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RESUMEN

Esta presente tesis se disefa un nuevo andamio 3D para la regeneraciéon Osea,
compuesto de quitina (QTN), hidroxiapatita (HA), colageno (CLG) y prunus dulcis (PD).
El andamio aborda una necesidad critica en la ingenieria de tejidos 6éseos al combatir
simultaneamente las infecciones dseas y promover el crecimiento 6éseo. Se sintetizd
la HA por el método de precipitacidon por microondas a partir de cascarén de huevo de
gallina, el cual se obtuvo de una gallina que tiene una alimentaciéon controlada; la
sintesis de QTN usando hongos shiitake Lentinus Edodes los cuales estdn compuestos
principalmente por glucanos, quitina y proteinas mediante el método quimico;
recoleccion de PDy CLG, buscando lacomposicidny combinacién adecuada entre los
materiales, obteniendo asi el biomaterial polimérico-ceramico. Cada material y
andamio se caracterizé para observar su morfologia y composicion mediante técnicas
de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) y Espectroscopia infrarroja de
Transformada de Fourier (FTIR), ademas de realizar pruebas de bioactividad y
biodegradacion en fluidos corporales simulados, y finalmente, pruebas de
citotoxicidad por Hemadlisis.

ABSTRAC

This present thesis designs a novel 3D scaffold for bone regeneration, composed of
chitin (QTN), hydroxyapatite (HA), collagen (CLG) and prunus dulcis (PD). The scaffold
addresses a critical need in bone tissue engineering by simultaneously combating bone
infections and promoting bone growth. HA was synthesized by microwave precipitation
method from chicken eggshell, which was obtained from a hen with a controlled diet;
the synthesis of QTN using shiitake mushrooms Lentinus Edodes which are mainly
composed of glucans, chitin and proteins by the chemical method; collection of PD
and CLG, searching for the composition and adequate combination between the
materials, thus obtaining the polymeric-ceramic biomaterial. Each material and
scaffold were characterized to observe its morphology and composition using
Scanning Electron Microscopy (SEM) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) techniques, in addition to performing bioactivity and biodegradation tests in
simulated body fluids, and finally, cytotoxicity tests by Hemolysis.

PALABRAS CLAVE: Regeneracion, tejido dseo, andamio, material compuesto, ciencia
de los materiales



NOMENCLATURA

HA Hidroxiapatita

QTN Quitina

CLG Membrana de huevo

PD Prunus dulcis

BPC Biomaterial polimérico-ceramico
PA Piel de almendra

ME Matriz Extracelular

FTIR Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
MEB Microscopia Electrénica de Barrido
SS solucién salina

GR Gldébulos rojos

Abs Absorbancia

El electrones incidentes

SE electrones secundarios

BSE electrones retrodispersados

SED Solid State Detector

EMEB (environmental MEB)
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ESTADO DEL ARTE

Los biomateriales se han convertido en un punto de interés de investigacion por
ejemplo en la siguiente investigacion “Sustitutivos de tejidos: de los biomateriales a la
ingenieria tisular” [1] donde los autores mencionan la importancia de la investigacion
de biomateriales, su disefo, manufactura y utilizacién considerandola un desafio
biélogos, quimicos, fisicos y matematico. Del mismo modo los autores clasifican a los
bomateriales como poliméricos, ceramicos, metalicos y compuestos; de acuerdo con
su estructura, en compactos y porosos, su origen, en naturales y sintéticos. En el
trabajo “Bioceramics of calcium orthophosphates” [2] menciona el autor, una
bioceramica de fosfato es capaz de regenerar los tejidos 6seos, convirtiéndose asi en
portadores efectivos de factores de crecimiento, péptidos bioactivos y/o varios tipos
de células para tejidos propdsitos de ingenieria. En la investigacion “Hidroxiapatita: el
biomaterial ideal” [3], los autores sefalan que debido a las caracteristicas de la HA es
biocompatible y bioactiva, siendo un material ideal para regeneracion Osea,
determinando que sus propiedades dependen de la relacién atémica Ca/P, el tipo de
sintesisy materia prima. Por estarazon, en el trabajo “Hidroxiapatita sintetizada a partir
del reciclaje de cascarén de huevo” [4] proponen la sintesis verde como método
alternativo de HA. En el articulo “Eggshell derived calcium phosphate and its
conversion to dense bodies” [5] afirma que las actividades de reciclaje y el manegjo
adecuado de los desechos pueden ayudar a reducir la cantidad de residuos de
cascaréon de huevo. Ademas del uso de materiales ceramicos, una gran parte de las
investigaciones describen los polimeros como una opcién viable, en el siguiente
articulo “Recent Advances in Natural Gu-Based Biomaterials for tissue Engineering and
Regenerative Medicine: A Review” [6] los autores agregan, los polisacaridos como
polimeros naturales prometen un gran potencial en la preparacion de una matriz
extracelular artificial tridimensional.

