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RESUMEN

En biomedicina la reparacién de los defectos éseos se ha convertido en un desafio y
busca alternativas para que el proceso de regeneracion ésea sea de manera optima. Los
andamios compuestos ceramico/polimero han recibido gran atencion en los ultimos afios
ya que pueden tener amplias aplicaciones como substitutos bioldgicos para lograr un
aumento o generar un reemplazo funcional de tejidos u érganos del cuerpo humano. Los
andamios que pueden alcanzar nuevas propiedades unicas en su estructura, morfologia
y composicion, cuyas propiedades partcipan en la interaccién célula-material.

Este trabajo tiene el objetivo de sintetizar materiales compuestos, a partir de andamios
hilados de poli- acido lacico (PLA) y particulas de 6xido de circonio (ZrOz2); para evaluar
el efecto sobre la adhesion, proliferacion y viabilidad celular de osteoblastos en cultivos
in vitro.

Por medio de la técnica de hilado por propulsion de gas se obtuvieron andamios de PLA
y PLA/ZrO2, usando gas argon de 99.99% de pureza a una presion de 35 PSI; con una
punta de 0.3mm, una distancia al colector de 11 cm. Los andamios se caracterizaron por
microscopia electronica de barrido (MEB), difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia
infrarroja (FTIR), pruebas mecanicas de tensién y ensayos de biocompatibilidad.
Nuestros datos muestran la obtencion de andamios fibrilares de PLA mezclados con 0.1g
y 0.5g de particulas de ZrOz2, con escalas nano- y micro- métricas, y conservando su
composicion y morfologia. Los ensayos de biocompatibilidad indican que los andamios
compuestos mejoran la adhesion y proliferacion de los osteoblastos, siendo
biocompatibles y no toxicos para la células.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que la obtencién de los andamios
compuesto de PLA/ZrO2 permite mimetizar la matriz extraceluar del tejido nativo. Asi

como los andamios de PLA/ZrO2 al 0.5g que aumentan significativamente la adhesién y

proliferacion de los osteoblastos en cultivos in vitro.
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ABSTRACT

Bone defects today have become a global problema. In biomedical the repair these has
become a challenge and are looking for alternatives to the bone regeneration process is
optimally. Scaffolds ceramic/polymer composites are receiving an increasing attention as
it can have such wide applications as biological substitutes; to achieve an increase or
functional replacement tissues or organs of the human body, scaffolds that can achieve
new unique properties in structure, morphology and composition, the properties involved
in cell-material interaction.

The purpose is the synthesize composite materials from PLA scaffolds with nanoparticles
of zirconium oxide (ZrO2); to evaluate the effect of adhesion, cell proliferation and viability
of osteoblasts in cultures in vitro.

For medium of the technique air jet spinning was use for obtain PLA and PLA/ZrO:2
scaffolds, using argon gas (99.99%), at a preasure of 30 PSI; with a tip of 0.3mm, a
distance of 11cm of the collector. The scaffolds were characterized by SEM, DRX, FTIR,

mechanical stress tests and biocompatibility assay.

Our data show the obtaining of PLA nanofiber scaffolds and PLA/ZrO2 scaffolds (0.5g
and 0.1g) in nano and micrometer scales, maintaining its composition anda morphology.
Biocompatibility assay indicate that the composite scaffolds improve adhesion and

proliferation of osteoblast, they’re biocompatible andnontoxic to the cells.

In conclusion, we obtained a scaffold that permit mimic the extracellular matrix of bone
tissue. The PLA/ZrO2 scaffolds significantly increase the adhesion and proliferation of

osteoblasts in cultures in vitro.

UNAM vV
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MEC Matriz extracelular

Mm Micrémetros
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PLA Poli- acido lactico

PCL Poli- caprolactona
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FDA Food and drug administration
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FTIR Espectroscopia de infrarrojo de transformadas de Fourier
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T Tetragonal
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TEJIDO OSEO

El tejido 6seo es una forma especializada de tejido conjuntivo, que como otros tejidos
conjuntivos, esta integrado de células y matriz extracelular (MEC). La caracteristica que
distinguen a este tejido de los demas es la mineralizacion de su matriz, que produce un
tejido muy duro capaz de proveer sostén y proteccion’.
El hueso es un tejido vivo complejo, tiene una excelente estructura jerarquica que va de
una escala de nandmetros a macrometros. Es catalogado una estructura “composito”
integrado de una fase organica (base en colagena) y una fase inorganica (mineral) los
cristales de calcio por lo que es considerado una estructura compuesta natural. Su
conformacion consta del 60% del mineral, 30% de matriz extracelular y 10% de aguaZ.
El mineral es el fosfato de calcio en la forma de hidroxiapatita [Ca1o (PO4)s(OH)2]" vy la
matriz extracelular 6sea esta constituida principalmente por la colagena tipo |, y en menor
medida de colageno tipo V. Todos los tipos de proteina colagena representan casi el
90% del peso total de las proteinas de matriz ésea. El otro 10% corresponde a proteinas
no colagenicas. Hay cuatro grupos principales de proteinas no colagenicas:

e Proteoglucanos

e Glucoproteinas

e Proteinas osteo especificas

e Factores de crecimiento y citosinas.’
La matriz extracelular (MEC) posee caracteristicas bioldgicas esenciales que
proporcionan una plataforma para la adhesion celular y la activacion de vias de
sefnalizacion altamente reguladas, asi como también tiene una funcion importante en el
crecimiento, la proliferacion y el comportamiento celular 3 4.
A nivel macroscopico el hueso se divide en dos tipos, el hueso compacto o cortical y el
hueso trabecular o esponjoso® ©.
A nivel microestructural, el hueso cortical se compone de unidades de repeticién de
elementos cilindricos llamados osteonas, que miden aproximadamente 250 um de ancho,

mientras que el hueso esponjoso esta formado de interconexiones de trabéculas con

espacios llenos de médula ésea. Ambas unidades, ostéonas y trabéculas se componen
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de fibras de colagena®. En el centro de la osteona hay un canal vascular denominado
“canal de Havers”, que contiene vasos sanguineos y nervios, este se encuentra rodeado
de 20-30 capas concéntricas de fibras, llamadas laminillas, que estan ordenadas a + 45°
entorno al canal central. Las laminas constan de matrices de fibras de colagena, fibras
de 100-2000 nm de diametro, compuestas de fibrillas de colagenas. Las fibrillas son un
conjunto de moléculas de colagena que se estabilizan con enlaces cruzados y con nano
particulas de minerales incrustadas entre las cabezas y las colas de las moléculas de
colagena. Estos dos componentes forman una estructura compuesta en nanoescala. Las
moléculas de colageno forman una matriz, de tal manera que las moléculas de colagena
estan escalonados cada 67 nm con espacios de 50 nm entre las moléculas, en donde se
encuentran las particulas del mineral que tienen un tamano aproximado de 50 nm x 50

nm x 2 nm (Figura 1). Esta organizacion es considerada la estructura terciaria del hueso®
6

Fibrillas de colagena Orden de las fibras Osteonas e

~1pum ~5um ~ 100 um

Canal de Havers L

— ® ~

— X K \

S8\t l
u ; v
L JE -
S X
”

‘ 4 >/ Canal @avers

Figura 1. Estructura jerarquica del hueso cortical humano.®
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PROPIEDADES MECANICAS DEL HUESO

En el cuerpo, el hueso tiene una variedad de funciones como son: proveer un soporte
mecanico para los tejidos blandos (apoyo), sirve de anclaje con los musculos para
generar movimiento, es por ello que juega un papel importante en la proteccion de
organos vitales.

La anisotropia estructural del hueso permite darle las excelentes propiedades mecanicas
de ser elastico, semifragil y duro. EI componente organico del hueso es el responsable
de la fuerza de tension, es decir de su flexibilidad (traccién). EI componente mineral del
hueso permite que aumente la rigidez del hueso y la fuerza de compresién, debido a los
cristales de HA que estan implicitos en los espacios entre las moléculas de colagena.®
Para conocer las propiedades mecanicas del hueso se han aplicado ensayos que se
utilizan para medir la forma en que un material resiste a una fuerza aplicada, los
resultados de estas pruebas o ensayos seran las propiedades mecanicas de dicho
material .

Para el estudio de hueso una de las pruebas que es aplicable, es el ensayo de tension,
el cual mide la resistencia de un material a una fuerza estatica o gradualmente aplicada
y permite obtener informacion relacionada con la resistencia, rigidez y ductilidad de un
material. Entre los resultados que arroja se encuentra el médulo elastico (mdédulo de
Young).®

El modulo elastico describe la inflexibilidad o rigidez relativa de un material, que se mide
mediante el plano inclinado de la regién elastica del grafico de resistencia-deformacion.
El modulo de Young en las graficas se representa con la letra E y se expresa en unidades
de fuerza por unidad de area, normalmente en giganewtons por metro cuadrado (GN/m2)
o gigapascales (GPa). El modulo elastico representa el coeficiente de fuerza elastica con
respecto a la deformacién elastica, por lo que cuanto menor sea la deformacion causada
por la fuerza dada, mayor sera el médulo de Young.? ©

El hueso compacto tiene una fuerza de compresion entre un rango de 131-224 MPa y un
modulo de Young entre rangos de 17 a 20 GPa. Mientras que la fuerza de compresion y

UNAM 4
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modulo de Young del hueso trabecular es de 5 -10 MPa y 50 —100 MPa respectivamente.
El mddulo de Young del hueso trabecular en un ensayo de tension es de 500 a 700 MgP.?
Sin embargo con esta buena resistencia mecanica es susceptible a fracturas como
resultado de la resorcion fisiologica, traumas por dafio, patologias 6seas, infecciones y
enfermedades dseas.?

