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RESUMEN

El hueso es un tejido dinamico que se encuentra en constante formacion y
reabsorcion durante toda la vida, pero solo hasta la tercera década el balance es
positivo. Este proceso se ve alterado por patologias en las que predomina la
reabsorcion sobre la capacidad regenerativa del hueso. Dentro de éstas se
encuentra la osteoporosis, enfermedad metabdlica 60sea mas frecuente, que
constituye un problema de salud publica a nivel mundial, debido a las fracturas
que ocasiona. El estandar de oro de tratamiento de las fracturas es el autoinjerto,
sin embargo, la poca disponibilidad y la morbilidad asociada limitan su uso, por lo
que se han ideado nuevas estrategias en las que la reparacion del dafio sea
guiada. La bioingenieria de tejidos busca el desarrollo de materiales sintéticos
bioactivos para el reemplazo de tejido 6éseo y que permitan la regeneracion 0sea
guiada, lo cual implica que el material debera tener una funcion temporal, ser
reabsorbible y sustituirse progresivamente por tejido neoformado. Asi, para lograr
un estudio completo de regeneracion Osea guiada se requiere de la
caracterizacion fisicoquimica y de la evaluacion biol6gica de los distintos
biomateriales. Objetivo general: Evaluar in vitro la biodegradabilidad,
biocompatibilidad, osteoinductividad y osteoconductividad de biomateriales de
PLA-PCL-nHA disefiados como andamios de regeneracion ésea. Materiales y
meétodos: Se utilizaron compositos polimero/ceradmico: PLA/PCL: 3/7 w/w con 0, 5
y 10 % de nanohidroxiapatita (nHA). Para la evaluacion acelular y celular de los
andamios se utiliz6 fluido corporal simulado y preosteoblastos (linea celular
MC3T3-E1), respectivamente. Se fabricaron los andamios mediante la técnica de
disolucién y colada con liberacion de particulas, previa fusion del agente
porogeno. Se realizaron las pruebas de azul de alamar, determinacion de
colageno, fosfatasa alcalina y tincion de los depdsitos de calcio para determinar el
estimulo que ejercen los biomateriales sobre la adhesion, proliferacion vy
diferenciacion celular, asi como en la mineralizacion Osea. Resultados. Se
estandariz6 la técnica disolucién y colada con liberacibn de particulas y se
fabricaron los andamios a las concentraciones establecidas. Las pruebas
acelulares mostraron que los productos de degradacion no modifican el pH del
PBS y que la nHA mejor6 la bioactividad de los polimeros. En las pruebas
celulares se observo que los andamios con 10% de nHA promueven mejor la
diferenciacion celular. Conclusiones. Se estandarizd la técnica de disolucion y
colada con liberacion de particulas, previa fusion de agente porégeno, para
sintetizar andamios porosos tridimensionales interconectados de PLA/PCL con 0,
5y 10% de nHA. Los andamios de PLA/PCL/10% nHA presentan mejores
propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad, osteoconductividad vy
osteoinductividad que aquellos que tienen menores concentraciones de nHA.

Palabras clave: hueso, ingenieria de tejidos, regeneracion 6sea, biomateriales,
compositos.
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ABSTRACT

Bone is a dynamic tissue that is constantly in formation and resorption throughout
life, but it is only until the third decade that the balance is positive. This process is
altered by pathologies in which resorption predominates over the regenerative
capacity of the bone. These include osteoporosis, the most frequent metabolic
bone disease, which is a public health problem worldwide, due to the fractures it
causes. The gold standard for treating fractures is autograft, however, poor
availability and associated morbidity limit their use, so new strategies have been
devised in which damage repair is guided. The bioengineering of tissues seeks the
development of bioactive synthetic materials for the replacement of bone tissue
and that allow the guided bone regeneration, which implies that the material must
have a temporary function, be resorbable and be replaced progressively by
neoformed tissue. Thus, to achieve a complete study of guided bone regeneration
requires the physicochemical characterization and biological evaluation of the
different biomaterials. Objective: To evaluate in vitro the biodegradability,
biocompatibility, osteoinductivity and osteoconductivity of PLA-PCL-nHA
biomaterials designed as bone regeneration scaffolds. Materials and methods:
Polymer / ceramic composites: PLA / PCL: 3/7 w / w with 0, 5 and 10%
nanohydroxyapatite (nHA) were used. For the acellular and cellular evaluation of
the scaffolds, simulated body fluid and preosteoblasts (cell line MC3T3-E1) were
used, respectively. The scaffolds were manufactured using the technique of
dissolution and casting with particle release, after fusion of the porogen. Alamar
blue tests, determination of collagen, alkaline phosphatase and staining of calcium
deposits were performed to determine the biomaterials’ stimulation on cell
adhesion, proliferation and differentiation, as well as on bone mineralization.
Results. The technique of dissolution and casting with particle release was
standardized and the scaffolds were manufactured at the established
concentrations. Acellular tests showed that the degradation products did not modify
the pH of the PBS and that the nHA improved the bioactivity of the polymers. In cell
tests it was observed that scaffolds with 10% nHA promote cell differentiation
better. Conclusions. The technique of dissolution and casting with particle release,
prior porogen fusion, was standardized to synthesize interconnected three-
dimensional pore scaffolds of PLA / PCL with 0, 5 and 10% nHA. The scaffolds of
PLA / PCL / 10% nHA have better biocompatibility, biodegradability,
osteoconductivity and osteoinductivity properties than those with lower
concentrations of nHA.

Key words: bone, tissue engineering, bone regeneration, composite biomaterials.
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| INTRODUCCION

Durante toda la vida, los huesos se encuentra en un constante proceso equilibrado
de remodelado el cual se ve afectado por diferentes factores como la edad,
traumatismos, neoplasias o0 patologias que comprometen la capacidad
regenerativa del hueso. La patologia mas frecuente a nivel mundial que causa una
disminucién de la densidad 6sea es la osteoporosis, la cual afecta principalmente
a mujeres después de la menopausia o, de manera general, a hombres y mujeres
después de los 50 afios. Su importancia clinica radica en las fracturas que
ocasiona y a las consecuencias asociadas a éstas. A nivel mundial produce 8.9
millones de fracturas al afio, de las cuales 4.5 ocurren en América Latina y
Europa. Se ha estimado que una de cada tres mujeres y uno de cada 5 hombres
mayores de 50 afios experimentaran una fractura debido a la osteoporosis. Dentro
de las consecuencias que ocasionan se encuentran dificultad para caminar, dolor,
y dependencia de terceros creando asi una pérdida en la calidad de vida de las

personas que la padecen.

Actualmente existen una variedad de alternativas terapéuticas para reparar los
defectos 6seos que incluye el uso de prétesis con materiales que recuperan la
funcién mecanica del hueso y los injertos, entre ellos el estandar de oro es el uso
de autoinjertos. Sin embargo, todos presentan caracteristicas que limitan su
funcion, que van desde la falta de integracion al tejido hospedero de los injertos, la
poca posibilidad de cubrir grandes defectos por los autoinjertos y el riesgo de
transmision de enfermedades o de crear reacciones inmunes severas con los

aloinjertos y xenoinjertos.

Es por ello que surge la necesidad de buscar alternativas terapéuticas que
permitan la restauracion del dafio 6seo a través del uso de materiales que
permitan la formacion de tejido nuevo. En este campo, la ingenieria de tejidos
0seos ha desarrollado andamios que se integran adecuadamente al tejido

hospedero, son biodegradables y no causan reacciones inflamatorias severas; sin

Médica Cirujana y Partera Rosalba Flores Macias 1]
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embargo, el enfoque actual de esta &rea estd en el buscar compositos que
permitan, ademas de las caracteristicas antes mencionadas, la diferenciacion
celular hacia un fenotipo controlado. Es por ello que es un campo amplio de

investigacion.
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Il MARCO TEORICO

2.1 Hueso, funcién y estructura.

El hueso es un tejido conjuntivo duro mineralizado que se encuentra en constante
remodelado. Sus principales funciones son proteger 6rganos vitales, dar soporte
para la movilidad del cuerpo, almacenar iones como calcio y fosforo, regular el pH
y, mediante la hematopoyesis llevada a cabo en la médula ésea, sintetizar células

0seas y sanguineas (Alvarez, 2009; Velasco et al., 2015).

Los huesos constituyen el componente central del sistema musculo esquelético y
consisten de tejido 6seo, médula 6sea, endostio, periostio, cartilago, nervios y
canales vasculares. De acuerdo a su estructura se distinguen dos tipos de hueso,
el cortical o compacto (80%) y el trabecular o esponjoso (20%). Figura 1. El hueso
cortical, presente principalmente en los huesos largos, esta formado por laminillas
Oseas dispuestas de manera concéntrica alrededor de los conductos de Havers.
Por otro lado, en el esqueleto axial prevalece el hueso trabecular en donde las
laminillas se disponen en forma de red que delimitan cavidades que alojan a la
médula ésea. El hueso trabecular es metabdlicamente mas activo que el cortical,
sirve como reservorio de calcio y fosforo para la homeostasis mineral (Velasco et
al., 2015; Evia, 2011; Post et al., 2010).

El tejido 6seo esta compuesto de células (5-10%) que se encuentran embebidas
en una matriz extracelular la cual estd compuesta de minerales (60%), proteinas
(30%) y agua (5%). La fase mineral del hueso esta formada principalmente por
calcio, fosfato y carbonato en forma de cristales de hidroxiapatita y, en menor
proporcién, por magnesio, sodio, potasio, manganeso y flior. Estos minerales
dotan al hueso de dureza, rigidez y le brindan resistencia a las fuerzas de
compresion. Aproximadamente el 90% de la matriz organica u osteoide esta
compuesta de colageno, del cual el 95% corresponde a colageno tipo |y el 5% al

tipo V. Este le brinda al hueso resistencia a la traccion y flexibilidad. El resto de las

Médica Cirujana y Partera Rosalba Flores Macias 3|
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proteinas no colagenas corresponde a glicoproteinas (osteocalcina, osteonectina y
fibronectina), proteoglicanos (condroitin, queratan sulfato) y citoquinas (Evia, 2011,
Bernabéu et al., 2006).

Spongy
bonc Spongy bone
30 Compact bone
Proximal — = = \

e . Articular
epiphysis A iNsl ATy
et 00— Articular cartilage

\_ cartilage
o Epiphyseal
fine

Periosteum

Medullary
cavity

Diaphysis —{

Perlosteum

(Sharpey'’s)
fibers

Nutrient
arteries

Distal ——
epiphysis

Figura 1. Estructura del hueso. (https://humananatomywiki.com)

Las células 6seas derivan de dos lineas celulares, células madre hematopoyéticas
en el caso de los osteoclastos y células madre mesenquimales en el de los
osteoblastos y osteocitos (Alghazali et al., 2015). Figura 2.