Otra bibliografia utilizada es: “Development of hydroxyapatite bio-scaffold” [7], “Green
synthesis and antibacterial activity of hydroxyapatite nanorods for orthopedic
applications” [8], “Synthesis and characterization of hydroxyapatite from duck eggshell
modified silver by gamma radiolysis method” [9], “Effect of pH condition during
hydrothermal synthesis on the properties of hydroxyapatite from eggshell waste” [10],
“Fabricacién de andamios de hidroxiapatita por impresién tridimensional” [11],
“Development of Bioactive Glass-Collagen-HyaluronicAcid-Polycaprolactone
Scaffolds for Tissue Engineering Applications” [12], “On shear resistance of almond
skin reinforced PLA composite matrix-based scaffold using cancellous screw” [13].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, los biomateriales desempefian un papel muy importante en el area de la
medicina ya que son utilizados en la fabricacion de prétesis ayudando a restaurar,
mejorar o sustituir tejidos 6seos danados o desgastados. Su primer uso nos remonta
alantiguo Egiptoy durante las civilizaciones griegasy romanas. Hoy en dia la utilizacién
de los biomateriales ha crecido significativamente en implantes médicos, métodos
para promover la curacién de tejidos humanos, tejidos humanos regenerados, entre
otros.

Inicialmente los biomateriales se clasificaban segun su composicién quimica, el tipo
de material con los que se construyen. Un biomaterial puede ser una combinacion
entre metales, ceramicos, polimeros e incluso células, de los cuales los mas utilizados
son los ceramicos, obteniendo asi posibilidades infinitas de ellos con propiedades
diferentes, en consecuencia, estos materiales pueden ser aceptados o no por el
organismo; lo que nos lleva a desarrollar un biomaterial que nos permita cumplir con
las particularidades optimas, siendo la principal problematica elrechazo de la protesis
en el cuerpo humano.

Uno de los materiales mas populares para la fabricaciéon de implantes compuestos es
la hidroxiapatita, que en combinacidn con sustancias naturales se espera que brinde
una buena compatibilidad, ya que presenta una composicion similar al del tejido éseo.
Por eso, en este trabajo de investigacion, se busca la composicion y combinacion
adecuada entre hidroxiapatita, membrana de almendra y hongos shiitake, para obtener
un material que sea mas biocompatible, que desempefie propiedades mecanicas
aceptables, que permita la regeneraciéon de células madre y que sea biodegradable.

Ciencia yTecnologia
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HIPOTESIS

Es posible sintetizar un biomaterial basado en una combinacion adecuada entre
hidroxiapatita, quitina, coldgeno y prunus dulcis para obtener un material que sea mas
biocompatible, que desempene propiedades mecanicas aceptables, que permita la
regeneracion de células madre y que sea biodegradable.

JUSTIFICACION

Desarrollar la sintesis de un biomaterial que aumente la vida util, mejore la
biocompatiblidad, la resistencia y propiedades mecanicas adecuadas, bioactivos con
la finalidad de reducir el rechazo del tejido. Aportando asi a las investigaciones ya
existentes un nuevo biomaterial a partir de productos naturales como lo es el cascardn
de huevo, prunus dulcis, lentinus edodes y colageno.

OBIJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar y caracterizar un material compuesto con matriz polimérica de quitina,
refuerzo ceramico de hidroxiapatita, coldgeno y prunus dulcis para evaluar su
aplicacién en regeneracion Osea.

Objetivos Especificos

1. Sintetizar quitina, hidroxiapatita, colageno y prunus dulcis y caracterizar por
medio de las técnicas de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
y Microscopia Electrénica de Barrido.

2. Sintetizar material polimérico-ceramico y caracterizar por Espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier y Microscopia Electrénica de Barrido.

3. Evaluar la biodegradacién y bioactividad en soluciones corporales simuladas
del material polimérico-ceramico.

4. Evaluar la citotoxicidad por hemélisis del material polimérico-ceramico.

Ciencia y Tecnologia
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INTRODUCCION

Es importante establecer algunos conceptos generales para esta investigacion como
lo es, la ingenieria de tejidos definida como la aplicacidon de principios y métodos de
ingenieria y ciencias de la vida hacia la comprension fundamental de las relaciones
estructura-funcion en tejidos normales y de mamiferos y el desarrollo de sustitutos
biolégicos para restaurar, mantener o mejorar la funcion del tejido [14]. Uno de los
principales problemas en la ingenieria de tejidos es el reconocimiento de andamiajes
con propiedades fisicas, mecanicas y naturales particulares. Los biomateriales y los
avances tecnologicos desempenan un papel fundamental en la ingenieria de tejidos
[15]. Laingenieria de tejidos sigue dos enfoques. Primero, en la condicion in vitro, las
células comienzan a comunicarse e interactuar entre si para sintetizar una matriz
extracelular (ME). En segundo lugar, el enfoque in vivo incluye la siembra en un material
de andamiaje directamente antes de la implantaciéon o cuando el sitio de los defectos
actla como el centro en el que se implantan las células suspendidas directamente
antes de la implantacion [16].

La prevalencia de los trastornos 6seos aumenta continuamente en todo el mundo. La
ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa se estan utilizando en la investigacion
como una alternativa para el trasplante de tejidos. Los recursos utilizados
principalmente en la ingenieria de tejidos son células, andamios y algunos factores de
crecimiento [17]. El hueso es el segundo tejido mas trasplantado del mundo, con mas
de cuatro millones de procedimientos anuales que utilizan injertos 6seos o materiales
sustitutos 6seos para tratar deformidades d6seas. Uno de los problemas mas
conocidos a los que se enfrenta es la insuficiencia 6sea en la cirugia oral y la
periodontologia. La aparicion de problemasy afecciones éseas ha aumentado en todo
el mundo. Los trastornos 6seos como las infecciones, los tumores 6seos y la pérdida
6sea requieren cada vez mas la recuperacion ésea. El trasplante de biofactores como
células, genes o proteinas repara el tejido dentro de un material poroso tridimensional
llamado andamio. Esta naturaleza porosa del andamio ayuda a la adherencia y
proliferacion celulary, por lo tanto, a preservar la cantidad de tejido [18].

Se puede definir como un biomaterial a todos los productos utilizados para reproducir
o asemejar la funcion de tejidos vivos en los sistemas bioldgicos de forma segura,
mecanicamente funcional y aceptable fisioldgicamente, estos son implantados de
forma temporal o permanentemente al organismo donde su funcién principal es
restaurar el defecto existente y en dado caso, regenerara el tejido. Un biomaterial no
debe producir ningun tipo de alteracién en los tejidos vivos, siendo este el principal
problema la seleccién de materias primas para el disefo de mismo. La principal
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caracteristica es su gran diversidad [19]. Se utiliza una variedad de clases de
materiales: metales, ceramicas, polimeros y compuestos (combinacion de algunos o
todos los materiales mencionados anteriormente). Esos materiales también pueden
encontrarse en la naturaleza (materiales naturales) o pueden ser quimicamente
producidos (materiales sintéticos). Los criterios de seleccion de estas clases
dependeran de la aplicacidon biomédica especifica, las caracteristicas del tejido nativo
a reparar o reemplazar, y la funcién general deseada del dispositivo [20].