Los tratamientos convencionales o tradicionales para los defectos 6seos de tamano
critico son los injertos 6seos como son:

1) Autdégenos: Obtenidos de la misma persona, son considerados el estandar de oro
ya que es un sustituto ideal y una de las técnicas mas preferenciales. Entre sus
limitaciones esta su morbilidad del sitio donador, tamano del defecto 6seo,
problemas de anatomia y estructura y elevados niveles de resorcién durante la
cicatrizacion.?

2) Aloinjertos 6seos: Son obtenidos de individuos de la misma especie, son huesos
de cadaveres, entre sus desventajas pueden inducir una respuesta inmunologica
debido a las diferencias genéticas y hay riesgo de obtener alguna enfermedad de
transmision e infecciones.

3) Xenoinjeros 0seos: injertos obtenidos de origen animal, entre los mas comunes
de tipo porcino y vacuno, entre sus limitaciones se encuentran: el ser rechazados
por las células, suelen ser costosos y requiere de segundas cirugias?® .

A causa de las limitaciones de la interaccion con el ambiente del huésped de estos tipos
de tratamientos, la correccion de los defectos 6seos ha cobrado gran importancia en el
area de ingenieria de tejidos buscando mejorar las estrategias clinicas para su
tratamiento.

La reparacion y reconstruccidon de defectos 6seos requieren estrategias innovadoras con
un montaje jerarquico del tejido, debido a que las propiedades del tejido 6seo son
fuertemente dependientes de la estructura, organizacion de la MEC que se extiende por
varios ordenes de magnitud (nm a cm) y de las células® ©.

La necesidad de obtener un sustituto biolégico usado con seguridad, que sea estéril y

evitar segundas cirugias, ha puesto como enfoque alternativo a la ingenieria de tejidos.

UNAM 5
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INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria de tejidos (TE) es un campo multidisciplinario centrado en el desarrollo y
aplicacién de los campos de conocimiento como de la quimica, fisica, ingenieria, ciencias
de la vida y clinicas para dar solucion a problemas médicos, como es la pérdida de la
funcion de tejidos u 6rganos®'. Tiene como objetivo implementar estrategias para el
desarrollo de sustitutos bioldgicos que restauren, mantengan o mejoren la funcion de un
tejido® 1. Entre las que se encuentra el disefio de andamios para cultivos celulares, que
permitan el crecimiento y nutricion de las células.'? Para lograr la regeneracion de tejidos,
por lo general tres enfoques han sido investigados individualmente o en combinacion:
terapias basadas en células, factores de induccion de los tejidos, y andamios
biocompatibles."

Tres clases principales de biomateriales modernos son utilizados para el disefio de
andamios: bioinertes, biodegradables y bioactivos o materiales compuestos, 314
materiales que pueden ser polimeros, ceramicos y metales que son disefiados para
estimular la respuesta celular especificamente a nivel molecular.'?

Las propiedades fisicas y quimicas asi como la topografia superficial (morfologia, textura,
rugosidad y escala) son parametros que influyen en la interaccion célula-material. Estas
caracteristicas deben promover interacciones especificas con las células, su adhesion
celular y procesos como la proliferacion, la diferenciacion, la organizacién y produccion
de matriz extracelular.?

La innovacion de nuevos materiales se esta abordando en todo el mundo ya que han
ganado gran atencién en los Ultimos afos's. Se han desarrollado andamios biomimeticos
que traten de imitar la biologia de la MEC para promover la curacion y la integracion de
los tejidos del huésped'*. En un enfoque general, materiales que proporcionen un soporte
poroso, que sirvan de molde temporal para cultivos celulares in vitro y permita la

formacion de tejido nuevo'2.

UNAM 6
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ANDAMIOS PARA TEJIDO OSEO

El concepto de “scaffolding” o "andamiaje " como una matriz porosa o como un implante
que permite la infiltracion de las células y regenerar el tejido local fue introducido por
primera vez por Barth en 1893"".

Un andamio es un biomaterial que estructuralmente permite el soporte de células de
dicho tejido para promover su crecimiento, permitir el intercambio de nutrientes y
formacion de matriz extracelular por las células, proporcionando una superficie adecuada
para la fijacion celular, la proliferacion, y diferenciacion6. 17,

El andamio ideal debe ser:

e Biocompatible, el material no debe provocar una respuesta inflamatoria o téxica
sostenida después de la implantacion

e Bioabsorbible, el material debe tener la vida util aceptable y el tiempo de
degradacion del material debe coincidir con el proceso de curacion o
regeneracion.

e Unared altamente porosa, que permita una facil invasion de los vasos sanguineos
con el fin de suministrar nutrientes a las células y permitir el transporte de
desechos metabdlicos.'®

e Tridimensional, con una superficie apropiada para la adhesién celular, la
proliferacion y la diferenciacion. 16 17

e Con una buena resistencia mecanica, para mantenerse estable fisica y
quimicamente hasta la formacién de tejido nuevo.'®

e Los productos de degradacion no deben ser toxicos y deben ser metabolizados y
eliminados del cuerpo.

e El material debe tener la permeabilidad y la capacidad de procesamiento
apropiado para la aplicacion prevista. 18

Los andamios deben ser biodegradables con una tasa de degradacién controlada y
finalmente desaparecer cuando el nuevo tejido esta completamente regenerado.?

UNAM 7
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La biocompatibilidad de un andamio va depender de su: composicién quimica, peso
molecular, solubilidad, forma y estructura, hidrofilicidad, hidrofobicidad, la energia

superficial, la absorcion de agua, la degradacion y el mecanismo de erosion. '8

La arquitectura de los andamios afecta a la unién y la difusion celular. Como se muestra
en la figura 2, los andamios con arquitecturas a nanoescala en comparacion con los
andamios con arquitectura de macroporos y microfibrilares tienen mayor area superficial
para adsorber proteinas, presentando muchos mas sitios de union a receptores de

membrana. 1°
A B C

Macroporos Microfibras Nanofibras

Figura 2. Arquitectura de andamios y unién celular. (a y b) La union celular con los andamios a
microescala es plana y las células se propagan como si se cultivaran en superficies planas. ¢) Los
andamios a nanoescala aumentan el area superficial y aumenta los puntos de contacto con las

, 19
células.

En los ultimos afios se han disefiado andamios micro / nanofibrilares para aplicaciones
biomédicas, debido a que las fibras son de muy pequeno tamafio, y la morfologia se
asemejan a las fibras de colageno en la matriz extracelular (ECM) natural. Los andamios
nanofibrilares tienen mayor area superficial en relacion al volumen y su microestructura

porosa con poros interconectados es propicio para el cultivo de células en el tejido,
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proporcionando un sustrato mas adecuado para la adhesion, el crecimiento, la
proliferacion y la migracion celular 3 20 2!, E| tamafio de poro apropiado y una
interconectividad del 100% no sélo proporcionan la migracién y la proliferaciéon celular,
también permiten la difusion eficiente de los diversos factores de crecimiento y la rapida
vascularizacion® 22,

Los andamios para tejido 6seo deben ser osteoconductivos tales que las células
osteoprogenitoras puedan adherirse, migrar, diferenciarse, y finalmente formar hueso
nuevo después de la degradacidn completa del andamio temporal.

Los andamios fibrilares poliméricos para aplicaciones de ingenieria de tejidos ha tenido
limitaciones como son: escasa biocompatibilidad, liberacion de productos de
degradacion acidos, pobre procesabilidad, baja resistencia mecanica y por ende una
pérdida rapida de propiedades, 2" 23 la mezcla de materiales inorganicos en matrices de
polimeros en una forma particular puede dar lugar a la formacion de materiales de
soporte multifuncionales, unicos y eficaces??°, conocidos como andamios compuestos,
nanoestructurados, hibridos o nanocompuesto. 2%- 21 24.