Los osteoclastos (100 um) son responsables de la reabsorcién 6sea. Para ello, se
adhieren a la matriz mineral mediante su borde en cepillo, en donde liberan
protones generados por la anhidrasa carbénica Il y enzimas proteoliticas que
acidifican el pH, permitiendo asi la reabsorcion del hueso a través de la
solubilizacion de la matriz organica primero y de la mineral después (Alghazali et
al., 2015).
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Hematopoietic Mesenchymal
stem cells stem cells

S

'

Pre-osteoblasts

Figura 2. Células 6seas. (Alghazali et al., 2015)

Los osteoblastos (20-30 upm) sintetizan las proteinas de la matriz organica y
regulan la deposicién de los minerales a través de las proteinas no colagenas.
Durante su diferenciaciébn van expresando proteinas especificas que pueden
utilizarse como marcadores osteogénicos. La primera evidencia de diferenciacion
osteogénica es la expresion del factor de trascripcion Runx2 que alcanza niveles
maximos en el preosteoblasto. El osteoblasto completamente diferenciado se
caracteriza por expresar fosfatasa alcalina y colageno tipo I. Al término de su vida
media, que es de 1 a 10 semanas, los osteoblastos pueden sufrir apoptosis o
transformarse, ya sea en células limitantes o en osteocitos, al quedar atrapados en
la matriz mineral. Estos ultimos son las células mas abundantes del hueso y
representan el estadio final de diferenciacion de los osteoblastos. Tienen una
forma estrellada con mdultiples prolongaciones que les permite detectar las
variaciones mecanicas de las cargas, fendbmeno denominado

mecanotransduccion, y asi controlar el remodelado 6seo. Las células limitantes,
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de forma elongada y plana, constituyen junto con el endostio una capa protectora
de la superficie del hueso que participa en la activacion del remodelado 6seo.
(Alghazali et al., 2015; Ferndndez-Tresguerres et al., 2006a).

2.2 Remodelado 6seo.

El hueso es un tejido dindmico que se encuentra en constante formacion y
reabsorcion de manera equilibrada. Este proceso de remodelacion permite
mantener el volumen 6seo, reparar el dafio tisular y conservar la homeostasis del
metabolismo del fosforo y calcio. En el adulto, se renueva cada afio un 5% del
hueso cortical y un 20% del trabecular, debido a que la superficie del hueso
trabecular es mayor en comparacion con la del cortical (Fernandez-Tresguerres et
al., 2006b).

El remodelado éseo se lleva a cabo en la superficie ésea en unidades basicas
multicelulares o BMU (basic multicelular units) las cuales comprenden a los
osteoclastos, osteoblastos y osteocitos dentro de la cavidad de remodelacion
Osea. Consta de 6 fases consecutivas denominadas: activacion, reabsorcion,
reversa, formacién, mineralizacién y quiescente (Fernandez-Tresguerres et al.,
2006b). Figura 3.

precursor Osteoblast

o . precursors
- Osteoclast Active osteoclast Osteoblast Bone
()

g remodeling
Lining cells

EEEE
Resting

bone
surface X Resorption

,(X Activation K Reversal Bone formation Mineralization
7
Osteocyte

Figura 3. Remodelado éseo. (Bringhurst et al, 2005).

En la primera fase se activa la superficie 6sea que se encuentra en quiescencia
mediante la retraccion de las células limitantes y de la digestion de la membrana

endostica por colagenasas, ademas se atraen al sitio preosteoblastos los cuales al
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diferenciarse se adhieren a la matriz ésea a través de integrinas para comenzar la
fase de reabsorcion. Tanto la fase de activacion como la de reabsorcion se
encuentran reguladas por la relacion entre el receptor activador del factor ligando
nuclear kB (RANKL) y la osteoprotegerina (OPG), interleucinas | y 6, factor
estimulante de colonias (CSF), hormona paratiroidea, 1,25-dihidroxivitamina D y
calcitonina. En la fase de reabsorcion los osteoclastos primero disuelven la matriz
mineral, mediante la liberacion de iones hidrogeno a través de la bomba de
protones ATPasa y canales de cloro al compartimento de reabsorcion, acidificando
el pH; y, posteriormente, a través de la secrecion de fosfatasa é&cida tartaro
resistente, catepsina K, metaloproteinasa 9 y gelatinasa, los osteoclastos digieren
la matriz osteoide formando en el hueso trabecular lagunas de Howship y en el
cortical los conductos de Havers. Figura 4. Dicho proceso es terminado por
macréfagos durante la fase reversa y permite la liberaciébn de factores de
crecimiento que se encuentran en la matriz, principalmente factor transformante
del crecimiento B (TGF-[3), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y
factor analogo a la insulina | y Il (IGF-I y Il), que actian sobre preosteoblastos
como quimiotacticos y ademas estimulan su proliferacion para dar inicio a la fase
de formacion. En esta fase los preosteoblastos sintetizan una sustancia
cementante en donde se va a adherir el tejido nuevo. Una vez diferenciados en
osteoblastos, comienzan a sintetizar la sustancia osteoide que rellena el area
reabsorbida. Treinta dias después comienza el proceso de mineralizacion, el cual
finaliza a los 130 dias en el hueso cortical y 90 dias en el hueso trabecular; tras
esto, el hueso regresa a un estado quiescente o de reposo (Clarke, 2008;
Fernandez-Tresguerres et al., 2006b; Eriksen, 2010).

Este proceso de remodelada dura toda la vida, sin embargo, es hasta los 30 afos
qgue el balance es positivo, después se mantiene con pequefas variaciones hasta
los 50 afios. A partir de aqui predomina la reabsorcién y la masa 6sea comienza a
disminuir. En este proceso de desequilibrio, en el que la pérdida 6sea supera la
capacidad regenerativa del sistema, también participan factores mecanicos o
traumaticos, procesos infecciosos, alteraciones hormonales, genéticas,

vasculares, nutricionales, neoplasias, entre otras patologias (Suérez, 2012).
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Figura 4. Reabsorcién 6sea. Formacién de las lagunas de
Howship y conductos de Havers. (Sims y Martin, 2014)

2.3 Fracturas por osteoporosis.

La osteoporosis, desorden comun del remodelado éseo que constituye un
problema de salud a nivel mundial, es la enfermedad metabdlica méas frecuente
caracterizada por una masa 0sea baja y deterioro estructural del hueso que causa
aumento de la fragilidad 6sea y susceptibilidad a las fracturas. (Guia de Practica

clinica; Pefa et al., 2015).

Su importancia clinica reside en las fracturas, consideradas como la mayor
complicacion de la osteoporosis, y las consecuencias que conlleva. En relacion a
las fracturas, los huesos que mas frecuentemente sufren de éstas son el radio en

su extremo distal, el fémur y himero en el extremo proximal, y vértebras, debido a
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que tienen mayor cantidad de tejido 6seo esponjoso (Bracho, 2015). Datos de la
International Osteoporosis Foundation (IOF) muestran que a nivel mundial se
producen mas de 8.9 millones de fracturas anualmente debidas a la osteoporosis,
de las cuales, 4.5 ocurren en América Latina y Europa. Se estima que una de cada
tres mujeres y uno de cada 5 hombres mayores de 50 afios experimentaran una

fractura por osteoporosis (IOF).

Dentro de las complicaciones que ocasionan estas fracturas se incluyen la
dificultad para caminar, la dependencia de terceros, la deformidad, el dolor y los
problemas psicosociales, que van desde la depresion hasta la disminucién de la
autoestima; las cuales llevan a una pérdida de la calidad de vida de las personas
gue la padecen. Las fracturas de cadera estan asociadas con una mortalidad del 8
al 36% en el primer afio, ademas, el 20% de los pacientes con esta fractura
requerirdn cuidados de enfermeria, 10% quedan dependientes y solo el 40%
podran recuperar completamente sus actividades habituales (Bracho, 2015;
Cosman et al., 2014).

En México y en el mundo, durante los ultimos afios, la poblacién adulta ha venido
incrementado debido al aumento en la calidad de vida y a la disminucion del
namero de muertes por procesos infecciosos, por lo que la piramide poblacional se
esta invirtiendo. Figura 5. Esto se encuentra acompafiado por un proceso de
transicion epidemioldégica en el que predominan las enfermedades crénico-
degenerativas, lo que explica el aumento en la frecuencia de la osteoporosis y
fracturas debido a ésta (Lucio et al., 2012; Clark et al., 2010). Para el afio 2050 se
estima que en América Latina las fracturas de cadera en personas de 50 a 64
afos incrementaran un 400%, mientras que en mayores de 65 afios en un 700%
(IOF).
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Piramides poblacionales de México, 2000 y 2050
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Figura 5. Piramide poblacional de México. (Lucio et al.,
2012).

2.4 Terapias de reparacion 6sea.

La primera terapia empleada para reparar las lesiones 0seas como las fracturas
consiste en la implantacion de protesis hechas a base de materiales, como titanio
y cementos 0seos, que son capaces de restablecer el funcionamiento mecanico
de los huesos. Sin embargo, ésta conlleva una serie de efectos secundarios que
limitan su efectividad. Entre éstos se encuentran la falta de osteointegracion, el
desgaste del tejido circundante por las fuerzas de roce durante el movimiento, la
fractura del implante y/o la infeccion posquirdrgica. Esto condujo a la busqueda de
otras terapias y es asi como surgié el uso de injertos (Alvarez, 2009). Los
autoinjertos consisten en fragmentos de tejido 6seo obtenidos de una zona sana
del paciente e implantados en el area afectada. Aunque son considerados el
estandar de oro de trasplante 6seo, por no generar respuestas inmunes y por
integrarse bien, sus desventajas restringen su aplicacidon clinica, como lo es la
poca disponibilidad para cubrir grandes defectos y la morbilidad de la regién
donadora (Alvarez, 2009; Khan y Ahmad, 2013). Por otro lado, los aloinjertos, que

son fragmentos de tejido 6seo obtenido de otro sujeto de la misma especie, tienen
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una alta posibilidad de integrarse al huésped si son tratados adecuadamente, no
obstante persiste el riesgo de transmision de enfermedades, infeccion y rechazo
(Alghazali et al., 2015). Los xenoinjertos, fragmentos obtenidos de una especie
diferente, son materiales de relleno osteoconductivo inerte que sirven como
andamios para la formacion de hueso nuevo; empero poseen un alto potencial de
generar reacciones inmunes severas y transmitir enfermedades (Alvarez, 2009;
Liu y Kerns, 2014).