En el caso de los biomateriales ceramicos, su principal ventaja es su baja reactividad
guimica que conlleva una clara biocompatibilidad, y con la posibilidad de también ser
bioactivos. Por otro lado, la hidroxiapatita (HA) es un fosfato de calcio (Ca1 (PO4)sOH)
con composicién similar a la parte mineral del tejido dseo, es biocompatible y
bioactiva, por lo cual es un material ideal para la regeneracién 6sea. La HA es
sintetizada de cascardn de huevo, huesos: de pescado, porcinos u bovinos, corales,
escamas [21]. Sin embargo, las fuentes naturales cumplen dos funciones basicas;
ahorro econdmico y reduccion de desechos, por ejemplo, México ocupa el 4* lugar a
nivel mundial en produccidn de huevo, se calcula que se procesan alrededor de 45 mil
millones de huevos, es decir un promedio de un huevo diario por persona [4]. Se ha
comprobado que las propiedades osteoconductivas de la HA tienen respuestas
biolégicas aceptables para el hueso, en contrario a su comportamiento mecanico
debido a su alta fragilidad por tender a ser ceramico [22].

Por otra parte, los biomateriales poliméricos son materiales reticulados o procesados
que pueden tener estructuras solubles en agua, unidas covalentemente. Tienen varias
interacciones fisicoquimicas debido a grandes cadenas poliméricas, fuerte
interaccidon de Van der Waals o enlaces de hidrégeno, o cristalitos que unen mas de
dos cadenas macromoleculares. Los polimeros han ganado popularidad en la
ingenieria de tejidos durante la ultima década debido a sus caracteristicas
estructurales y similitudes con la ME. Los biomateriales poliméricos se pueden
desarrollar a partir de polimeros naturales y sintéticos. También se pueden clasificar
dependiendo de varios parametros, incluyendo el método de fabricacién,
caracteristicas mecanicas, estructurales, fisicoquimicas y biolégicas [23]. Una
alternativa viable es la quitina, un polimero lineal de D-glucosamina unida por enlaces
B-(1 > 4)-2. Es el segundo polisacarido natural mas abundante después de la celulosa
y uno de los principales recursos de biomasa de la naturaleza [24]. Sus fuentes
principales son el exoesqueleto (caparazén) de muchos crustaceos, alas de insectos
(escarabajos, cucarachas), paredes celulares de hongos, algas, etc., [25]. Su
bioactividad incluye la estimulacion en procesos de cicatrizacidon, actividad
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hemostatica, actividad inmune, autoadhesién, actividad antimicrobiana,
bacteriostatica y fungistatica [26].

Capitulo 1: Marco Tedrico

1.1 Hueso

Es un tejido mineralizado inervado y vascularizado, estructurado en laminillas de
matriz osteoide calcificada [27].

1.1.1 Composicion

Su estructura a nivel macroscoépico esta dada por las siguientes partes mostradas en
la Figura 1:

e Diéafisis (cuerpo del hueso).

e Epifisis (proximaly distal del hueso)

e Metafisis (unién de diafisis y epifisis).

e Cartilago articular (envoltura de capa fina de cartilago en la unidn de huesos).

e Periostio (cubierta de vaina dura de tejido conectivo denso en las zonas no
envueltas en cartilago).

e Cavidad medular (espacio dentro de la diafisis en la zona médula dsea).

e Endostio (cubierta fina de membrana que rodea y aisla la cavidad medular).
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Figura 1. Anatomia del tejido dseo [28]

La estructura interna es diferente a la estructura externa del hueso (Figura 2).
Internamente, los huesos tienen redes de poros pequefios permitiendo la irrigacion
sanguinea de todo el tejido dseo. El 80% del tejido 6seo se conforma por hueso
compacto o cortical (posee porosidad baja y brinda la solidez al esqueleto humano).