El uso de andamios nanocompuestos permite mimetizar la matriz extracelular y mejora
significativamente el comportamiento celular” 1625 ya que provee un microambiente de
soporte e interaccion molecular entre las células y los andamios. Como se ha reportado

la MEC natural tiene una funcion importante en el crecimiento, la proliferacion y el
comportamiento de las células. 10 1. 25

Los andamios compuestos han surgido en las ultimas dos décadas como una estrategia
eficaz para mejorar las propiedades estructurales y funcionales de los andamios
monofasicos o convencionales (polimeros sintéticos) como son: rigidez, resistencia, peso,
rendimientos a altas temperaturas, dureza, etc.)® 2627, Como se muestra en la figura 3
los andamios compuestos se han utilizado para obtener una resistencia mecanica similar

a la del hueso trabecular y a la del hueso cortical?®.
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Figura 3. Médulo elastico de diferentes tipos de biomateriales (polimeros, ceramicas) en comparacion con el hueso
trabecular que va de un rango de los 100 a 700 (Mpa) y el hueso cortical de 10 a 20 (Gpa). 28

Los materiales compuestos se pueden clasificar en categorias: con particulas, fibras y
laminares dependiendo de la forma de los materiales?® 3. Esta interaccion es un efecto
sinérgico que conduce a la mejora de las propiedades del material con respecto a los
componentes por separado? 32 34 Cuando la fase inorganica tiene al menos una
dimensidn en escala nanométrica, se le denomina nanocompuesto. Una estructura
nanométrica es definida como aquellas que tienen una dimensién en el rango de 1 —
100nm? 32,35,

Los materiales compuestos particulados contienen particulas, estas particulas pueden
mejorar la rigidez, la resistencia al calor, la conductividad electronica y al mismo tiempo
mantiene bajo peso. En el area bioldégica no presentan citotoxicidad ademas de ser

quimicamente inertes?* 2729 31,
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El uso de materiales nanocompuesto ofrecen ventajas para el uso en aplicaciones
biomédicas, tales como:

e Aumento de la resistencia / dureza

e Tenacidad mejorada

e Menor médulo de elasticidad y menor ductilidad

¢ Reduccion del riesgo de rechazo

e Mayor proliferacion celular

e Promocion de osteointegracion.!? 30. 32
Es por ello que se proponen como excelentes opciones para disefio de andamios en
ingenieria de tejido d6seo® 2% 33y no solamente la combinacion de polimeros y
nanoestructuras permiten nuevas perspectivas en el auto-ensamblaje de los
nanomateriales también se ha reportado su aplicacion biomédica, antibacteriana y
también enfocados a otras areas como fotocatalisis, sensores, almacenamiento de
energia, filtracion, etc.> & 30
En estudios in vitro se ha reportado que andamios con componentes nanométricos, la
osteoconductividad se ve mejorada y las células osteoprogenitoras y osteoblastos
mejoran procesos de adhesion, migracion, diferenciar y sintesis de nueva matriz 6sea'®
36-38 Estas propiedades se ven relacionadas por: una mayor capacidad de humectacion,
de superficie especifica y de energia de superficie que conducen a un aumento de la
absorcion de proteinas, mejoran la adhesion celular e influyen en el crecimiento espacial
de las células en comparacion con los biomateriales convencionales.5 39 40
Debido a estas ventajas este tipo de andamios tienen amplias aplicaciones en la

ingenieria de tejidos, con respecto a tejido 6seo, cartilago y regeneracion epidérmica.’":
41
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TECNICA DE HILADO POR PROPULSION DE GAS “AIR JET SPINNING”
El hilado por propulsién de gas es una técnica que permite la obtencion y fabricacién de
andamios basados en la micro/nano fabricacion, conocida también por sus siglas en
ingles “Air jet spinning” (AJS) #2. Se caracteriza por ser un método sencillo, eficaz, de
bajo costo, de proceso de preparacion rapida y facil. También permite la obtencion de
andamios nanocompuestos, hibridos organicos/inorganicos con estructura micro/
nanofibrilares porosa y altamente interconectados?®. Otra caracteristica Unica de esta
técnica es la alta tasa de produccion en un corto periodo de tiempo (0.5ml / min).1
Basicamente consta de la utilizacion de:

e Un aerografo

e Colector

e Compresora/ tanque de Gas

e Solucion polimérica
La técnica consta de la colocacién de la solucién del polimero en un aerografo que
posterior mente sera expulsado a una cierta velocidad y presion utilizando un gas inerte
mediado por un regulador que esta unido a un compresor o tanque, con el fin de expulsar
y estirar la solucién de polimero por la boquilla del aerégrafo y al mismo instante la
evaporacion del disolvente, permitiendo la formacién de fibras finas. Las fibras formadas

son depositan sobre un colector (figura 4).3 20.16

f..__:‘—l —
T
Colector
boquilla
— \ //
T XY - — .
— 2> /
solucién polimero/cerémica

ceramica

Figura 4. Técnica de hilado por propulsion de gas y mecanismo del AJS para andamios

20
compuestos.
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Los parametros que intervienen para la exitosa obtencion de fibras son: la velocidad de
inyeccion, la presién del flujo de gas, la concentracién de polimero, la soluciéon de

polimero-disolvente y la distancia de trabajo '

POLIMEROS

Los polimeros son moléculas organicas gigantes en cadenas. La polimerizacion es el
proceso mediante el cual las moléculas mas pequefas se unen para crear estas
moléculas gigantes. Comparados con la mayoria de los metales y de los ceramicos, los
polimeros tienen baja resistencia, rigidez y temperatura de fusion.?®
Los polimeros utilizados en ingenieria de tejidos son de origen natural o sintético.
Naturales:

e Polisacaridos: Almidén, alginato, quitosan/quitina y derivados del acido

hialuronico).

e Proteinas: Soya, colagena, seda, gel de fibronectina.
Sintético:

e Poli-acido lactico (PLA), poli acido -glicolico (PGA), poli-caprolactona (PCL), poli

hidroxibutirato (PHB).2 28

Los polimeros sintéticos tienen relativamente buena resistencia mecanica, su tasa de
degradacion y forma pueden ser modificadas facilmente, su superficie suelen ser
hidrofébica y no presenta sefales de reconocimiento celular, mientras que los polimeros
de origen natural tienen la ventaja de tener un reconocimiento bioldégico potencial, pero
tienen bajas propiedades mecanicas.? 33 43,
La familia Poli (a-ésteres) son polimeros sintéticos termoplasticos biodegradables con
enlaces éster alifaticos, hidroliticamente labiles orientados en su columna vertebral,
comprenden la clase de polimeros mas ampliamente investigados.? 8 44
Ejemplos de este tipo de polimeros son el PGA, PLA, y sus copolimeros, como el poli-
acido glicolico (PLGA) que se utilizan con mayor frecuencia en la ingenieria de tejidos.
Son biocompatibles y se degradan en componentes no téxicos con una tasa de
degradacion controlable, aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) para uso

clinico.2 44
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Debido a la relativa facilidad de su sintesis (a través de la apertura de anillo o
polimerizacién por condensacion) y la disponibilidad comercial, este tipo de polimeros,
han sido investigados y usados hasta la fecha en el campo de la medicina, industria y en

el area de la ingenieria de tejidos.?

POLI-ACIDO LACTICO (PLA)

El PLA es un polimero de la familia poliésteres alifaticos termoestables, con uso
frecuente en ingeniera de tejidos? 4. EI PLA es sintetizado a partir de L y D acido lactico,
que se produce a partir de la fermentacion del azucar y polisacaridos tales como: maiz
de trigo, almiddn y otras fuentes. La polimerizacion del acido lactico puede ser por dos
formas por apertura de anillo o polimerizacion por condensacion.*6

El acido lactico es una molécula quiral, existen dos formas esterecisoméricas que
originan cuatro distintas formas morfolégicas del PLA, es D-PLA, L-PLA, D, L-PLA y
meso-PLA. El D-PLA y L-PLA son dos polimeros estereoregulares. La polimerizacion de
estos monémeros conduce a la formacién de polimeros semi-cristalinos'® 44, EI D, L-PLA
es un polimero racimo obtenido de la mezcla del D-y L- PLA, y el meso-PLA puede ser
obtenido del D, L-lactida.

@] O
H H CHs CH3
@] O
O O
CHs CHs - H
a © A g © B

Figura 5. Estructura quimica de los dos isdmeros del PLA. a) L- lactico b) D- lactico. b
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El L-PLA es un polimero biocompatible, biodegradable, cristalino (~37% de
cristalinidad).Tiene una temperatura de transicion vitrea de 60 a 65°C y una temperatura
de fusion de aproximadamente 175°C, tiene excelentes propiedades térmicas vy
mecanicas*’. Sus componentes no son toxicos, y son de degradacion controlable?, se
degrada por hidrolisis de esterificacion en acido lactico, que se descompone en agua y
diéxido de carbono a través del ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs'®, sus tasas de
degradacion se pueden modificar para satisfacer su utilizacion de varias semanas a
varios afos mediante la alteracién de la composicion, la cristalinidad, el peso molecular
y distribucién*'. El PLA es de lenta degradacion en comparacion con PGA, tiene buena
resistencia a la traccion, baja extensiéon y un alto médulo (aproximadamente 4,8 GPa),
por tanto, ha sido considerado como un biomaterial ideal para aplicaciones de soporte
de carga, tales como dispositivos en ortopédia. Por sus caracteristicas el L-PLA es el
mas usado en comparacion con el D-PLA%!.