Para combatir las desventajas presentadas por los autoinjertos, aloinjertos y
xenoinjertos, se ha desarrollado la ingenieria de tejidos 6seos como alternativa
terapéutica que produce implantes biocompatibles que pueden recuperar la
funcionalidad del area afectada mediante la induccion de la formacion de nuevo
tejido (Alvarez, 2009; Stevens et al., 2008).

2.5 Ingenieria de tejidos.

La ingenieria de tejidos se define como un campo interdisciplinario que aplica los
principios de la ingenieria y de las ciencias de la vida para desarrollar sustitutos
biolégicos que se encargan de restaurar, mantener o mejorar la funcion tisular
(Baino et al., 2015). La ingenieria de tejidos 6seos busca desarrollar implantes
biomiméticos para reparar los huesos y guiar su regeneracién hasta recuperar su
funcionalidad. Los tres componentes basicos de la ingenieria tisular son células,
andamios y moléculas bioactivas que, juntos, se conocen como la triada de la
ingenieria de tejidos (Murphy et al., 2013). Figura 6. Esta estrategia consiste en la
extraccién de una biopsia de tejido autélogo para aislar y expandir las células in
vitro, las cuales posteriormente son sembradas en una matriz tridimensional o
andamio con factores de crecimiento que intentan simular la matriz extracelular,
para finalmente ser implantado en el area afectada y asi estimular la regeneracion
Osea (Sabir et al., 2009; Alvarez, 2009).

El proceso de ingenieria de tejidos comienza con la fabricacion de un andamio, el
cual es un elemento esencial en esta area, que se puede definir como una matriz

tridimensional porosa que soporta la adhesion, proliferacion y diferenciacion
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celular hacia un fenotipo osteoblastico para asi promover la regeneracion in vitro e

in vivo. (Thavornyutikarn et al., 2014).
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Figura 6. Triada de la regeneracion 0sea. (Alvarez, 2009).

Estos andamios deben cumplir con caracteristicas que los hacen ideales para
poder desempefar su funcién, las cuales deben ser tomadas en consideracion al
momento de ser fabricados. Estas caracteristicas (que se muestran en la Tabla I)

dependen de la naturaleza de los biomateriales y del proceso de fabricacion.
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Tabla |. Caracteristicas ideales de los andamios.

CRITERIO DESCRIPCION

Biocompatibilidad | Integracion adecuada al tejido hospedero sin producir
efectos toxicos o respuesta inmune.
Osteoinductividad | Proceso mediante el cual se reclutan células madre y
osteoprogenitoras en el sitio a regenerar, estimuladas
para diferenciarse hacia la linea osteogénica.
Osteoconductividad | Los andamios deben actuar como soporte estructural
que permitan la adhesién, proliferacién y diferenciacion
de las células.
Biodegradabilidad | La degradacién debe ser a un ritmo que permita la
deposicion de tejido nuevo para que, cuando la lesion
esté totalmente regenerada, el andamio se haya
degradado totalmente; ademads, los productos de
degradacion no deben ser téxicos.

Propiedades | Los andamios deben soportar la carga segun el sitio

mecanicas | donde seran implantados.

Estructura porosa | Deben ser altamente porosos y tener poros entre los 100
y 500 um, interconectados para permitir la difusién de
nutrientes y gases, remocién de desechos metabdlicos y
la vascularizacion.
Fabricacion | Su fabricacion debe ser facil, reproducible y de bajo

costo para su comercializacion.

*Nota. Para la realizacion de esta tabla se hizo una revisién de varios articulos:
Estrada et al., 2006; Velasco et al., 2015; Baino et al., 2015; Thavornyutikarn et al.,
2014.
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2.6 Biomateriales.

Los biomateriales se pueden definir como un material que, solo o como parte de
un sistema complejo, interactia con sistemas biolégicos para evaluar, tratar o
reemplazar cualquier funcion, tejido u 6rgano. Dentro de los biomateriales que
pueden ser utilizados para la fabricacion de andamios se encuentran tres grupos,
las ceramicas, los polimeros sintéticos y naturales, y sus compositos (O'brien,
2011; Thavornyutikarn et al., 2014).

Los materiales ceramicos incluyen de manera general a los fosfatos de calcio y
biovidrios; de éstos, los mas utilizados son los fosfatos de calcio debido a que son
osteoinductivos, es decir, permiten la proliferacion y diferenciacion osteoblastica;
bioactivos, debido a su habilidad de formar en su superficie apatita 6sea o
hidroxiapatita carbonatada; y biocompatibles porque forman enlaces fuertes y
estables entre el hueso y la interface del biomaterial. No obstante, cuentan con
propiedades mecanicas bajas que los hacen fragiles, ademas no son moldeables y
su ritmo de degradacion no es controlable, lo que restringe su uso en la ingenieria

de tejidos por si solas (O'brien, 2011; Velasco et al., 2015).

La hidroxiapatita (HA) es el fosfato de calcio cristalino (Caw (PO4)s(OH)2) mas
utilizado para la fabricacion de andamios debido a su estructura similar a la fase
mineral del hueso, a su excelente biocompatibilidad y osteoconductividad. Sin
embargo, sus aplicaciones clinicas en la ingenieria de tejidos son limitadas debido
a sus propiedades mecéanicas bajas y su lenta degradacion (Baino et al., 2015;
Thavornyutikarn et al., 2014).

Los polimeros pueden ser de origen natural, como el coldgeno, o sintéticos. Los
primeros generalmente no causan reacciones inflamatorias ya que son
biocompatibles, sin embargo, tienen propiedades mecanicas pobres y un alto ritmo
de degradacion, incluso persiste el riesgo de crear reacciones inmunes y transmitir
enfermedades debido a cualquier impureza que haya quedado en el material
durante el proceso de obtencién, por lo que se limita su utilidad dentro de la
ingenieria de tejidos (Stevens, 2008; Ozdil y Aydin, 2014).
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Ademas de ser biocompatibles y biodegradables, los polimeros sintéticos en
comparacion con los naturales, tienen la ventaja de que su ritmo de degradacién
puede ser controlable variando la cantidad de polimero, sus propiedades
mecanicas son reproducibles y predecibles, y pueden ser fabricados con formas y
tamafios moldeables. Dentro de sus desventajas se encuentran el riesgo de
rechazo debido a su baja bioactividad y el generar reacciones inflamatorias por
sus productos de degradacion, que son acidos (Thavornyutikarn et al., 2014).

Los polimeros sintéticos mas utilizados son los poliésteres, como el acido
polilactico (PLA) y la policaprolactona (PCL), que se degradan mediante hidrolisis
en productos metabolicos naturales. ElI PLA es de interés para la ingenieria de
tejidos debido a su excelente biocompatibilidad in vivo y buena osteoinductividad,
a esto se le afiade que tiene un bajo indice de degradacién con buenas
propiedades mecanicas, por lo que es Util para la aplicacion de grandes cargas
(Velasco et al., 2015; Thavornyutikarn et al., 2014; Ozdil y Aydin, 2014). Por otro
lado, la PCL tiene propiedades similares al PLA, pero con un ritmo de degradacion
mas lento (2-3 afios) debido a su alta cristalinidad y propiedades mecanicas
inferiores. La PCL tiene la habilidad de promover el crecimiento osteoblastico y
mantener su fenotipo, es decir, es osteoconductivo, por los que se ha utilizado

como implantes a largo plazo (Velasco et al., 2015; Thavornyutikarn et al., 2014).

Para superar las limitantes de cada material por separado se han fabricado
compositos que combinan las mejores caracteristicas de los diferentes materiales
y alcanzar un efecto sinérgico entre éstas (Liu et al., 2013). En un intento por
imitar el hueso se estan desarrollando compositos polimero/ceramico, ya que
combinan la osteoinductividad de los fosfatos de calcio con las propiedades
mecanicas, degradabilidad y control de las caracteristicas geométricas de los
polimeros (Velasco et al., 2015). Ademas, el agregar ceramicas bioactivas a una
fase polimérica no sélo se contrarresta la baja bioactividad de los polimeros sino
que también neutraliza los productos de degradacion acidos de los polimeros.
(Thavornyutikarn et al., 2014; Stevens, 2008).
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Las ventajas y desventajas de las ceramicas, los polimeros sintéticos PLA y PCL,

y los compositos se muestran de manera resumida en la Tabla Il.

Tabla Il. Ventajas y desventajas de los biomateriales. (Modificado de Thavornyutikarn et al.,
2014).

BIOMATERIAL VENTAJAS DESVENTAJAS
Polimeros Biocompatibles Reaccion inflamatoria  por los
sintéticos Biodegradables productos &cidos de degradacién
PLA Buen procesamiento | Propiedades mecanicas limitadas
PCL Biodegradabilidad lenta
Fosfatos de calcio | Excelente Fragiles
HA biocompatibilidad Degradacion lenta
Osteoconductividad
Compositos Excelente Aln no son como la matriz natural
biocompatibilidad del hueso
Osteoconductividad Fabricacion compleja
Degradacién
controlable
Propiedades
mecanicas mejoradas

2.7 Técnicas de fabricacion de andamios.

Para la fabricacion de andamios se han desarrollado varios métodos, los cuales se
han clasificado en dos categorias que incluyen las técnicas de fabricacion
convencional y prototipado rapido, también llamada técnica de fabricacion sélida
de forma libre (Thavornyutikarn et al., 2014). Dentro de la primeras encontramos
aguellas técnicas que nos permiten obtener andamios porosos, mediante el uso de
agentes pordgenos y fibras. Ejemplos de técnicas que permiten la fabricacién de
andamios porosos incluyen disolucion y colada con liberacion de particulas,
saturacion con gas, extraccion congelante y separacion de fases. Figura 7. De

manera general, en esta categoria se utilizan materiales solidos disueltos, a los
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que se les incorporan porégenos para posteriormente procesar las mezclas segun

la técnica y finalmente remover los porégenos mediante evaporacion o disolucion.

(Nigam y Mahanta, 2014).
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Figura 7. Técnicas para la fabricacién de andamios porosos. a)
disolucion y colada con liberacion de particulas b) formacion de
espumas por saturacion con gas, c) separacion de fases, d)

proceso de moldeo, e) extraccién congelante. (Modificado de Zhu

v Chen. 2013)
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La técnica de disolucion y colada con liberacion de particulas consiste en colocar
una solucion de polimero en un molde que contenga cualquier sal soluble como
cloruro de sodio (NaCl) o citrato de sodio, posteriormente se deja evaporar el
solvente quedando atrapados los cristales de la sal empleada en el polimero. La
sal es eliminada sumergiendo los moldes en agua el tiempo necesario hasta que
se disuelva por completo. Figura 8. Este es un método simple y facil que permite
obtener andamios 3D al controlar el tamafio de los poros y la porosidad en base al
tamafio de las particulas de sal y las concentraciones de sal/polimero utilizadas.
Sin embargo, controlar la interconexién de los poros es una de las principales
desventajas de éste método, a esto se le agrega una geometria de poros irregular

y variacion en los tamarfos de éstos (Mallick et al., 2015; Murphy et al., 2002).
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Figura 8. Técnica de disolucién y colada con liberacion de particulas (Bartis y
Pongracz, 2011).