En cambio, eltejido esponjoso

o trabecularlo compone el 20% restante (porosidad alta

tendiéndolo a ser mas ligero) [27].
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Hueso
o : - Hueso esponjoso
Periostio 4 . {médula dsea roja)
d _A. Cartilage
articular

7

Médula dsea
amaritla

Vasos

sanguineos Cartilago epifisario

Csvidad medular

Figura 2. Vista transversal del tejido 6seo [28]

Eltejido 6seo tiene memoria, es decir, que se degrada, se desgasta al paso del tiempo,
perdiendo masa y minerales, se vuelve mas fragil debido a la sintesis proteica
reducida, aumentando el riesgo a fracturas.

La estructura microscopica del tejido dseo esta formada por un conjunto de células
desiguales que estan aisladas unas con otras debido a la abundante matriz
extracelular (Figura 3).

Los tipos de células del tejido dseo son:

e Células osteogénicas (células madre mesenquimales).

e Osteoblastos, (generan nuevo tejido 6seo).

e Osteocitos, (célula principal que mantiene la nutriciéon del hueso).

e Osteoclastos (encargada de la resorcidon o descomposicion de la matriz
osteoide, crecimiento, mantenimiento y reparacién del tejido 6seo) [27].
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Célula

Osteocito Osteoblasto

osteoprogenitora Osteoclasto
(mantiene & (forma la matriz 2 . (reabsorcidon
tejido Gseo) osea) (céluta madre) asea)

Figura 3. Células del tejido 6seo [28]

1.1.2 Propiedades Mecanicas

El tejido 6seo posee la capacidad de ganar o perder consistencia, debido a las cargas
que soporta. Una carga a tension fortalece al tejido éseo debido a las sale mineralesy
a la produccion osteoblastica de fibras colagenas. Sin tensidn mecanica, el hueso no
se remodela normalmente, puesto que la velocidad de resorcidon dsea excede la de
formacién de hueso. Esta demostrado que la tension intermitente de alto impacto
tiene mayor influencia sobre el hueso que la tensién constante de bajo impacto. Es
decir, correr y saltar estimula el crecimiento dseo en forma mucho mas contundente
que caminar. Las principales tensiones mecanicas que soporta el hueso son las
consecutivas a la traccién de los musculos esqueléticos y a la traccidon de la gravedad.
Si una persona guarda reposo en cama o esta enyesada por una fractura, el hueso no
soporta tensionesy, por lo tanto, se debilita a causa de la pérdida de minerales 6seos
y de la disminucion de fibras colagenas [28].

El hueso tiene una caracteristica muy especial, posee un mecanismo que detecta los
esfuerzos mecanicos a los cuales se somete y puede adaptar su estructura interna ala
intensidad de las cargas aplicadas incrementando o disminuyendo su volumen (ley de
Wolff) [29].
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Tejido Gseo Cortical  Tejido Oseo Trabecular

Fuerza de Compresisn {MPa) 100-230 2-12
Resistencia a la Traccion (MPa) 50-150 10-20
Modulo de Young (GPa) 7-30 0,05-0,5

Tabla 1. Propiedades Mecanicas del Tejido Oseo [29]

1.1.3 Funciones del hueso

Eltejido 6seo constituye aproximadamente el 18% del peso corporaly desempena seis
funciones basicas:

1. Sostén. Soporta los tejidos blandos y brinda los puntos de inserciéon para los
tendones de la mayoria de los musculos esqueléticos.

2. Proteccidn. Protege de lesiones a los drganos internos mas importantes.

3. Asistencia en el movimiento. Producen el movimiento cuando se contraen,
traccionandose entre ellos.

4. Homeostasis mineral. Almacenay libera minerales para mantener el equilibrio
de la sangre (homeostasis) y distribuye dichos minerales en el organismo.

5. Produccion de células sanguineas. Produccion de globulos rojos, glébulos
blancosy plaquetas para eldesarrollo de adipocitos, fibroblastosy macréfagos.