En su composicién quimica el grupo metilo adicional en la unidad de repeticion PLA (en
comparacién con PGA) hace que sea mas hidrofobo, reduce la afinidad molecular al agua,
y conduce a una velocidad de hidrélisis mas lenta*®. Ensayos in vitro, in vivo han
demostrado su capacidad de degradarse y de mantener su integridad hasta varios
meses?. A pesar de que aproximadamente en 6 meses el polimero empieza a perder su
fuerza cuando se hidroliza, no presenta cambios significativos en la masa'®. Se ha
reportado que el alto peso molecular L- PLA puede tomar entre 2-6 afios para su
resorcion total in vivo?3 41,

Por sus caracteristicas tan atractivas el PLA tiene una alta gama de aplicaciones en el
area textil, industrial, farmacoldgica y médica. Es usado en suturas, implantes para tejido
cartilaginoso y piel, en sistemas de liberacion de farmacos? #° y en ingenieria de tejidos

ha tenido una aplicacion 6sea, usado en dos formas: en andamios y densos?.
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CERAMICOS

Los materiales ceramicos son compuestos quimicos o soluciones complejas, que
contienen elementos metalicos y no metalicos. Tienen una amplia gama de propiedades
mecanicas y fisicas. Debido a sus enlaces idnicos o covalentes, los materiales ceramicos
por lo general son duros, fragiles, con un alto punto de fusion, tienen baja conductividad
eléctrica y térmica, buena estabilidad quimica y elevada resistencia a la compresion?°.

Las ceramicas que son ampliamente usadas en la ingenieria biomeédica y en el campo
de la sustitucion y regeneracidon 6sea, como implantes dentales y en el sistema locomotor,
son denominadas bioceramicas. Las bioceramicas pueden ser clasificadas en bionertes,
bioactivas, biodegradables, porosas y densas. Las bioceramicas bionertes son aquellas
gue no reaccionan al ser implantadas in situ como la alumina, el circonio entre otras. Las
bioactivas se caracterizan por unirse directamente al hueso sin la formacién de tejido
fibroso, como ejemplo es la hidroxiapatita (HA). Las bioceramicas biodegradables se
disuelven con el tiempo reemplazandose por neotejido, como ejemplo tenemos el fosfato
B-tricalcico. Las bioceramicas densas, tienen nula porosidad y la unién con el hueso es
morfolégica; en contraste con las bioceramicas porosas donde presenta una union

mecanica Y la fijacion es bioldgica®®.

OXIDO DE CIRCONIO (ZrO2)

El éxido de circonio comunmente conocido también como circona, fue descubierto en
1789 por el quimico aleman Martin Heinrich Klaproth quien lo obtuvo a partir del
calentamiento de ciertas gemas®°.

La circonia presenta un polimorfismo es decir se puede encontrar en 3 fases cristalinas
dependiendo de la temperatura: monoclinica (M), cubica (C) y tetragonal (T) °'-%3. La
circona pura es monoclinica a temperatura ambiente, siendo esta fase estable hasta los
1170°C. Por encima de esta temperatura se transforma a fase tetragonal y
posteriormente a fase cubica por encima de los 2370°C. Durante el enfriamiento la fase
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tetragonal se transforma a fase monoclinica en un rango de unos 100°C por debajo de
los 1070°C. 54-%6

Por su buena resistencia al desgaste, su dureza, su resistencia a la corrosion y al choque
térmico, su conductividad i6nica a alta temperaturas tiene multiples aplicaciones en la
ingenieria, industria; como catalisis, electrodos y materiales de membrana, etc®3 56.57_ El
interés del uso del circonio como biomaterial radica en su alta estabilidad quimica y
dimensional, su excelente resistencia mecanica y tenacidad a la fractura asi como
también un modulo de Young del mismo orden de magnitud que las aleaciones de acero
inoxidable, tiene una baja citotoxicidad, su biocompatibilidad y respuestas bioldgicas son
similares a las inducidas por el titanio.36: %1

Por su alta dureza y biocompatibilidad tiene amplias aplicaciones en la cirugia 6sea®? %
59, La aplicacion biomédica mas importante de este material ha sido en la fabricacion de
las cabezas femorales que componen las proétesis ortopédicas empleadas en las
reconstrucciones totales de cadera, los primeros reportes de utilizacion de circonio con
este fin aparecieron en 198854 60-62,

El ZrO2 se ha utilizado para el disefio de andamios para ingenieria de tejido, como
ceramica convencional (> 100nm) y como nanoestructura (< 100nm) combinado con
otros materiales para aplicacion en tejido 6seo3” %3, mejorando caracteristicas como son:
resistencia a la fatiga, biocompatibilidad y bioactividad, lo cual le ha permitido ser

aplicados en terapias de cancer, implantes y odontologia®?. 61 64-66,
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CAPITULO
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la ultima década han ido en aumento los defectos éseos, esto puede atribuirse a
diferentes factores como: enfermedades sistémicas, infecciones, patologias 6seas, la
edad etc., convirtiéendose en un problema de salud global y por ende la reparacion de
estos defectos 6seo son un desafio en el area clinica. Siendo el hueso una estructura
compleja y jerarquica se buscan sustitutos bioldégicos que permitan su reparacion y
regeneracion 6sea. En el area de la ingenieria de tejidos se busca un biomaterial que
permitan procesos biolégicos como: adhesion, proliferacién migracion y diferenciacion
celular para que se lleve de manera 6ptima el proceso de regeneracion ésea. Se requiere
de materiales que puedan combinarse y mejorar su aplicacion en esta area, por ejemplo
polimeros y ceramicas que al combinarse pueden mejoran sus propiedades en estructura,
funcién y biologicas; para el desarrollo de andamios celulares que permitan el
crecimiento y nutricién de las células, para que posteriormente puedan formar su propio

tejido.

OBJETIVO GENERAL

Sintetizar materiales compuestos, a partir de andamios hilados de PLA vy particulas de
oxido de circonio (ZrOz2); para evaluar el efecto sobre la adhesion, proliferacion y

viabilidad celular en sistema de cultivo celular de osteoblastos in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Sintetizar nano particulas ZrO2 y su caracterizacion con MEB y DRX.

+ Disenar y fabricar andamios poliméricos compuestos de PLA mezclados a
diferentes concentraciones de nanoparticulas de ZrO:2

» Evaluar las propiedades mecanicas de los andamios de PLA y PLA/ZrO>

» Establecer el efecto de los andamios de PLA/ZrO2 en la adhesién y proliferacion

de las células osteoblasticas en cultivos celulares in vitro.
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HIPOTESIS

Los andamios hilados de PLA/ZrO2z tendran una influencia directa sobre la
biocompatibilidad, modulando la respuesta de las células osteoblasticas en modelos de

cultivos celulares “in vitro”.

JUSTIFICACION

Los avances en los campos de la biomedicina de tejidos 6seos han permitido el desarrollo
de plataformas que actuan como un sustituto artificial de la matriz extracelular, que
recapitulan las funciones basicas del proceso de formacién del hueso, proporcionando
soporte, forma y estructuras superficiales con caracteristicas topograficas y estructurales
que a nivel celular podrian ser 6ptimas. Esta optimizacién busca que la sintesis de
nuevos materiales para implantes o de recubrimientos puedan promover las primeras
fases del proceso de 6seo-integracion como la adhesion, interaccion célula-sustrato,
migracion y proliferacion celular de una manera coordinada para incrementar el éxito en
los procesos de regeneracion 6sea. En este trabajo se pretende el disefio y fabricacion
de andamios hilados de PLA/ZrO2 en rangos nanométricos que pueden conservar la
integridad estructural, dimensional y mecanica con el suficiente tiempo para permitir las
primeras fases del proceso de Oseo-integracion. Por lo tanto; en primer lugar, se ha
elegido al PLA para ser hilado debido a las propiedades de biocompatibilidad y capacidad
de biodegradacién y en segundo lugar, generar las nano particulas de ZrO:2 las cuales
podran controlar el ritmo de los procesos de regeneracion haciendo mas estable el
andamio para conducir en Uultima instancia a la regeneracion del tejido mas

eficientemente.
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3.1 Material
Se utilizaron granulos de PLA (192,000 g/mol) Nature Works D2002. Cloruro de circonio
( ZrCla 99.9%), e hidroxido de sodio (NaOH 99.9%). El disolvente usado para la mezcla

fue cloroformo (ChCls) Baker, México y Etanol al 100%.

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE CIRCONIO POR LA TECNICA
HIDROTERMAL

Se realizé la sintesis ZrO2 por medio de la técnica hidrotermal a partir de dos sustancias
precursoras el cloruro de circonio (ZrCls) y el hidroxido de sodio (NaOH). Se realiz6 una
disolucién en 100ml de agua, utilizando 5 g de cloruro de circonio (ZrCls) con 1.5 g de
hidroxido de sodio (NaOH) con un pH de 14. Por medio de una reaccion de sustitucion

se obtuvo: cloruro de sodio (NaCl) y tetra hidréxido de circonio (hidréxido de circonio V).

ZrCly, + 4NaOH — 4NaCl + Zr(OH),

Variables

A

Temperatura
td o Presion
Tiempo de residencia

ZrCla 4NaOH

Horno

— _ {5
/-"J,y

L
Agitacion magnetica | - 250 °C

NaCl + Zr(OH)a 200°C

Figura. 6 Diagrama de la sintesis hidrotermal. Mezclando cloruro de circonio e hidroxido de sodio.
Usando 200 °C y 250° C de temperatura.
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Se realizan varios lavados con agua destilada para retirar el cloruro de sodio por medio
de decantacion. Posteriormente la disolucion se coloca en un autoclave hidrotermal
(reactor de teflon inerte) y se mete al horno hasta llegar a una temperatura de 200°C.
Por presion a calor se disocia el grupo HsO™ se pasa la disolucion a un vaso precipitado,
el cual se coloca en una estufa y se calienta hasta que llegue a 250°C para disociar el
grupo hidroxilo (OH"), (Figura 6).

