sus diferentes composiciones fabricadas en este
trabajo, convendria analizar posibles recubrimientos de hidroxiapatita o algin modificador de
superficie para aumenta la energia superficial y que la adhesion celular se vea incrementada y
pueda darse de mejor manera la restauracion dsea. Se deben hacer pruebas con mas lineas celulares

que intervengan en la formacion de hueso nuevo para dar paso a ensayos in vivo.

Por parte de la fabricacion de andamios se debe probar diferentes solventes y no solventes para el
PLA, buscando reducir posibles agentes contaminantes que perjudiquen la proliferacion celular; ya
que el uso de DCM y Hexano pueden disminuir la eficiencia del andamio si no son removidos de

manera correcta.

Durante el proceso de fabricacion valdria la pena evaluar la influencia del enfriamiento de la
solucién de PLA-solvente-no solvente a temperaturas mas bajas y en tiempos méas cortos con la
ayuda de un liofilizador, para determinar la influencia de esto en la microestructura de los poros

asi como en la porosidad del andamio.

Por ultimo se recomienda agregar algin elemento extra en la composicion del Bioglass, buscando
una mejora en futuras aplicaciones tales como la plata cuyo uso como antibacterial, o elementos
como el titanio con sus excelentes propiedades de biocompatibilidad y excelentes propiedades ante

la corrosion que beneficiarian la colocacion y estadia del andamio dentro del cuerpo.
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