6. Almacenamiento de triglicéridos. Almacena triglicéridos creando fuentes de
energia quimica [28].

1.2 Biomateriales

1.2.1 Concepto

Se dice que un biomaterial es un material utilizado para asimilar la funcién de los
tejidos vivos en los sistemas bioldgicos de manera segura, mecanicamente efectivo y
fisiolédgicamente aceptable, temporal o permanentemente implantados en el cuerpoy
tratan de restaurar defectos y conseguir su regeneracion en el tejido. [30]

1.2.2 Clasificacion

Existen formas diferentes de clasificar los materiales. Una de ellas es describir cinco
grupos [31] (Tabla 2):
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apr Db

Metales y aleaciones

Ceramicas, vidrios y vidrios ceramicos
Polimeros (plasticos)
Semiconductores

Materiales compuestos

Ejemplos de aplicaciones

Propiedades

Materiales y aleaciones

Cobre

Hierro cofado gris

Aceros de aleacidn

Ceramicas y vidrios

Si05-Na,0-Ca0

AlaOs, MgO, Si0s

Titanato de bario
Sllice

Polimeros
Polietileno

Epoxi
Fendlicos
Semiconductores

Silicio
Gahs

Compuestos
Grafito-epoxi

Carburo de tungsteno-
cobalto (WC-Col

Acero revestido de titanio

Alambre conductor eléctrico

Blogues de motores de automaoviles

Llaves inglesas, chasis de
automoviles

\idrios de ventanas

Hefractarios (es decir,
recubwimienios resistentas al
calor de homo) para contener
metal fundido

Capacitores para microglectrica

Fibras &pticas para tecnologia de la
informacitn

Empaguetamienta de alimentos

Encapsulado de circuitos integrados

Adhesivos para unir capas de
madera laminada

Transistores y circuitos integrados
Sistemas optoelectronicos

Componentes para aviones

Herramientas de corte de carburo
para maquinado

Contenedores de reactores

Conductividad electnica alta, buena
formabilidad

Moldeable, magquinabie, amortiguador
de vibraciones

Endurecimiento significativo por
tratamiento t&rmico

Opticamente transparente, gislante
termico

Ajsiantes térmicos, soportan altas
temperaturas, relstivamente
inertes al metal fundido

Alta capacidad de aimacenamisnto
de carga

Pérdidas dpticas bajas

Facilmante convertible en peliculas
delgadas, fiexibles y herméticas

Ajslante de electricidad v resisiente
a la hurmedad

Fuertes, resistentes a la humedad

Comportamiento eléctrico Gnico

Convierte senales electricas en luz,
58 153 en |dseres, diodos [aser,
gto.

Razon resisiencia/peso alta

Dwreza alta, pero buena resistencia
al impacto

Costo bajo v resistencia alta del
acero con la resistenciaala
comrositn del titanio

Tabla 2. Ejemplos, aplicacionesy propiedades representativas de cada categoria de materiales [31]
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1.3 Hidroxiapatita

La Hidroxiapatita (HA) ha ganado considerable atencidon en el campo de la medicina
regenerativa debido a si excelente biocompatibilidad, bioactividad y similitud
estructural con los minerales 6seos humanos. Este fosfato de calcio, con la formula
guimica Caio (PO4)s(OH), y relacién molar de Ca/P de 1.67, constituye alrededor del
65% de la fase inorganica del huesoy del diente, haciéndolo ideal para aplicaciones de
sustitucion y reparacioén 6sea [32].

Figura 4. Estructura de HA[32]

La HA no estequiomeétrica similar a la que se encuentra en la fase inorganica de los
huesos (tiene trazas de elementos como K, Na, Mg y F) se extrae a partir de fuentes
naturales haciéndola compatible con el hueso humano [33], y ser fundamental en el
proceso metabodlico 6seo [34]. Diversos son los recursos naturales usados para
extraer HA entre los mas utilizados se encuentran los cascarones de huevos, coralesy
huesos de origen animal, donde en la mayoria de los casos se obtiene HA a partir de
tratamiento térmico a altas temperaturas, evitando el uso de sustancias quimicas [35].
En la actualidad se comercializa HA extraida a partir de corales y huesos de origen
animal, las cuales son usadas como sustitutos 6seos.