El polvo obtenido se pulveriza en un mortero de agata. El polvo obtenido se caracteriza

con difraccion de rayos X (DXR) y espectroscopia Infrarroja (FITR).

DISENO Y FABRICACION DE ANDAMIOS DE POLI ACIDO LACTICO (PLA)

En el disefio del andamio primeramente se estandarizaron variables que modifican la
obtenciéon de las fibras, como son: el porcentaje de concentracion del polimero, la
distancia de la boquilla del aerdgrafo al colector, la presion con la que se expulsa el gas
y el tamafio de la boquilla del aerégrafo.

Se utilizaron 3 concentraciones de PLA al 6%, 7% y 10%, con una proporcion de 3:1 de
cloroformo y etanol dando 100 ml en total. Por cada 100ml del disolvente cloroformo y
etanol se utilizé 6, 7, y 10 g de PLA. Primero se prepara la solucion de PLA (10 g) con
cloroformo (75ml) se dejan en agitacion (magnética) por 24 horas. Posteriormente se
coloca el etanol (25ml) y se deja en agitacion 1 h.

La solucién se colocd en un aerégrafo con una boquilla de 0.3mm de diametro, a una
distancia del recolector de 11cm y con una presion de 35psi de gas de Argon, con un
tiempo de depdsito de 15 minutos. El mismo dia que se termina de preparar la disolucion

se realiza el depdsito de las fibras por la técnica AJS.

FABRICACION DE ANDAMIOS COMPUESTO DE PLA/ZrO:
Para obtener los andamios compuestos se preparo una la solucién compuesta de PLA 'y
ZrO2 a diferentes concentraciones. En 100 ml de solucién de PLA al 10% se agregaron

0.1g y 0.5g de ZrOz. Las nanoparticulas de ZrO2 se mezclaron en etanol y se colocaron
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por 30 minutos a bafio ultrasénico, posteriormente se mezclé con la solucién de PLA

10% y nuevamente se colocaron en bafio ultrasénico durante 1 hora.

PRUEBA MECANICA “Ensayo de tensién”

Los ensayos de tensidén se basaron en la “Norma ASTM-D1708 plastic microtensile
testing equipment” que es usada para medir las propiedades de tension y elongacién de
materiales plasticos de pequefias dimensiones. Las dimensiones y forma de las probetas
para realizar los ensayos se muestran en la figura 7. Las dimensiones de la probeta son
en rangos milimétricos. Para llevar a cabo el corte de las probetas en cada andamio se
usé un suaje a fin de mantener las medidas normalizadas constantes. La medicion de
los espesores de cada probeta fue necesaria para la caracterizacidon mecanica. Para la
medicion de espesores se utilizé un micrometro con indicador digital Mitutoyo modelo
293-67N con un rango de 0-1 pulgada.

El ensayo se realizdé en una maquina Instron 5567, se realizaron 10 probetas para cada
tipo de andamio (PLA, PLA/ZrOz2) a las mismas condiciones.

El ensayo se realiz6 a una velocidad de 1mm/seg. Se realizé la estadistica con ANOVA
de 1 via (p > 0.05).

Figura.7 Procesamiento de probetas. a) Suaje con dimensiones que marca la
norma ASTM D 1708-13 b) Andamios cortados por medio del suaje c)
dimensiones de la probeta de acuerdo a la norma ASTM D 1708-13 d) Instron
5567.
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CARACTERIZACION DE LOS ANDAMIOS

Difraccion de Rayos X

Para caracterizar y conocer la estructura de las particulas de la ceramica de ZrO:2 se
realizd un analisis por rayos X. El cual nos permite conocer la fase estructural en la que
se encuentra la ceramica y si es cristalina, por otro lado arroja datos para sacar el
promedio de tamafo de nano particulas.

El tamafo de particula del polvo se estimé mediante la ecuacion de Scherrer:

ok
~ Bcosh

Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).

Para la caracterizacion de los grupos funcionales del PLA, PLA/ZrO2 se empled la técnica
de espectroscopia de FTIR. Para tal estudio se empled un equipo Shimatzu IRAffinity. Al
absorber la radiacion infrarroja las moléculas perciben los cambios entre estados de
energia vibracional lo que hace posible la caracterizacién de los principales grupos
funcionales de la estructura molecular del compuesto. Los espectros de infrarrojo se

obtuvieron en los intervalos de 4000 a 500 cm""

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se obtuvieron imagenes por la técnica MEB para conocer la morfologia de las
nanoparticulas de ZrO2 y de las fibras PLA, asi como también la distribucion de las
particulas y de la homogeneidad de los andamios nanoestructurados. Se utilizd un
Microscopio Electrénico de Barrido de Emisién de Campo (FE SEM por sus siglas en
inglés) JEOL JSM 7600F. El voltaje de operacion para el haz de electrones fue 15 kV.
Las muestras se prepararon previamente con un recubrimiento de una pelicula de oro
mediante la pulverizacion catédica asistida por plasma para favorecer la conductividad

de la muestra.
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ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD

Cultivo celular

Se cultivaron y expandieron osteoblastos humanos fetales (hfOB 1.19) ATCC CRL-11372,
en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), una
solucion de antibiéticos (penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 ug/ml) y fungisona
(0.3 pg/ml), 100mM de aminoacidos no esenciales y 100mM de piruvato de sodio. Los
cultivos se mantuvieron a una temperatura de 37°C y en una atmésfera de 95% de aire

y 5% de COz2 en un ambiente con 100% de humedad.

Ensayo de adhesion.

Se cortaron discos de 8mm de diametro de los andamios de PLA y PLA-ZrO2. Se
esterilizaron en una solucion de antibiético con etanol durante 1 hora y se dejaron secar.
Posteriormente se dejaron por 1 hora en UV. Se colocaron los discos en placas de cultivo
de 24 pozos y se sembraron las células osteoblasticas a una densidad celular de 1 x 103
células/ mL y se cultivaron durante 4 y 24 horas. Al cabo del tiempo propuesto se
realizaron tres lavados con PBS (solucion amortiguadora de fosfatos) para remover las
células que no se adhieran a las superficies. Las células adheridas al andamio se fijaron
con paraformaldehido al 3.5% durante 1 hora. Posteriormente se realizaron lavados con
PBS. La adherencia celular fue evaluada de acuerdo al método del cristal violeta. Se
adicionan 300 pL de cristal violeta al 0.1% en cada pozo y se deja durante 30 min. Se
realizan aproximadamente 3 lavados con agua bidestilada para remover el colorante no
especifico. Después de los lavados se adicionan 300 uL de dodecilsulfato de sodio (SDS)
al 1%, y se deja por 1 hora. De la solucién obtenida se tomaron 200 yL que se colocaron
en la placa de 96 pozos para ensayos de ELISA y fue leido en un lector para analisis de
inmuno absorcion unida a enzimas (ELISA), a una absorbancia de 560 nm. Los valores
de la absorbancia obtenidos fueron extrapolados a una curva estandar para determinar
la cantidad de células o el porcentaje de células adheridas en los andamios. Se usé como
control las células sembradas sobre la misma placa de cultivo (plastico) y sobre
membranas de PLA en ausencia de las nanoparticulas. Los experimentos de adhesion

celular se realizaron por triplicado, repitiéndose por lo menos tres veces.
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Ensayo de viabilidad celular (citotoxicidad)

Se evalud el efecto nanoestructurado de los andamios por la viabilidad celular con el
ensayo de azul de triazol (MTT) basado en la habilidad de la enzima deshidrogenada
mitocondrial para oxidar una sal de tetrazolio (3-[4,5-dimetiltiazol-2-y]-2-5 bromuro
difeniltetrazolio) a un producto insoluble de color azul. EI MTT se utiliza para evaluar la
viabilidad celular como funcién del potencial redox. Las células respiratorias activas
convierten el MTT soluble en agua en formazan morado insoluble. A continuacion, el
formazan se solubiliza y su concentracion se determina mediante densidad Optica. Se
sembraron 1 x 10% células/mL en los andamios de PLA y PLA/ZrO2 y se incubaron por
3,5,7,14 y 21 dias. Después de cada periodo experimental, las células fueron incubadas
con MTT (120 mg/ml) a 37°C por 4 horas. Pasado este tiempo, se les adiciono 400 pL
de dimetilsulfoxido (DMSO) y se dejo por 30min, el sobrenadante fue removido a una
placa de 92 pozos y se llevé a un lector de ELISA, para obtener la densidad 6ptica a una
longitud de onda de 545 nm. Debido a que la generacién del producto azul es
(directamente) proporcional a la actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, una
disminucién en los valores que se obtengan en la absorbancia a 545 nm nos indicaria
una medida de la viabilidad celular. Los experimentos se realizaran por triplicado
repitiéndose tres veces. Los cultivos control fueron las membranas hiladas de PLA en

ausencia de las nanoparticulas de circonio.