Médica Cirujana y Partera Rosalba Flores Macias 18 |



Evaluacion bioldgica in vitro de biomateriales de PLA-PCL-nHA aplicables a la U.M.S.N.H
regeneracion de tejidos dseos. 2017

Para superar las limitaciones de la técnica descrita, Murphy (2002) propone
fusionar los cristales de NaCl sometiéndolos a 95% de humedad durante un
periodo de 0 a 24 horas, permitiendo una mejor interconexiébn de poros. Este
ambiente provoca cambios en la estructura de los granos de sal, en los que se
resaltan el aumento de la curvatura de los bordes y esquinas de cada grano de
sal, favoreciendo la formacion de puentes entre éstos en sus puntos de contacto
(Murphy et al., 2002). Figura 9.

Figura 9. Fusion de granos de sal. Izquierda, sal aun no sometida a humedad.
Derecha, cambios estructurales de los granos posterior a 95% de humedad
(Murphy et al., 2002).

El electrohilado, otro método convencional, es una técnica que utiliza voltaje
eléctrico para producir fibras de una solucién de polimero, como se observa en la
Figura 10. Esta técnica permite la fabricacion de varios patrones de fibras con
diametros que van de los handmetros a los micrometros, que proveen de una gran
area de superficie. En el contexto de la ingenieria de tejidos se limita su uso
debido a que los poros que genera son pequefios, impidiendo la infiltracion de
células, generacibn de nuevo tejido y vascularizacion. Las células, por
consecuencia, quedan en la superficie del electrohilado y las respuestas del tejido
en donde es implantado soOlo se llevan a cabo en la periferia de estas fibras
(Bhardwaj y Kundu, 2010; Bencherif et al., 2013).
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Figura 10. Técnica de electrohilado. (Bhardwaj y Kundu, 2010).

En el prototipado rapido se utilizan estrategias de fabricacién en capas para crear
andamios con caracteristicas personalizadas desde un modelo 3D generado por
computadora. Tiene las ventajas de poder controlar la distribucion y tamafio de los
poros, asi como la pared del material; sin embargo, requiere de instalaciones
especificas y tiene ciertas limitaciones en cuanto a la estructura tridimensional y el

tamafo de poro (Bencherif et al., 2013).

Cada técnica le confiere caracteristicas especiales a los andamios fabricados,
desde su arquitectura interna, como el tamafio de poro y su distribucién, la
porosidad, la interconectividad y hasta sus propiedades mecéanicas. Por lo que, al
momento de elegir el método mas adecuado para fabricar un andamio, es
necesario conocer las caracteristicas que brindan dichas técnicas y las demandas

especificas del tejido a tratar (Thavornyutikarn et al., 2014).
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2.8 Antecedentes. Andamios de PLA/PCL/HA.

La tercera generacion de andamios busca construir materiales que no solo sean
biocompatibles y biodegradables, sino que también promuevan la diferenciacion a
un fenotipo controlado de las células, es decir, que sean osteoinductivos. En un
intento de imitar la matriz extracelular del tejido 6seo es que en los ultimos afios
ha venido un creciente incremento en la fabricacion de andamios hechos a base
de compositos, para aprovechar las ventajas de cada material y reunirlas en un
s6lo andamio (Polo et al., 2014; Baino et al., 2015). Entre estos materiales, y por
las caracteristicas previamente descritas, se encuentra la hidroxiapatita y los
polimeros sintéticos de policaprolactona y acido polilactico. Compositos a base de
éstos ya han sido fabricados con diferentes técnicas y estudiados con diferentes
enfoques. No obstante, se debe recordar que la técnica a elegir deber& disefar
andamios con las caracteristicas deseadas y, en el caso de la ingenieria de tejidos
0seos, se busca construir andamios tridimensionales porosos e interconectados
aunado a las demas caracteristicas que los convierten en ideales para llevar a

cabo su funcion, guiar la regeneracién ésea.

En un primer trabajo realizado en el 2010 por Fang y colaboradores, se fabricaron
andamios mediante electrohilado a base de PCL/PLA/HA con las mismas
concentraciones de polimeros (1:1 peso/peso o w/w, por sus siglas en inglés) y
concentraciones crecientes de HA. Como control utilizaron andamios de PCL/PLA
1:1 w/w. Lograron obtener nanofibras con estructura porosa y superficie rugosa
que favorecié la adhesion y proliferacion celular, siendo significativamente mas
alta en los compositos con HA en comparacion con aquellos andamios de
PCL/PLA.

Otro estudio realizado en el 2011, mediante la técnica de electrohilado se
fabricaron andamios con concentraciones de PCL/PLA de 8/4 w/w sin y con 20%
de nanohidroxiapatita (nHA). En sus conclusiones describen que los andamios con
nHA y con medio osteogénico mejoran la osteogénesis de las células y que, por lo
tanto, puede ser propuesto como un relleno en defectos 6seos (Bakhshandeh et
al., 2011).
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Liao y colaboradores (2012) fabricaron membranas de PLA/PCL 1/1 w/w sin y con
10 y 20% de nHA mediante electrohilado. Como resultados obtuvieron que, a
mayor porcentaje de nHA, los andamios presentan mayor porosidad y menor
hidrofobicidad, parametros que mejoraron la degradacién de las membranas ya
que los productos de degradacion no mostraron ser citotoxicos para las células
madre aisladas de tejido adiposo.

En el mismo afio, Wu y colaboradores (2013) sintetizaron compositos de
nanofibras, mediante la técnica extraccion congelante combinada con la lixiviacion
de particulas, con PLA/PCL 70/30 w/w sin y con 20% de nHA. Estos compositos
fueron sumergidos en fluido corporal simulado (SBF, por sus siglas en inglés) para
determinar su bioactividad, concluyendo que la nHA mejoré la actividad biolégica

de los compositos.

En el 2015 se llevd a cabo un estudio de degradacion hidroelectrolitica a largo
plazo con compositos de PLA/PCL 80/20 y 20/80 w/w sin y con 20% de nHA,
elaborados con la técnica extraccion congelante con lixiviacion de particulas. Los
participantes concluyeron que los productos de la hidrélisis no modifican el pH;
ademas, que los andamios de PLA/PCL 20/80 con nHA mostraron mejores

propiedades mecanicas y menor degradacién (Rodenas et al., 2015).

Finalmente se hizo un estudio donde se evalud la bioactividad de nanofibras
electrohiladas de PLA/PCL disueltos a diferentes concentraciones con y sin HA.
De acuerdo a sus datos, los compositos con HA y en medio osteogénico

presentan una excelente bioactividad (Qi et al., 2016).

En la mayoria de los trabajos descritos hasta el momento, en el que sintetizan
compositos de PLA/PCL/HA, utilizan el electrohilado. Los estudios realizados
sobre estos compositos, independientemente de la técnica de fabricacion utilizada,
se dirigen hacia la evaluacion de la degradabilidad, bioactividad vy
osteoinductividad; sin embargo, las primeras dos caracteristicas se puede decir
gue estan bien demostradas por los grupos de trabajo, en cambio, queda auln

inconcluso el estudio de la capacidad de los compositos de estimular la
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osteogénesis ya que los pocos trabajos enfocados a ésta lo realizan estimulando
con medio osteogénico a las células, por lo que no se puede concluir que el

material por si solo induzca a la diferenciacion celular.

Con esto queda en claro que, hasta el momento no se ha encontrado el material
que cumpla con todos los requisitos necesarios, razén por la cual, la ingenieria de

tejidos es un campo amplio de investigacion.
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Il JUSTIFICACION

Debido al aumento de la poblacién adulta y a la transicion epidemioldgica que la
estd acompafando, es que se ha visto un incremento en las enfermedades
crénico-degenerativas como la osteoporosis. Esta representa un problema de
salud publica a nivel mundial debido a las fracturas y consecuencias que ocasiona.
Para su tratamiento, actualmente las terapias cuentan con varias limitaciones, por
lo que es necesario desarrollar y estudiar biomateriales que permitan estimular y

conducir la regeneracion 6sea.

IV HIPOTESIS

Los andamios con composiciones PLA/PCL (3/7 w/w) y 10% de nHA presentan
diferencias  significativas en sus propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad, osteoinduccién y osteoconduccion que aquellos que contienen

menos proporcién de nHA.
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V OBJETIVOS

5.1 Objetivo general.

Evaluar in vitro la biodegradabilidad, biocompatibilidad, osteoinductividad vy
osteoconductividad de biomateriales de PLA/PCL/nHA disefiados como andamios

de regeneracién 6sea.

5.2 Objetivos especificos.

1. Sintetizar y realizar la caracterizacion acelular de andamios de
PLA/PCL/nHA.

2. Realizar estudios de viabilidad, citotoxicidad, adhesién y proliferacion
celular de preosteoblastos expuestos a andamios de PLA/PCL/nHA.

3. Validar el proceso de diferenciacibn osteogénico de preosteoblastos
expuestos a andamios de PLA/PCL/nHA.

4. Identificar la o las composiciones que presenten diferencias significativas en
sus propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad, osteoinduccion y

osteoconduccion.
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VI MATERIALES Y METODOS

6.1 Andamios a evaluar.

Compositos  polimero  ceramico de &cido polilactico-policaprolactona-
nanohidroxiapatita (PLA-PCL-nHA) a concentraciones de PLA/PCL 3/7 w/w con 0,
5y 10% de nHA en relacion al peso de la mezcla polimérica. Para su sintesis se
empled la técnica disolucion y colada con liberacion de particulas y previa fusion

de agente pordgeno.

Se utilizé &cido polilactico granulado GOODFELLOW, policaprolactona 45 000 de
peso molecular en forma de pellets y hidroxiapatita en nanopolvo con una tamafio
de particula de <200 nm (Sigma Aldrich). Como disolvente se manej6 el
cloroformo y como agente pordgeno el cloruro de sodio con tamafios entre 140 y

400 um. Los moldes fueron de teflén con 1 cm de alto y 9 mm de didmetro interno.
6.2 Modelo acelular.