Interaccion célula-material

Para observar la interacciéon de las células en lo andamios se utilizé el kit Cell Tracker
Fluorescents. CellTracker™ Green CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetate) es un
colorante fluorescente que se utiliza para la localizacion y movimientos celulares.
Después de cargarlo en las células, el medio de contraste es bien retenido, lo que permite
el seguimiento de los movimientos celulares, el colorante tiene paso libre a través de la
membrana. Se sembraron 10,000 células en los andamios, colocados en una placa de
48 pozos. Se dejaron por 24 horas. Posteriormente se lava con PBS (solucion salina de
fosfatos) y se incubaron a 37°C con medio sin rojo fenol y con el colorantes cell tracker
a 1hr, pasando el tiempo indicado se retira el medio y se lava nuevamente con PBS. Se

UNAM 27




Laboratorio de Bioingenieria de tejidos

deja con DMEM/SFB durante 2hr. Por ultimo se lavan con agua destilada y se fijan con
PFA 4%.

Por otro lado; se analizé también la interaccion celular por medio de MEB. Las células
sembradas en los andamios se fijaron con PFA 4% durante 30min, se lavaron
posteriormente con PBS y se deshidrataron con etanol en diferentes concentracion
desde 25%, 50%, 75% durante 5min y los de 100% dos veces durante 3 minutos cada
uno. Posteriormente se dejaron secar por 24 horas y fueron recubiertas de oro/paladio
para ser observadas en un microscopio electronico de barrido de emision de campo
(JEOL JSM 7600F).

Analisis estadistico

Todos los ensayos realizados se repitieron al menos tres veces, los datos obtenidos
fueron analizados en el paquete estadistico GraphPad Prism. Se realizd la prueba
estadistica ANOVA de dos vias y Tukey Post-Hoc para la comparacion entre grupos,
representando la significancia * desviacion estandar. Los resultados fueron

considerados significativos con una p < 0.05.
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SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ZrO;

La técnica hidrotermal nos permitié la obtencién de nanoparticulas de 6xido de circonio,
la cantidad que se uso de las sustancias precursoras fue proporcional a la cantidad de
polvo obtenido.

Las nanoparticulas de ZrO2 se caracterizaron por microscopia electrénica de barrido, la

cual nos permite observar la morfologia superficial del material.

Figura 8. Microfotografias de nanoparticulas de ZrO2 por el método hidrotermal. A) Nanoparticulas de ZrO2 en un aumento de
40, 000 X y B) Nanoparticulas de ZrO2 en un aumento 80,000X con morfologia esférica y tamafios menores a 100nm.

Como se muestran en la figura 8, las particulas de ZrO2 se encuentran con una
morfologia de granos semiesféricos y que tienden a formar aglomerados. Asimismo se
pueden observar que los tamafios de grano se encuentran debajo de los 100 nm.

La sintesis hidrotermal fue eficiente para disefiar 6xido de circonio nanoestructurado en
las fases monoclinica y cubica, ademas la concentracion utilizada de cloruro de circonio
e hidroxido de sodio, no alteran de forma significativa el tamafo de grano pero si la
cantidad de polvo obtenido.

Por medio de difraccion de rayos X, se identificaron las fases cristalinas del material y el

tamano de particula promedio.
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De acuerdo a los patrones de difraccion de rayos X (XRD) de las muestras, nos indican
que el ZrO2 es un material cristalino, que presenta dos fases de estructura, la fase
monoclinica y la fase cubica ya que muestran picos caracteristicos de estas fases en:
30.5°, 31.7°, 35.2°, 50.2°, 60.1°, 63.2°. Son fases cristalinas caracteristicas del 6xido de

Figura 9. Difractogramas de las nanoparticulas de ZrO,

circonio, estables quimicamente a temperatura ambiente
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Se calculé el tamarfio del cristal por medio de la ecuacién de Scherrer. Donde d es el
tamafo promedio de la particula, la K la constante Scherrer, A es la longitud de onda, B
representa el ancho del pico a la altura media (FWHM) expresado en radiales 'y © el

angulo de bragg. La férmula aplica a solo tamafios de cristal de 1- 100nm.

KA

d=——
pcosd

La fase cristalina monoclinica presenta tamafos de particulas con promedio de 25 nm,

35.6nm y la fase cubica de 14.4nm y 6.7nm

3 i Left Angle Right Angle FWHM  Obs. Max Gravity C.

3 2-Theta ® 2-Theta ® 2-Theta ® 2-Theta® 2-Theta ®
27558 29045 0510 28153 28180
| 31.182 31.850 0.388 31.562 31.545
3 53.794 54,579 0426 54123 54180
- | 29678 30982 0738 30214 30309
49 685 51155 0728 50136 50.339
T L 58.753 61.041 0878 59806 59.868

o M f | 1
x - ""4‘ l‘ / \ !-l!
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Figura 10. Calculo de la Ecuacién de Scherrer. Mediciones para obtener 3:
representa el ancho del pico a la altura media (FWHM).
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Formula de Scherrer

Fase Cubica
D= 154 x 1077 = 144.46 x 10710 = 14.446
—1.222( ™) 50.320 0 C o
> 180° COS 2
Fase monoclinica
. 1.54 x 10710 — 25624 x 10~10 = 25.624 x 10~°
_.710( T ) 281570 204t X e
) 180° COS 2
Fase cubica
b 1.54 x 10710 =66.19x 1071 = 6.619 x 10~°
—1.539( T 59.081 007X S el
) 180° CoS 2
Fase monoclinica
D 1.54 x 10710 =356.67 X 10~1° = 35.674 10~-°
‘.510( Ul ) 28153 _ >0/ X IR
2 \180°) 72

DISENO Y FABRICACION DEL ANDAMIO

Se desarrollaron con éxito andamios monofasicos por la técnica de hilado a propulsion

de gas (AJS), donde se obtuvieron andamios de 20 x 10 cm sobre el colector de papel

encerado.

Se estandarizaron las variables para su obtencion. (solvente, concentracién de la

solucién, distancia de depdsito) como se muestra en la tabla 1.
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% de PLA 6%, 7%, y 10%

Cloroformo 75 ml
Etanol 25 ml
Distancia de deposito 11cm

Tabla 1. Variables para el disefio de andamios de PLA

Se obtuvieron imagenes por MEB de los andamios de PLA en las tres diferentes
concentraciones (6%, 7%, y 10%), donde se puede observar fibras lisas, uniformes de
un didmetro de 100nm a 1ym con una organizacion de manera aleatoria. Los resultados

demostraron que el incremento de diametro de fibra va relacionado con el peso molecular

y la concentracién de solucion del polimero.

ESIQIE 6701F SEI 150KV X30000 WOD86mm 100nm  ESIQIE 6701F SEI 150KV X30000 WD 75mm  100am  ESIQIE 6701F SEI 150kV - X30000 WOB87mm  100nm

Figura 11. Micrografias de los andamios de PLA. a) 6%. b) 7% y c¢) 10%

En cuanto a las fibras de los andamios de PLA al 10% y con las variables ya
estandarizadas (disolvente 3:1 cloroformo - etanol, a una distancia del colector de 11cm,
a una presion de 35 psi, con un aerdgrafo con una diametro de punta de 0.3mm) se
obtuvieron fibras estrechas, laxas, con una morfologia uniforme, con menos defectos de
polimeros o bulbos y con un diametro variable que oscila entre los 100nm hasta mayores

alum.
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Asi mismo se obtuvieron micrografias de los andamios fibrilares dopados con
nanoparticulas de ZrO2 como se muestra en la figura 13, se puede apreciar y comparar
las diferencias morfologicas entre la constitucion de las microfibras de PLA y la

distribucion de las nano particulas de ZrO2 en concentraciones con 0.1g y 0.5g.

1000 WD7

& /

NS 3 8 Bty i
S A 4\~ we U
SEI 1508V X3.000 WD 8 1mm 1em  ESIQIE SF1 150k X1000 WD 8 1mm 10zan

Figura 12. Micrografias de los andamios. a-b) PLA/ZrO, 0.1g c-d) PLA/ZrO, 0.5g

En las imagenes de la figura 13, se puede observar una disposicion aleatoria de las fibras
colectadas, generando con ello un traslape entre las fibras que a su vez dan lugar a una
porosidad en todo el andamio, este fendbmeno es propio del uso de la técnica. También
es posible observar una morfologia considerablemente homogénea, con fibras continuas

y lisas, sin la presencia de bulbos, aparentemente con diametros de fibras homogéneos,
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la concentracion de las nanoparticulas es mayor en los andamios PLA/ZrO2 0.5gr y no

modifica la estructura de las fibras.

DETERMINACION DEL DIAMETRO PROMEDIO DE LAS FIBRAS HILADAS Y
TAMANO DE PORO.

A partir de las imagenes de MEB se midi6 el diametro de las fibras de los andamios de
PLA/ZrO2 0.5g por medio del software Imagen J. En la figura 14 se puede observar el
histograma, donde se registra un rango de diametro entre 100nm a 1.80um con un
diametro promedio de las fibras es de 313 + 395 nm, observando una desviacion
estandar considerable entre las mediciones realizadas, lo cual nos habla de la variacion

entre el tamano de fibra que componen los andamios.

A
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60 /\
120 ] Diametro promedio: 395 nm Diadmetro de poro interfibrilar: 12
50 um
100 +
2 40
S i
0 ©
80 o8
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\L
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rBametro (hm Bia metr 8(u|§n$n

Figura 13. Histograma. a) Didmetro promedio de las fibras de los andamios compuestos. b) diametro
del poro inter-fibrilar de los andamios compuestos.

El tamano de diametro de los poros oscilan desde 1 um a 50 ym con una media de 12
Mm £ 9 ym. El tamano de diametro es muy irregular, este comportamiento en los

diametros y tamano de poro de las fibras es propio del proceso de hilado.
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ANALISIS DE FTIR

En los analisis de FTIR se identificaron cada uno de los grupos funcionales del andamio
compuesto de PLA-ZrO2, como se muestran en la figura 15, los espectrogramas de los
andamios compuestos a 0.1 y 0.5g de nano particulas de -ZrO2. Se muestran las bandas
en 758 cm', son correspondientes para caracterizar la unién del enlace (vibraciones Zr-
0O), en ambos espectrogramas.

Respecto al espectro infrarrojo en ambos tipos de andamios se muestra la banda de
absorcion caracteristica a 1.750 cm™ que representa C=0 el grupo carbonilo, y el C-O=C
se extiende a 1,090-1,189 cm™! caracteristica de los enlaces éster, ademas se observan
tres bandas en el rango de 1300-1500 cm-" atribuido a los grupos funcionales CH y CH3;
las bandas anteriores son representaciones de PLA y son concordantes con estudios

previos.?0

50

1456 758

1189

100 -

TRANSMITANCIA (u.a.)

50 - 1750
1079

T T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500
NUMERO DE ONDA cm

Figura 14. Espectrograma de FTIR. a) PLA/ZrO, 0.5g. b) PLA/ZrO, 0.1g
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Composito Posiciéon (cm™) Enlace
1750 C=0
1300-1500 CH, CH3
PLA/ZrO2 1189 C-0
1079 C-0=C
758 ZrO2

Tabla 2. Bandas caracteristicas de los grupos funcionales del compuesto PLA/ZrO>

ENSAYO DE TENSION

En la figura 17 se muestra el promedio de los valores del médulo de Young, donde cada
barra corresponde a un tipo de andamio. El médulo de elasticidad promedio calculado
del PLA 10% sin ZrO2 es de 60 + 8 MPa, en el caso de los andamios de PLA/ZrO2 0.1g
la media del modulo de Young es de 173.8 £ 34 MPa y en los andamios de PLA/ZrOz2
0.5g el promedio del valor del médulo elastico fue de 527 + 130 MPa. Podemos observar
que de los tres tipos de andamio el que tiene el 0.5g de ZrO2 aumenta en comparacion
del andamio solo de PLA y PLA/ZrO2 0.1g.

Moédulo de Young

. 800 %
o
o
£
~ 600 -
o
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=
o
> 400 -
@ *
o
2 200
= ] *
Ne) E
: | | IS |
0 T T
PLA/ZrO 2 PLA/ZrO 2 PLA
0.5¢g 0.1g

Tipo de Andamio

Figura 15. Ensayo de Tension. Promedio del modulo de Young con una
velocidad de 1mm/seg. ANOVA 1 via, p<0.05.
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Las propiedades mecanicas de los andamios al agregar las nanoparticulas de ZrO1 son
modificadas, aumentando el valor del médulo de Young, que son significativamente
diferentes en comparacion con el control que es el PLA.

En la figura 18 se muestra el ensayo de tensidn graficando la tension de rotura que es la
maxima tensién a la que se ha sometido el material durante el ensayo. Nos habla de
cuanto resiste el material hasta su ruptura, como se observa el andamio compuesto de
PLA/ZrO2 en comparacion con el PLA aumenta significativamente teniendo una

resistencia que alcanza los 5.0 MPa.

Tensioén
(Ultima carga)

MPa
H
1

Tension
S

0 T T . T
PLA/ZrO 2 PLA/ZrO 2 PLA
0.5¢g 0.1g

Tipo de Andamio

Figura 16. Ensayo de Tensién. Promedio de tension a la ultima
carga. Velocidad de 1mm/seg. ANOVA 1 via, p<0.05.
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ADHESION CELULAR

En la grafica 2 se muestra la evaluacion de la adhesion de los osteoblastos en un periodo
de cultivo de 4 y 24 horas, los resultados se presentan como porcentaje de células
adheridas al sustrato (andamio de PLA y PLA/ZrOz2), en relacion al cultivo control que
son las células osteoblasticas en los platos de cultivos. La adhesion de las células
osteoblasticas se ve favorecida excediendo el 100% de adhesion, encontrandose
diferencias significativas a p<0.05 cuando se compara el proceso de adhesion de las

células osteoblasticas en el los andamios compuestos con el control.

Adhesion Celular
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Figura 17. Adhesion celular a las 4 y 24 horas. Ensayos realizados con cristal violeta. p < 0.05
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PROLIFERACION CELULAR

Los resultados de viabilidad celular para evaluar la citotoxicidad de los andamios fueron
alalisados en el lector de ELISA a una absorbancia a 545nm. El ensayo se basé en la
conversion de la sal de MTT donde se muestra en la grafica 4.un incremento en dicha
reaccion comparada con el cultivo control (PLA) a los dias 7, 14 y continuando hasta el
dia 21.

Este incremento es directamente proporcional al incremento de las células
metabdlicamente activas en los andamios, lo que indica que durante estos dias las
células estan proliferando, creciendo y no existe algun efecto citotéxico del material hacia
las células osteoblasticas.

En el ensayo de viabilidad celular se observa que los andamios que presentaron mejores
resultados optimos fueron los andamios de PLA-ZrO2 En los tres tipos de andamio se
observa el mismo patrén de proliferacion siendo los andamios compuestos los que mayor
proliferacion tiene hasta los 21 dias. Siendo significativamente diferentes en el dia 7 y 21

dias, con una p <0.05.

Proliferacion celular

(hfOB)
2.5
B PLA/ZrO2 0.5g
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Figura 18. . Ensayo de proliferacién a los 3, 5, 7, 14 y 21 dias por MTT. p<0.05
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INTERACCION CELULA-MATERIA.

En la figura 20 se puede observar la interaccion célula osteoblastica con los andamios
compuestos hilado PLA y PLA/ZrO2 a las 24 horas. Se distingue como los osteoblastos
cambian de morfologia debido a que censan y siguen el patrdn fibrilar de la superficie del

andamio, en relacién con el aumento de puntos de contacto en los andamios compuestos.

Figura 19. Micrografias de Inmunofluorescencia ¢/ Cell tracker green . a) PLA-ZrO2 0.5g b) PLA-ZrO2 0.1g c) PLA 10%.

En las micrografias obtenidas por MEB de los andamios de PLA-ZrO2 0.5g con
osteoblastos cultivados a las 24 horas, podemos observar la morfologia que adopta los
osteoblastos. Las células se encontraron bien adheridas y extendidas sobre la superficie,

mostrando una morfologia plana y poligonal.
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Mag= 500X 3 Detector E1

EHT = 20.00 kv Date :31 Mar 2016

Figura 20. Microfotografias de los andamios de PLA-ZrO,. a) 0.5g y b) 0.1g

UNAM

43



Laboratorio de Bioingenieria de tejidos

CAPITULO
5

UNAM




Laboratorio de Bioingenieria de tejido

El disefio y fabricacién de andamios comprende una serie de requisitos importantes para
que puedan cumplir su objetivo, primeramente tienen que ser un soporte para que las
células puedan crear su propia matriz extracelular posteriormente permitir la sustitucion
o regeneracion del tejido dafiado.3 & 20

En el caso de los andamios nanocompuestos, es de gran importancia entender las
técnicas por las cuales van a ser fabricados, ya que desde la obtencién de cada material
por separado va a repercutir en su funcionamiento, y a futuro la obtencion de andamios
que sean relativamente baratos, reproducibles, faciles de fabricar y procesar para su
produccion en gran escala.'®

Los andamios nanocompuestos se basan basicamente en una combinacion fisica de dos
materiales, en este caso fue un andamio con una matriz fibrilar polimérica reforzada de
nanoparticulas de ZrO2. La obtencion de las nanoparticulas se obtuvo por la sintesis
hidrotermal que se define como cualquier reaccion homogénea o heterogénea en
presencia de solventes acuosos en condiciones de temperatura y presion para disolver
y recristalizar materiales que son insolubles a condiciones normales y a comparacion de
otros tipos de métodos como son: sol- gel, rocié pirolitico etc., resalta por sus ventajas
como son: ahorro de energia, baja temperatura de operacién, simplicidad, efectividad de
costo, mejor control de nucleacion, fases puras y materiales homogéneos.? 6%-Permite
obtener particulas en escalas nanométricas a partir de los 100°C.36

Las técnicas utilizadas en el procesamiento de la obtencion de los materiales pueden
alterar la composicion de estos, es por ello que se realiza una caracterizacion de sus
propiedades fisicoquimicas. La DXR es una técnica comunmente utilizada para
caracterizar estructuras cristalinas, el difractograma de las nanoparticulas de ZrO:2
obtenidas, coincide con las fases estructurales monoclinica y cubica que oscilan entre
los 30°, 50°, 60° que son especificos para el ZrO2 y concuerda con lo reportado. 5% 62 67
Los andamios fibrilares con alguna nanoestructura se han funcionalizado para tejido 6seo,
los andamios obtenidos en este trabajo fueron PLA y ZrO2. Debido a la escala en rangos
nanomeétricos los andamios compuestos obtenidos en este trabajo pueden mimetizar la