Para evaluar la bioactividad de los andamios a través de la formacién de
hidroxiapatita (HA) se utilizo la solucién de Kokubo (se disuelven en 900 mL de
H20: 7.996 g de NaCl, 0.350 g de NaHCOs, 0.224 g de KCI, 0.228 g de
K2HPO4*3H20, 0.305 g de MgCl2*6H20, 87.28 mL de HCI 35.4%, 0.278 g de
CaClz, 0.071 g Na2S0O4, 6.057 g (CH20H)3sCNHz; se ajusta el pH a 7.25 con HCl y
se afora a 1 L ), también llamada fluido corporal simulado (SBF). La solucion se

preparé de acuerdo a lo establecido por Kokubo y Takadama (2006).
6.3 Modelo celular.

Se utilizo la linea celular de preosteoblastos de raton (Mus musculus) MC3T3-E1
subclona 4 (ATCC CRL-2593) bajo condiciones de proliferacién. Esta linea celular
se caracteriza por tener un crecimiento adherente con morfologia fibroblastica;

exhibe altos niveles de diferenciacion en medios de cultivo que contienen acido
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ascorbico y fosfato inorganico, formando una matriz extracelular bien mineralizada
después de 10 dias (Wang et al., 1999).

6.4 Sintesis y preparacion de los andamios.

6.4.1 Sintesis de andamios con la técnica disolucién y colada con liberacion de

particulas y previa fusion de agente porogeno.

Para la sintesis de los andamios se siguid la técnica disolucién y colada con
liberacion de particulas modificada por Murphy (2002). De acuerdo a ésta, los
moldes con NaCl se someten a 95% de humedad por periodos de 0 a 24 horas
para fusionar los cristales de NaCl y asi garantizar la interconexion de los poros.
Después se contintian con los pasos de la técnica normal en donde los polimeros
se disuelven en cloroformo con agitacion durante 8 horas por separado y la nHA
se sonica por 15 minutos antes de agregarse a la solucion de polimeros.
Posteriormente la solucion, que se mantiene siempre en agitacion, se agrega a los
moldes que contienen la sal. A continuacion se deja evaporar el cloroformo en un
cuarto a temperatura ambiente durante 24 horas, se desmoldan las muestras y
finalmente se hacen lavados continuos con agua destilada estéril para eliminar el

agente pordgeno y asi obtener los andamios tridimensionales.

Para someter los cristales de NaCl a humedad se utiliz6 una incubadora
(ThermoForma) sin eyeccion de CO2. Se determinaron las condiciones necesarias
para alcanzar la humedad requerida de 95%. Para ello se utiliz6 la carta
psicométrica que permite establecer el porcentaje de humedad con las
temperaturas de un bulbo seco y uno humedo. Primero se colocaron dos litros de
agua destilada estéril en una charola dentro de la incubadora y dos termometros,
uno con una gasa humeda envolviendo al bulbo. Después, sin abrir la incubadora,
se tomaron las temperaturas cada hora y se determiné el porcentaje de humedad

con la carta sicométrica hasta que se obtuvo el 95% de humedad.

Una vez alcanzada la humedad, se establecié el tiempo necesario para que los
cristales se fusionaran adecuadamente y asi obtener andamios tridimensionales

con poros interconectados. Se siguieron los pasos que a continuacion se
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describen. Se sintetizaron andamios de PLA sometiendo los cristales de NaCl a
95% de humedad durante 2, 4, 8, 12, 16, 20, 22 y 24 horas. Se observaron al
microscopio electronico de barrido (MEB) para determinar el tamafio de poro, la
porosidad y la interconexion y asi fijar las horas adecuadas para obtener los

andamios con las caracteristicas requeridas.

Una vez establecidas todas las condiciones, se procedié a elaborar los andamios

con las diferentes composiciones.
6.4.2 Preparacion del biomaterial.

Previo a su uso, en las pruebas de degradacion, bioactividad y pruebas celulares,
los biomateriales fueron esterilizados siguiendo el protocolo que a continuacion se
menciona: se colocaron los andamios en tubos conicos de 14 mL por separado, se
agrego la cantidad suficiente para recubrir los andamios de etanol al 70% durante
6 horas. Transcurrido el tiempo y bajo condiciones de esterilidad se retir6 el etanol,
se lavaron tres veces con agua tridestilada estéril y se pasaron a cajas de Petri
estériles destapadas, en donde se dejaron secando por mas de 8 horas en
campana de flujo laminar y con luz ultravioleta. Se almacenaron en esterilidad

hasta su uso.
6.5 Caracterizaciéon acelular de los andamios.
6.5.1 Morfologia por MEB.

Para evaluar la interconexiéon, distribucion y tamafio de poro, asi como las
caracteristicas de superficie y distribucién de particulas de nHA, los andamios
fueron observados en el MEB del Instituto de Investigaciones Metallrgicas de la
U.M.S.N.H. Para ello, los andamios se deshidrataron con soluciones crecientes de
etanol al 25, 50, 75 y 98 % durante 10 minutos respectivamente, repitiendo el
procedimiento con etanol al 98%. Se retir6 el etanol y se dejaron secar en
campana de flujo laminar por mas de 8 horas. Una vez deshidratadas, las
muestras fueron recubiertas con cobre por el personal técnico adjunto al Instituto
para hacerlas conductoras. Ademas de las microfotografias, se realiz6 un analisis

de espectroscopia de energia dispersa (EDS, por sus siglas en inglés) para
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analizar la composicion elemental de las muestras y “mapping” para determinar la

distribuciéon de la nHA sobre el andamio.
6.5.2 Porosidad.

Se utilizé el programa Image J para determinar la porosidad de los andamios. Para
ello se utilizaron las imagenes captadas en el MEB y se siguid las

recomendaciones del programa para su analisis.
6.5.3 Degradacion de los andamios y su efecto en el pH.

Los andamios estériles se sumergieron en agua destilada estéril en tubos conicos
de 50 mL durante un mes, por cuadriplicado cada andamio. Se dejaron en
condiciones de esterilidad en campana de flujo de laminar durante este tiempo.
Para determinar el grado de degradacion se tomaron dos muestras de cada
composito cada 7 dias (la primera semana un par de cada andamio, la segunda
semana el siguiente par) y se colocaron en caja de Petri estéril donde se dejaron
secar por 24 horas en campana de flujo laminar. A las 24 horas se tomaron los
pesos de las muestras y se regresaron al tubo cénico con agua. El grado de
degradacion se calculé por diferencia en peso seco. Por otro lado, para determinar
el efecto que ejerce la degradacién de los andamios sobre el pH del agua, se

midio el pH directamente cada dos dias.

Una vez finalizado este tiempo, los mismo andamios se colocaron en una solucion
salina amortiguada por fosfatos (PBS 1X) 0.01 M en tubos coénicos de 50 mL
durante una semana en campana de flujo laminar para determinar si los cambios
de pH pueden ser amortiguados por el PBS. Para ello, se midié el pH de las

muestras el dia 1 y 7 directamente en el PBS.
2.4 Andlisis de bioactividad de los compositos.

Para determinar la capacidad de formacion de HA de los andamios, éstos se
sumergieron en SBF (una muestra de cada composicion por dia). Para cada

andamio se calculé el volumen de SBF a utilizar con la siguiente férmula:
Vs =Sa/10
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Donde: Vs es el volumen de SBF (mL) y Sa es el &rea de superficie aparente del

espécimen (mm?2).

Para sumergir por completo los andamios estériles en la solucidén, se les puso un
palillo de plastico previamente esterilizados en autoclave que los mantuvo en el
fondo. Las muestras se incubaron a 36°C sin CO2 durante 1, 7, 14 y 21 dias. Una
vez pasado el tiempo de incubacion, se tom6 la muestra y se lavo cuidadosamente
con PBS 1X, se dej6 secar durante 24 horas en campana para posteriormente ser
pesadas y determinar la ganancia en peso seco. Finalmente las muestras fueron

deshidratadas y llevadas al MEB para evaluar la formacion de HA.
6.6 Andlisis bioldgicos
6.6.1 Cultivos celulares.

Las células se sembraron en Medio Esencial Minimo a (MEM-a, INVITROGEN)
suplementado con suero fetal bovino (SFB INVITROGEN) al 10% y amikacina
(100 pg/mL). Los cultivos se mantuvieron en condiciones de proliferacion
exponencial a 37°C y en una atmésfera con 5% de COz, realizando las resiembras

cada tercer dia.

Para las pruebas de adhesién, viabilidad y proliferacion celular con azul de alamar,
los andamios estériles se colocaron sobre placas de cultivo de 24 pocillos y se
sumergieron en MEM-a durante 12 horas. Posteriormente el medio se retird y los
andamios fueron cultivados con 500 000 células en 1 mL de MEM-a
aproximadamente. Se mantuvieron en incubacién a 37°C con una atmoésfera de
CO2 al 5% durante 4 horas para permitir la adhesion de las células al material y
realizar la lectura con azul de alamar como se describira mas adelante. Al finalizar
el ensayo se agregoé medio nuevo a los andamios y se mantuvieron en incubacion

para repetir el procedimiento a las 24, 48, 72 y 120 horas.

Para evaluar el estimulo que ejercen los andamios sobre la diferenciacion de los
preosteoblastos, determinada con fosfatasa alcalina y colageno, los andamios
estériles se colocaron en placas de 24 pocillos con 500 000 células en 1 mL de

MEM-a. Se incubaron a 37°C con una atmésfera de CO2 al 5%. Se cambio el
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medio cada tercer dia para renovar nutrientes. Se montaron los cultivos
necesarios para sacrificar una muestra de cada condicibn a los tiempos

establecidos.

Para evaluar el grado de mineralizacion mediante la tincién de rojo de alizarina los
andamio estériles se sumergieron durante 12 horas en MEM-a en una placa de 24
pocillos antes de ser sembrados con 500 000 células en 1 mL de MEM-a. Se
mantuvieron en la incubadora a 37°C con una atmosfera de CO:2 al 5% durante 28
dias con cambio de medio cada tercer dia. Se tomaron muestras los dias 1, 7, 14,
y 21.

6.6.2 Ensayo de Azul de Alamar para medir la adhesion y proliferacion celular.

El dia en que los andamios fueron sembrados, dia 0, se evalué la adhesion
celular; para ello, los andamios se cambiaron a un pozo nuevo con 1 mL de MEM-
a en condiciones de esterilidad. A partir de aqui se siguio el protocolo sugerido por
el proveedor. Primero el Azul de Alamar (INVITROGEN) se descongela y
atempera. Posteriormente se agrega una proporcion equivalente al 10% del
volumen del cultivo a los pozos en donde se cultivaron inicialmente los andamios y
a los pozos donde fueron recolocados. Ademas, se incluyen controles negativos
que consisten de medio sin células con y sin azul de alamar. Las muestras se
incuban a 37°C con 5% de CO:2 durante 4 horas. Pasado este tiempo, se colecta 1
mL de los sobrenadantes de cada muestra para realizar la lectura
espectrofotométrica. Previo a ello, a los cultivos con andamios y al control negativo
se les adiciona el MEM-a necesario y se regresan a incubar. La absorbancia se
midié en un espectrofotdmetro visible a 570 nm que mide la cantidad de la forma
oxidada (resazurina) y a 600 nm que mide la cantidad de la forma reducida
(resorufina). Para determinar la proliferacion celular se siguié este protocolo, con

la diferencia de que el material ya no fue recolocado en otro pozo.