MEC de tejido nativo, sustituyendo la fase organica con el polimero y la fase inorganica

con la ceramica, cuyas dimensiones se encuentran en el rango en que se encuentran
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ambas estructuras en el tejido éseo. Las Fibras poliméricas obtenidas por la sintesis de
AJS oscilan de los 100nm hasta llegar a 1um de diametro con una media de 395nm, lo
cual podria asemejar a las fibras de colagena cuyas medidas oscilan entre 50 a 500nm
de diametro. Por otro lado en cuestion de la fase mineral, la HA son nanoparticulas que
tiene un promedio de tamafo de 50 nm. En nuestro estudio con la sintesis hidrotermal
se obtuvieron nanoparticulas en rangos de 14 a 35nm las cuales podrian funcionar en
las fibras poliméricas como la HA en la fase colagénica. Por ello; nuestros andamios
compuestos podrian imitar tanto la fase organica como inorganica del hueso asi como
sus propiedades fisicoquimicas y mecanicas.5 &

Por medio del analisis de FTIR de los andamios, se puede detectar los grupos
funcionales que corresponden de cada material, las nanoparticulas muestran un banda
energética en 758 cm-1 correspondiente a la interaccion de los enlaces Zr-O y las bandas
caracteristicas de los grupos funcionales del PLA que son del grupo carbonilo, enlaces
esteres, CH y CHs, no se encuentran bandas que se relacionen con los disolventes
usados, lo cual la técnica de AJS y los parametros usados para la obtencion de la fibras
permiten la eliminacion de estos. 2142 5°

Se comprobé que la adicion de una nanoestructura las propiedades mecanicas del
andamio mejoran, los andamios compuestos aumenta significativamente su valor de
modulo de Young, por lo cual se puede decir que el valor del médulo de Young tiende a
incrementarse al aumentar la concentracion de ZrO2. A mayor modulo de Young nos
indica que el material es mas rigido y tiene una menor deformacion. Los valores entre
las probetas fueron variables ya que la dispersion de las particulas de ZrO:2 en las fibras
no es de manera homogénea y también se le atribuye a las propiedades anisotrépicas
de las fibras hiladas. Los andamios de PLA/ZrO2 0.5g tienen un mddulo de Young
alrededor de los 527Mpa y se encuentra alrededor de los valores del médulo de Young
del tejido mineral éseo que se encuentra en rangos desde los 500 a 700 Mpa.?8

Los ensayos bioldgicos nos permiten dar una nocién del comportamiento que hay por
parte de los osteoblastos y posible comportamiento in vivo.

En los ensayos de adhesion de los tres tipos de andamios fabricados PLA, PLA/ZrO2
0.1g, PLA/ZrO2 0.5g, el andamio compuesto al 0.5g de ZrO2 a las 4y 24 horas, la

adhesion es mayor con respecto al control y al andamio PLA/ZrO2 0.1g, de acuerdo con




Laboratorio de Bioingenieria de tejidos

la literatura el comportamiento celular va estar influenciado por numerosos aspectos
como propiedades fisicas, caracteristicas derivadas de la nanosuperficie, carga de
energia, hidrofobicidad y composicion quimica, retomando lo reportado por Webster et
al 2014, las propiedades biologicas se ven afectadas por la naturaleza de los materiales
utilizados (membrana, de revestimiento, a granel, o de fibra) se confirma que los
andamios nanocompuestos que mimetizan la matriz extracelular y con la introduccion de
una nanoestructura mejora significativamente la adhesion de los osteoblastos.?" €°

La superficie y las propiedades de resistencia mecanicas afectan los procesos celulares,
la literatura reporta que la rigidez de los andamios debe coincidir con la de las MEC del
tejido nativo ya que deben resistir las fuerzas generadas por las células.

Cabe recalcar que en los andamios PLA y PLA/ZrO2 0.1g el patrén de adhesién celular
es muy similar, recordemos que la integracion de las nanoparticulas al andamio es de
forma fisica y la concentracién de nano particulas es 4 veces menor a las del andamio
de PLA/ZrO2 0.5g, asi como también las distribucion de las nano particulas no es de
forma homogénea, lo cual se atribuye que las células tuvieron el mismo comportamiento
ya que los andamios de PLA y PLA/ZrO2 0.1g son muy similares estructuralmente, como
lo podemos observar en las microfotografias de cada andamio.

A las 24 horas podemos observar en las microfotografias por microscopia confocal la
presencia de las células osteoblasticas vivas en los tres tipos de andamios, donde se
observa un cambio de morfologia en las células, siendo su morfologia caracteristica de
poligono. Podemos sugerir que las células empiezan a reconocer un similar
microambiente al del tejido nativo. En los andamios de PLA/ZrO2 0.5g en comparaciéon
con los otros tipos de andamios se puede ver un mayor cambio en la morfologia del
osteoblasto y probablemente la formacién de prolongaciones tipo lamelopodios, que
también nos puede indicar el reconocimiento o sensado a la superficie y que le permitiran
migrar sobre el andamio fibrilar nanocompuesto, mientras que en los otros tipos de
andamios se observa una inclinacion a una morfologia redonda. Asi como también
podemos observar en las microfotografias de MEB a las 24 horas de cultivo, la adhesién
de los osteoblastos con su morfologia caracteristica de poligono o estrellado, algunas
células distribuidas interfibrilar y dentro del andamio, lo cual con lo reportado, los

andamios fibrilares poroso y con una interconectividad permitiran un aumento en la
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adhesion celular y el transporte de fluidos y migracion celular. Esta reportado que
andamios con tamanos de poros de 10 a 50 um permiten la vascularizacién e intercambio
de nutrientes. 2% 22

La proliferacién celular varia con cada tipo célular, una rapida proliferacion nos hablaria
de una rapida reduccion de tejido de cicatrizacion y es un proceso que se requiere al
igual que la migracion celular para que el andamio pueda permitir el desarrollo de tejido
nuevo. El comportamiento de proliferacion celular en los 3 tipos de andamios siguen el
mismo patron de proliferacion celular en los diferentes dias, siendo el andamio de
PLA/ZrO2 0.5g quien mostro una proliferacién significativamente mayor hasta los 21 dias
en comparacion de los demas. Este comportamiento celular en los andamios
nanocompuestos va relacionado desde la adhesidén, ya que esta se vio favorecida
excediendo el 100% en comparacion al control, lo que indica que nuestro andamio no es
toxico. Por otro lado el papel de las propiedades fisicas, quimicas y de topografia
superficial son de gran relevancia y de acuerdo con lo reportado son parametros que van
a inducir senales de reconocimiento celular hacia el andamio. El efecto de la superficie
nanoestructurada estimula la proliferacion y apoyan la diferenciacion ya que
proporcionan un sustrato mas adecuado para la union celular que mejora la absorcién
de moléculas de adhesion como son la fibronectina, vitronectina, laminina e integrina que
pueden activar vias de sefalizacion que cambian el comportamiento de las células,
induciendo favorablemente la interaccion célula- material y mantienen el fenotipo
celular.”. 44

La insercion de nanoparticulas permite conseguir mejor resistencia mecanica que le
permite al andamio una mayor durabilidad y un proceso de degradacién prolongado, esta
caracteristica influye en la nano-interface célula-material.?2 29 30,35

El ZrO2 en diferentes estudios se ha reportado como una ceramica biocompatible y
osteoconductiva ya que en comparacion de otros tipos de aleaciones como el titanio
mejoran la actividad de las células osteoblasticas en los procesos de adhesion,
proliferacion y diferenciacion. Por ende el ZrO2 puede considerarse como un material de

autorregulacion que puede modificar la deposicion de MEC.. 7> 36:42, 52, 66
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron particulas de ZrO2 mediante el método hidrotermal, a partir de polvos

finos y de condiciones 6ptimas como temperatura y tiempo.

El tamafio de particula que se obtuvo, se encuentran en el orden de nanémetros (10 a

35 nm).Se obtuvo un material cristalino en fase cubica y monoclinica del ZrOz2.

La técnica de hilado por propulsion a gas permitié la elaboracion de andamios

compuestos de fibras y particulas con un diametro micro- y nano- métrico.

Los andamios compuestos aumentaron su moédulo elastico a comparacion del andamio
de PLA, debido a la agregacion de las nanoparticulas de ZrO2. El valor del médulo de

Young incremento 5 veces mas en comparacion con el de PLA.

Los andamios compuestos mejoran la adhesion de los osteoblastos en comparacion con

los andamios de PLA.

Los andamio compuestos PLA/ZrO2 0.5g incrementan significativamente la proliferacion
de los osteoblastos en cultivos in vitro en comparacion con los andamios de PLA, debido

a su estructura entrecruzada, interconectada y a su escala micro y nanométrica.

Por ultimo podemos concluir que no solo se obtuvo un andamio compuesto, ya que por
la presencia de una nanofibras y nano particulas es posible catalogarlo como un
nanocompuestos, en los ultimos afos se han propuesto este tipo de andamios para

mejorar las propiedades funcionales y estructurales de los biomateriales abriendo una

perspectiva para aplicaciones biomédicas y en especial en la ingenieria de tejido 6seo.
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