La concentracion celular viable es proporcional al porcentaje de la forma reducida

de Azul de Alamar. Esta se determiné con la siguiente ecuacion:

ARy = Ayw — (Auw * Ro) * 100
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Donde:
Ro= factor de correccion. Ro = AOLw/AOnw

AOLw = AOs70 = Abs a 570 nm del medio con azul de alamar — Abs a 600 nm del

medio solo.

AOnw = AOso0 = Abs a 600 nm del medio con azul de alamar — Abs a 600 nm del

medio solo.

ALw = = As70 = Abs a 570 nm de la muestra — Abs a 570 nm del medio solo.
Anw = Asoo = Abs a 600 nm de la muestra — Abs a 600 nm del medio solo.
6.6.3 Adhesidn celular por Microscopia Electrénica de Barrido.

Para observar la adhesion de las células sobre los andamios, asi como su
proliferacion, se tomd una parte de las muestras de rojo de alizarina una vez
fijadas las células al biomaterial. En seguida los biomateriales se deshidrataron
con soluciones crecientes de etanol al 25, 50, 75 y 98 % durante 10 minutos
respectivamente, repitiendo el procedimiento con etanol al 98%. Se retir6 el etanol
y se dejaron secar en campana de flujo laminar por mas de 8 horas. Para observar
las muestras al MEB, se llevaron al Instituto de Investigaciones Metalurgicas de la
U.M.S.N.H donde fueron recubiertas con cobre por personal técnico para hacerlas
conductoras. Como controles de comparacion se utilizaron andamios sin células y

andamios sin células sumergidos en MEM-a durante 21 dias.
6.6.4 Diferenciacion de preosteoblastos.
6.6.4.1 Determinacién de colageno.

La determinacion de colageno se llevo a cabo los dias 3, 7 y 14 posteriores al
cultivo de células sobre los andamios. Se obtuvieron las muestras a procesar, se
lavaron en dos ocasiones con PBS 1X, se fijaron con 300 pL de solucién de
Bovin’s (15 mL de solucion saturada de acido picrico mas 5 mL de formaldehido al
35% y 1 mL de acido acético glacial) durante una hora en agitacion y oscuridad.

Posteriormente se les agregé agua destilada hasta cubrir los andamios por 15
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minutos y se decanto, se lavaron las veces necesarias hasta retirar el excedente
de la solucion fijadora. Se dejaron secar por aireado para agregar 300 uL de &cido
picrico saturado 1.2% w/v (BICCA), el cual se dejé durante 1 hora en agitacion y
oscuridad. Una vez pasado el tiempo se retir0 el colorante y se lavé con acido
clorhidrico 0.01 N, se tomaron fotos representativas con un microscopio
electronico invertido y se adicion6 1mL de hidréxido de sodio 0.1 N para disolver el
colorante, se mantuvo en agitacion por media hora en oscuridad. Finalmente se
recolect6 el sobrenadante para hacer lecturas de absorbancia en el

espectrofotometro a 550 nm utilizando como blanco hidréxido de sodio 0.1 N.
6.6.4.2 Determinacién de fosfatasa alcalina con 4-MUP.

Este ensayo se realizé los dias 1, 7, 14 y 21 posteriores al cultivo. En condiciones
no estériles se lisaron las células de acuerdo al siguiente protocolo. Las muestras
se lavaron dos veces con PBS 1X, se les agreg6 400 pL de Igepal (0.2% en PBS
1X) por 30 minutos en agitacion. El lisado se pas6 a un tubo eppendorf el cual se
centrifug6 a 16 000 g's durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido se guardé a
-70°C hasta procesar las muestras con 4-MUP. Para realizar este ensayo se
siguieron los pasos que a continuacion se describen. En una placa negra de 96
pocillos se agreg6é 50 pL de cada uno de los lisados de proteinas obtenidos, a
éstos se les adiciondé 10 pL de una solucién de TRIS 50 Mm, BSA 0.1% y 4-MUP
200 pM por 30 minutos para finalmente medir la fluorescencia en un
espectrofluorometro a una excitacion de 360 nm y emisibn de 450 nm. Los
resultados fueron normalizados con el total de proteina, determinado mediante el

método de Bradford.
6.6.4.3 Tincién histoquimica con Rojo de Alizarina S.

Se determiné el grado de mineralizacion 6sea con la cuantificacion de los
depasitos de calcio a los 7, 14 y 21 dias posteriores al cultivo. Para fijar las células
adheridas al biomaterial, los andamios se lavaron dos veces con PBS 1X y se les
adicioné6 200 pL de solucion fijadora (2% v/v paraformaldehido y 0.2% v/v

glutaraldehido en PBS 1X) por 30 minutos, posteriormente se lavaron dos veces
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con PBS 1X. Las muestras se tifieron con 300 pL de Rojo de Alizarina S 40 mM
disuelta en etanol por 20 minutos en agitacion y oscuridad. Se retir6 el colorante y
se lavo con agua tridestilada las veces necesarias para eliminar el exceso de rojo
de alizarina (hasta que el agua salié clara). Posteriormente, para solubilizar el rojo
de alizarina S fijado a los nddulos de calcio, se adicion6é 1mL de solucién de SDS
al 5% en HCI 0.5 N por 30 minutos en agitacién y en oscuridad. Se recupero el
sobrenadante en una celdilla para espectrofotometro y se midié la absorbancia a
415 nm. Como blanco se utilizo la solucion de SDS al 5% en HCI 0.5 N. La

absorbancia es proporcional al nimero de nddulos tefiidos.
6.7 Andlisis estadistico.

Se utilizé estadistica descriptiva determinando medias y desviaciones estandar.
Se aplicé el test de ANOVA para comparar las diferencias entre los grupos, y la
prueba posc hoc de Tukey para establecer las diferencias intra grupo; se
consider6é como diferencia significativa los valores de p < a 0.05. El estudio de
degradacion y su efecto en el pH se realizé por cuadriplicado. Para determinar la
frecuencia de los tamafios de los poros se utilizaron 3 imagenes de MEB a

diferente magnitud y para la porosidad 4.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Sintesis de andamios.

Para la sintesis de los andamios se utilizo la técnica de disolucién y colada con
liberacion de particulas y previa fusion del agente pordogeno modificada por
Murphy (2002); para ello primero se establecieron las circunstancias de humedad

y tiempo de incubacion necesarios para garantizar la interconexion de los poros.
7.1.1 Humedad al 95%.

De acuerdo a Murphy (2002), para fusionar los cristales de NaCl, éstos se deben
someter a una humedad del 95%. Para ello se calcularon las condiciones
necesarias para alcanzar dicha humedad colocando una charola con 2 litros de
agua estéril en una incubadora que no inyecta CO2. Se determiné la humedad con
una carta psicométrica que utiliza la medicion de temperatura de un bulbo seco y
uno humedo, lecturas tomadas cada hora hasta llegar a la humedad requerida.

Los resultados se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Determinacion del porcentaje de humedad con carta
psicométrica.
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Como se puede observar, tras 7 horas de incubacion se alcanza el 94% de
humedad, el cual se mantiene sin variaciones conservando el volumen del agua y
sin abrir la incubadora, dos aspectos muy importantes a tener en consideracion

una vez que se pongan los moldes con NaCl a incubar para fusionar los cristales.
7.1.2 Determinacion del tiempo de incubacién para la fusion de NaCl.

Los cristales de NaCl se sometieron a 95% de humedad durante 4, 8, 12, 16, 20,
22 y 24 horas para determinar el tiempo de incubacion requerido para que éstos
se fusionen y garanticen asi la interconexion de los poros. Una vez fusionados se
les agregd PLA para caracterizarlos mediante microscopia electronica de barrido y

asi establecer la hora en la que se obtienen las caracteristicas solicitadas.

La humedad en las muestras fue en aumento conforme las horas de incubacion,
observandose muestras bien hidratadas a partir de las 20 y 22 horas; a las 24
horas la humedad es tan considerable que llevo a una pérdida de volumen de la
sal colocada.

De acuerdo a las imadgenes de MEB (Figura 12) se puede observar que en las
muestras incubadas a 95% de humedad durante 4 a 16 horas los cristales ain no
estan adecuadamente fusionados, ya que en éstas se pueden observar poros de
menos de 300 um en los que predominan los poros de menor tamafo, ademas
éstos presentan la forma de los cristales de NaCl e incluso se observan crateres.
A las 22 y 24 horas de incubacion se obtuvieron andamios con poros de 50-400
pm, adecuadamente interconectados, donde ya no predominan los poros
pequefios y no se observan crateres. Posterior a estos resultados, a las muestras
de 22 y 24 horas de incubacién se les calculd el porcentaje de porosidad con el
programa Image J, los resultados obtenidos son de 60% y 70% de porosidad
respectivamente. Finalmente con éstos datos podemos descartar la incubacion de
24 horas debido a la gran humedad que produce y la pérdida de volumen,
mientras que a las 22 horas se logra una humedad que permite la fusion del
agente porégeno, demostrada con las imagenes de MEB en las que se observa

una estructura de poros interconectados.
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Figura 12. Determinacién del tiempo de incubacion para la fusién de NaCl. Imagenes
de MEB de andamios de PLA cuyo agente pordgeno (NaCl) se sometié a diferentes horas
de incubacion: A) 4 h, B) 8 h, C) 12 h, D) 16 h, E) 20 h, F) 22 h y G) 24 h. H) imagen del
programa Image J para determinar el porcentaje de porosidad, que corresponde a la imagen
F de 22 h.
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Al momento de fabricar los andamios es necesario recordar las caracteristicas que
éstos han de cumplir para que desempefien su funcion. Dentro de éstas
particularidades se encuentran la estructura porosa tridimensional con poros
interconectados que permite la migracion de las células, nutrientes, productos de
desecho metabdlico y vascularizacion, que se encuentran relacionadas con la
técnica de fabricacion que se utilice. La técnica de disolucién y colada con
liberacion de particulas permite obtener estructuras tridimensionales, sin embargo,
una de sus desventajas es que no controla la interconexion de poros. Para ello
Murphy (2002) busca eliminar esta restrictiva mediante la fusion de los cristales de
NaCl sometiéndolos a una humedad de 95% razén por la cual fue indispensable
recrear este ambiente, el cual se logré colocando 2 litros de agua estéril destilada
en una incubadora, que no inyecta COz2, durante 7 horas. Murphy (2002) establecio
que el tiempo de incubacién requerido con estas condiciones y para que se
fusionen los granos de sal es de 24 horas, tiempo con el que pudo obtener
andamios con una alta porosidad (95%) y poros interconectados con tamafos de
78 + 21 um, los cuales no corresponden con los diametros iniciales de sus granos
250-425 um, es decir hubo una disminucién en el tamafio de su agente porégeno.
Estos datos concuerdan con nuestros resultados, en donde a las 24 horas en los
moldes con los cristales de NaCl hay pérdida del volumen de la muestra debido a
la gran humedad que se genero; por ello, decidimos establecer el tiempo ideal
para obtener una adecuada fusion de los granos de sal y asi garantizar estructuras
tridimensionales con poros interconectados que conserven sus tamanos, ello se

logré tras 22 horas de incubacion del NaCl a 95% de humedad.

Una vez establecidas las condiciones de humedad y tiempo de incubacién para la
fusion de los cristales de NacCl, se procedié a sintetizar los andamios a base de
PLA/PCL con concentraciones en una relacion 3/7 w/w con 0, 5y 10% de nHA en

relacion al peso de los polimeros los cuales fueron almacenados hasta su uso.
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7.2 Caracterizacion acelular de los andamios.
7.2.1 MEB. Morfologia.

La morfologia de las muestras se evalu6 mediante MEB, determinando la

interconexioén, distribucion y tamafio de poro, asi como las caracteristicas de
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Figura 13. Imadgenes de MEB. Caracterizacion de andamios.
Ay A") PLA/PCL a 25x y 200x; By B") PLA/PCL/5%nHA a 25x y 200x; Cy C")
PLA/PCL/10% nHA a 25x y 200x.
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superficie y distribucion de particulas de nHA. Como se observa en la Figura 13,
todos los andamios sintetizados tienen estructuras tridimensionales con poros
interconectados. Ademas, muestran una superficie rugosa, la cual va en aumento
en relacion a la cantidad de nHA que contienen, es decir, los andamios con 10%
de nHA presentan una superficie mas rugosa. La porosidad y los tamafios de
poros se muestran en la Figura 14. El tamafo de poro para cada andamio fue de
266.74 + 107.36 um, 312.96 + 165.13 um y 336.52 + 137.58 um, respectivamente.
La porosidad, calculada con el procesador de imagenes Image J ®, fue de 62, 60y
64%. Los elementos encontrados mediante EDS de la superficie de las muestras
fueron carbono (C) y oxigeno (O) en todos los andamios y en aquellos con nHA se
encontré calcio (Ca) y fésforo (P), sin algin otro elemento contaminante. De
acuerdo al mapping realizado a las muestras, las nanoparticulas de HA se

encuentran bien distribuidas por toda la superficie de los andamios (Figura 15).
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Figura 14. Tamafio de poros y porcentaje de porosidad. A, By C)
Frecuencia de distribucién de los tamafios de poro en los andamios de
PLA/PCL con 0, 5y 10% de nHA respectivamente. D) Porcentaje de porosidad
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Figura 15. Mapping. Distribuciéon de nHA sobre la superficie de los andamios. A
y B representan el area donde se hizo el mapping y A"Y B” corresponden al mapping
de los andamios con 5y 10% de nHA respectivamente.

La porosidad, el tamafo, la interconexion de los poros y las caracteristicas de
superficie son rasgos muy importantes que deben cumplir los andamios, ya que
influyen en las propiedades mecéanicas y de osteoconductividad de éstos debido a
que proveen de una gran superficie en donde las células se adhieren, proliferan y
se diferencian, ademas facilitan la vascularizacién y la conexién con el tejido
circundante proporcionando estabilidad mecanica. Ya se han estudiado los efectos
de los tamafios de poro en la regeneracion tisular, en donde se ha demostrado
que se requieren poros de 200 um a 350 um para permitir la osteoinduccion,
ademas, se ha visto que las células prefieren las superficies rugosas sobre las
lisas para adherirse (Dhandayuthapani et al., 2011). Nuestros resultados muestran

gue los andamios fabricados tienen una estructura porosa interconectada y con los
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tamafios de poro requeridos para una adecuada osteogénesis, ademas de la
superficie rugosa presente en todos los andamios, situaciones que en otros
trabajos realizados con estos compositos no se presenta. Es decir, por la técnica
de sintesis, electrohilado, las estructuras que se obtienen son membranas con
poros en la escala nanométrica y so6lo aquellas muestras que tienen hidroxiapatita
presentan fibras rugosas, comportandose como una superficie similar a la de un
plato de poliestireno o frasco de cultivo (Fang et al., 2010; Qi et al., 2016; Liao et
al., 2012). Rodenas y su equipo (2015) utilizaron el método de extraccion
congelante para fabricar membranas con PLA, PCL y nHA con una doble
estructura porosa, es decir, macroporos de 300 a 400 um y microporos de 1 a 10
pum, con una porosidad de 90%, para realizar un estudio de degradacion a largo
plazo. Con estos datos podemos determinar que hasta el momento no se habia
fabricado un andamio a base de estos biomateriales tridimensional con poros de

un tamano adecuado e interconectados.
7.2.3 Degradacion y su efecto en el pH.

Para evaluar los efectos que tienen los productos de degradacion de los
compositos sobre el pH, se sumergieron las muestras en agua tridestilada estéril
durante un mes, tiempo en el cual cada 2 dias se midio el pH y cada 7 se tomoé el
peso seco para determinar la cantidad de material degradado. Finalmente, para
corroborar si los cambios producidos en el pH se pueden amortiguar, se colocaron
una semana en PBS 1X, tomandose el pH al primer dia y a los 7 dias después de
haber sido sumergidos en éste. Como controles se utilizaron las mediciones de

agua destilada o PBS de acuerdo al caso.

En la Figura 16 se muestran las medias de las tomas de pH en agua con sus
desviaciones estandar, podemos observar que todas las muestras presentaron
una disminucion significativa (p < 0.05 por ANOVA y post hoc de Tukey) del pH en
relacion con el agua, que es el control (media 6.3 =0.108). El pH mas bajo

corresponde a los andamios de PLA/PCL con una media de 5.8 =0.09, le siguen

los andamios con 5 y 10% de nHA con medias de 59 =0.04 y 6 £0.08
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respectivamente. La variacion del pH para cada andamio y con respecto al tiempo
fue despreciable. El peso final conservado en promedio fue de 94.53% para los
compositos de PLA/PCL y de 97.37% y 96.75% para los que contienen 5y 10% de

nHA respectivamente.
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Figura 16. Determinacion de pH en agua destilada.

La figura 17 muestra que la disminucion de pH causada por los productos de
degradacion de los compositos en el agua es regulada por el buffer de fosfatos. Es
decir, los andamios sumergidos en PBS 1X no causaron modificaciones en el pH

de éste.
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Figura 17. Determinacion de pH en PBS.

Los poliésteres se caracterizan por degradarse mediante hidrélisis. Sus productos
de degradacion son &cidos por lo que tienden a disminuir el pH. Esto lo podemos
corroborar con los compositos de PLA/PCL sumergidos en agua, que es donde
hubo una mayor disminucion del pH con respecto a las demas muestras. La
incorporacion de nHA a las matrices poliméricas, mediante su alcalinidad,
neutraliza los productos de degradacion &cidos de los polimeros (Thavornyutikarn
et al., 2014). Este efecto lo podemos observar en las muestras que contienen
nHA, a mayor cantidad de ésta es mejor el control del pH. Rodenas vy
colaboradores (2015) evaluaron los cambios de pH a largo plazo de compositos de
PLA/PCL/HA, concluyendo que aquellas muestras con HA no modifican el pH y
gue sus productos de degradacion no son toxico. Este estudio se llevo a cabo en
PBS, por lo que sus resultados concuerdan con los que obtuvimos, una vez
sumergidos en PBS nuestras muestras que inicialmente causaron una disminucion
del pH en el agua, corrigieron estas variaciones. Rodenasy colaboradores (2015)
también observaron que los compositos con mayor cantidad de PCL tienen menor
pérdida de peso que aquellos que tienen mayor cantidad de PLA. Dichos datos
concuerdan con nuestros resultados, ya que, nuestros compositos tienen una

mayor cantidad de PCL (PLA/PCL 3/7 wiw) por lo que su degradacion fue minima.
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7.2.4 Bioactividad.

Las muestras se sumergieron en SBF durante 1, 7, 14 y 21 dias para evaluar su
capacidad de formaciéon de HA. Para demostrarlo las muestras se analizaron con
MEB en donde también se les realizo un EDS y mapping para determinar la

naturaleza de las particulas formadas.

De acuerdo a las imagenes de MEB en la Figura 18 podemos observar que en los
compositos de PLA/PCL la bioactividad es poca, ya que hay una formacion de
hidroxiapatita muy baja en comparacion con las muestras que contienen nHA en
todas las muestras. Entre estas Ultimas, los compositos con mayor bioactividad
son los que tienen 10% de nHA, ya que, desde el primer dia, se puede ver una
gran diferencia entre las muestras. Los estudios de EDS y mapping evidenciaron

que las particulas vistas corresponden a depdsitos de HA.

En 2013 Fang y colaboradores demostraron que la bioactividad de compositos de
PLA/PCL se vio mejorada al agregar nHA a los andamios y que, a su vez, la
bioactividad es dependiente de la cantidad de HA agregada. Estos hallazgos los
podemos observar en nuestros resultados obtenidos, los cuales coinciden con la
literatura que describe que los polimeros carecen de bioactividad y que para
contrarrestar esta deficiencia se fabrican compositos polimero/ceramico ya que,
debido a la similitud a la fase mineral del hueso, la hidroxiapatita es capaz de
formar enlaces fuertes con el tejido circundante mediante la deposicién de nuevos
cristales de HA, es decir, es un componente con una excelente bioactividad (Baino
et al., 2015).
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Figura 18. Imdgenes de MEB. Bioactividad. A) PLA/PCL; B)

PLA/PCL/5%nHA y C) PLA/PCL/10%nHA.
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7.3 Andlisis biolégicos.
7.3.1 Adhesion y proliferacion celular. Azul de Alamar y MEB.

Los andamios fueron sembrados con células de preosteoblastos de raton MC3T3-
E1 en una concentracién de 500,000 células en 1 mL de MEM-a. En el dia O, tras
5 horas de incubacion, los andamios fueron cambiados de pozo para determinar la
cantidad de reduccion de azul de alamar de éste, que corresponde a las células
adheridas al biomaterial, y del pozo en el que inicialmente se encontraban los
andamios (células que quedaron adheridas en el pozo), y asi, mediante una
diferencia de la reduccion del andamio entre la reduccion del total de las células

determinar el porcentaje de células adheridas.

Como se muestra en la Figura 19 hubo una adhesion del 40% de células en los
compositos PLA/PCL y 25% en los que contienen nHA. Los dias 1, 3 y 5 después
del cultivo de los andamios con células, se determind la tasa de proliferacion
celular midiendo la reduccion relativa de resazurina. En la Figura 20 podemos
observar que en todos los compositos hubo un aumento en la reduccién de
resazurina del dia 1 al dia 3, es decir las células proliferaron. Al dia 5 ya no se
observa una proliferacion celular, incluso se observa una disminucion de la
reduccion de resazurina, esto es debido a que se genera una confluencia de las
células que ya no les permite seguir dividiéndose alcanzando asi la fase o estado

estacionario.

En las imagenes de la Figura 21 obtenidas en el MEB se puede observar que las
células se adhirieron y proliferaron en todos los andamios. Como control se
utilizaron andamios sumergidos en MEM durante 21 dias, los cuales se observan
diferentes a los cultivados con células, lo que permite reconocer las células

claramente.
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Figura 21. Adhesion celular MEB. Al, 7, 14y 21 corresponde a andamios de
PLA/PCL tomados a los dias 1, 7, 14 y 21 del cultivo celular. B1, 7,14y 21 a los
andamios de PLA/PCL/5%nHA, C1, 7, 14 y 21 a los andamios de
PLA/PCL/10%nHA y AM21, BM21 y BM21 a sus respectivos controles, andamios
sumergidos en medio durante 21 dias.
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En los trabajos de los grupos de Fang (2010) y Bakhshandeh (2011) llevados a
cabo con este tipo de compositos, en donde se evalla la proliferacion celular,
determinan que los andamios con hidroxiapatita aceleran la proliferacion de éstas,
sin embargo estos ensayos se realizaron en compositos a bases de fibras
electrohiladas que proveen de poros en escala nanométrica, por lo que no actdan
como andamios tridimensionales sino como una membrana, por tanto el ambiente
de crecimiento de las células es similar a las del cultivo en un plato de poliestireno.
Por consiguiente, no hay un antecedente de este tipo para los estudios de
proliferacion celular en compositos de PLA/PCL/nHA con estructuras

tridimensionales porosas.
7.3.2 Diferenciacion de preosteoblastos.
7.3.2.1 Expresion de colageno.

La diferenciacion de preosteoblastos fue evaluada mediante la determinacion de
coladgeno los dias 3, 7 y 14 posteriores al cultivo de los andamios con las células.
Esta expresion aumentd conforme los dias de incubacion en los tres tipos de
biomateriales, al dia uno el coladgeno es similar para todas las muestras. Es hasta
el dia 14 en la que hay mayor expresion de colageno, siendo mayor en aquellos
andamios de PLA/PCL y PLA/PCL/10%nHA. Figura 22.
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Figura 22. Expresion de colageno.
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7.3.2.2 Actividad de fosfatasa alcalina

Se monitored la actividad fosfatasa alcalina de las células MC3T3-E1 durante los
dias 1, 5, 7. 10. 14 y 21 posterior a su cultivo como parte de la evaluacion de la
diferenciacion osteoblastica. Durante los primeros 7 dias los valores se
mantuvieron similares para todas las muestras y a partir de aqui se ve un
aumento, expresandose los niveles mas altos de actividad al dia 21. Este efecto
se ve de manera gradual en los compositos que contienen 5% de nHA, sin

embrago la expresion al dia 21 es mayor para aquellos con 10%. Figura 23.
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Figura 23. Actividad fosfatasa alcalina

Las distintas fases de diferenciacién de los preosteablastos de raton MC3T3E-1 en
cultivo celular son analogas a las que se llevan en el hueso in vivo. La primera
fase de proliferacion dura 10 dias aproximadamente y se caracteriza por la
expresion de genes de colageno tipo I, biosintesis y excrecion de éste, ademas de
una actividad de fosfatasa alcalina baja (Quarles et al., 1992). Como se menciono,
todos los andamios presentan una expresion de colageno similar, sin embargo, la

literatura menciona que los compositos de PLA/PCL presentan una baja
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osteoinductividad la cual puede mejorarse al agregarles hidroxiapatita
(Tanodekaew et al., 2013). De acuerdo a los resultados observados, los andamios
de PLA/PCL presentan una expresion similar a los andamios que contienen 10%
de nHA, esto se puede explicar por las células adheridas a los andamios que fue
mayor en los que no contienen nHA ademas, los preosteoblastos expresan
coladgeno sin algun estimulo de diferenciacion como lo observa Vergara (2017) con
los preosteoblastos de raton (MC3T3-E1) sembrados en plato de poliestireno con
MEM-aq, el cual es mayor al dia 14, no obstante, en menor concentracion que los
inducidos a la diferenciacién con &cido ascorbico en todos los dias de cultivo. En
estos Ultimos, también la mayor concentracién se observé al dia 14. Esto nos
indica que los andamios por si solos no estan promoviendo la diferenciacion de las
células ya que los preosteoblastos producen coladgeno sin un estimulo de
induccién a la diferenciacion. Por otro lado, la adhesion celular de los andamios
con diferentes porcentajes de nHA fue del 25% para ambos; al comparar estos
resultados con la expresion de colageno podemos observar que aquellos
andamios con 10% tienen una expresion visualmente mayor que los de 5% de
nHA. Por lo tanto, podemos enunciar que los andamios que contienen 10% de
nHA promueven la expresion de colageno. Finalmente, la actividad de FA en las
tres muestras es similar los primeros 5 dias, baja en comparacion con el resto de
los dias. Todos estos datos nos indican que las células se encuentran en la

primera fase de diferenciacion.

Pasando estos primeros diez dias, comienza la fase de diferenciacion en donde la
actividad de fosfatasa alcalina comienza a aumentar y la célula comienza a
depositar colageno en la matriz extracelular (Quarles et al., 1992). De acuerdo a
los resultados, la expresion de colageno al dia 14 es mayor para todos los
andamios respecto a los dias anteriores, ademas, podemos ver una expresion de
colageno un poco mayor en los andamios de 10% de nHA que en aquellos que no
contienen, reafirmando la capacidad de la HA de osteoinduccién. Asi mismo, como
menciona la literatura, la actividad de fosfatasa alcalina va en aumento de acuerdo
a los dias. La ultima fase comienza a los 20 dias del cultivo, aqui la matriz mineral

comienza a calcificarse acompafada de un aumento en la acumulacion de matriz
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extracelular y actividad de fosfatasa alcalina lo cual se ve en los resultados, en
donde en todos los andamios la mayor actividad de FA es al dia 21, sin embargo

es visualmente mayor para los andamios que contienen 10% de nHA.

Los grupos de Qi (2016) y Bakhshandeh (2011) determinaron la diferenciacién de
las células midiendo la actividad fosfatasa alcalina en compositos fabricados
mediante electrohilado. En ambos grupos se indujo la diferenciacion osteoblastica
con medio osteogénico, el primer grupo encontré que la actividad de FA es mayor
en las muestras que fueron inducidas en comparacion con las no inducidas vy el
control. Por otro lado, en el segundo grupo la actividad de FA siempre fue mayor
en su control, y en comparacion con los compositos, fue mas alta en los que
contienen HA que en aquellos de solo PLA/PCL. Con estos datos no podemos
concluir que por si solo el biomaterial utilizado por estos grupos sea
osteoinductivo, que es la principal caracteristica buscada en los andamios de
tercera generacion. En nuestros resultados obtuvimos un aumento de la actividad
fosfatasa alcalina en todos nuestros andamios, observandose una expresion tanto
de colageno como de fosfatasa alcalina mayor en los andamios de
PLA/PCL/10%nHA en el tltimo dia de prueba en relacion al resto de los andamios.
Estos datos deben ser corroborados mediante la determinacion del grado de

mineralizacion, para asi poder llegar a una adecuada conclusion.
7.3.2.3 Tincidn histoquimica con Rojo de Alizarina S.

Para determinar el grado de mineralizacion, se tifieron los andamios con Rojo de
Alizarina los dias 7, 14 y 21. Como se puede observar en la Figura 24 los
andamios con PLA/PCL/10%nHA son los que presentan un patron de incremento
creciente de los depdsitos de calcio a diferencia de las otras muestras, sin
embargo presenta valores similares del dia 7 con los andamios que tienen 5% de
NnHA y el dia 14 con los de PLA/PCL. Como se observa en la imagen, los
resultados de la mineralizacion relativa presentan un comportamiento atipico en
los andamios de PLA/PCL y con 5% de nHA debido a la técnica en la que no se
pudo normalizar con la cantidad de Rojo de alizarina absorbida por los materiales
sin células. Bakhshande (2011) determind que los compositos PLA/PCL/20%nHA
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sumergidos en medio osteogénico presentan mayor depdésito de calcio que
aquellos que no fueron inducidos a diferenciacién, los cuales tienen depdsitos de
calcio similares a los controles que corresponden a células sembradas a platos de
poliestireno debido a que, al ser una membrana, ésta se comporta de manera
similar a la superficie del plato de poliestireno. Con esto y los resultados previos
podemos indicar que los andamios con 10% de nHA promueven la diferenciacion

osteoblastica, es decir son osteoinductivos.
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Figura 24. Mineralizacion relativa. Tincidn con rojo de alizarina
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VIl CONCLUSIONES

Se estandarizé la técnica de disolucion y colada con liberacién de particulas,
previa fusibn de agente porégeno, para sintetizar andamios porosos
tridimensionales interconectados de PLA/PCL con 0, 5y 10% de nHA.

Los andamios de PLA/PCL/10% nHA presentan mejores propiedades de
biocompatibilidad, biodegradabilidad, osteoconductividad y osteoinductividad que

aguellos que tienen menores concentraciones de nHA.
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IX PERSPECTIVAS

* Realizar mas pruebas para determinar el grado de mineralizacion con Rojo
de Alizarina normalizado.

* Evaluacion fisica de los compositos. Para asi poder determinar, y de
acuerdo con las demas caracteristicas, el sitio 6seo en el que puedan ser
aplicadas.

* Evaluacion in vivo. Esto nos permitiria tener un trabajo completo en esta
area.

* Fabricacion de otras propuestas de biomateriales con la técnica

implementada.
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