1.3.1 Propiedades
e Biodegradabilidad

Un biomaterial biodegradable es un material utilizado en la aplicacion especifica
dentro del cuerpo para posteriormente degradarse en un tiempo determinado, unavez
que se haya logrado el propésito de la aplicacion. Esta accion de biodegradacion se da
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por diferentes variables, como son, tipo de material, composiciéon y proceso de
fabricacion [36].Para este propdsito se han utilizado numerosos tipos de materiales
incluyendo ceramicas y polimeros por mencionar algunos, donde la hidroxiapatita
resalta por sus caracteristicas similares al tejido dseo [37].

e (Osteoconduccion

Proceso donde dalugarelcrecimiento deltejido dseo, a partir de unafraccion de hueso
existente [38], es decir, la osteoconduccion es un proceso donde un material provee
un ambiente y estructura benéfico para la formaciéon del hueso nuevo; se desencadena
el crecimiento de capilares, tejido vascular y células madres mesenquimales, las
cuales realizan una interaccion desde el tejido huésped al injerto, esta interaccion
permite la formacion del nuevo hueso el cual estarda determinado por las
caracteristicas del injerto [39].

e Osteointegracion

Mecanismo donde se realiza una interacciéon funcional y estructural entre la superficie
de un andamio y el tejido vivo, produciendo una unidon mecanica directa y estable, sin
interposicion de tejido conectivo [40].

e Bioactividad

Aquellos que tienen la capacidad de reaccionar quimicamente con los fluidos
corporales forman un enlace interfacial implante-tejido llamados materiales
bioactivos, cuantificando la generacion de calcio y fésforo en la capa de la superficie
del material [41].

Ciencia yTecnologia

Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacion 1 6



“SINTESIS Y CARACTERIZACION DE BIOMATERIAL POLIMERICO-CERAMICO DE QUITINA, HIDROXIAPATITA, COLAGENO Y
PRUNUS DULCIS PARA APLICACIONES DE BIOINGENIERIA”

1.3.2 Métodos de obtencidn
e Precipitacion

Método en el cual precursores hidréxido de calcio (Ca (OH),) y acido fosforico (HsPO,)
su rendimiento es considerablemente bueno ya que es econémico y sencillo, las
variables de proceso a regular son el pH (no menor a 9 debido a la deficiencia de
calcio), temperatura y tiempo de agitacion provocando variaciones de cristalinidad,
morfologia y tamano de particula.

La reaccion de la sintesis es la siguiente [42]:
1OCCl(OH)2 +6H3P0,4~> Ca1o(P04)e(0H)2 +18H,0
e Sol-Gel

Es el método empleado para producir nano y micro particulas de HA [43], controlando
el tamano de poro el cual esta relacionado con la bioactividad del biomaterial. Por lo
contrario, es costoso debido a los materiales implementados. Los materiales
utilizados como precursores son el nitrato de calcio y é6xido de fosforo, la HA obtenida
generalmente esta acompana de una fase de CaO, eliminandola con tratamientos
térmicos ya que la existencia de esta fase disminuye las propiedades biocompatibles
del material [44].

e Reaccioén en Estado Solido

Entre los materiales utilizados como precursores se encuentran: nitrato de calcio (Ca
(NOg)2, fosfato diamadnico ((NH4).HPO,), carbonato de calcio (CaCOs) y fosfato dicalcico
(CaHPO,) [45]. Mediante este método se obtiene HA estequiométrica, estable y
cristalina, donde la temperatura de calcinacién es un parametro importante ya que
dependiendo de ésta el tamafio y morfologia de las particulas pueden variar [46].

e Método Quimico - Mecanico

Los precursores de calcio y fosforo son pulverizados en un molino de bolas. En la
molienda humeda se emplean solventes como acetona, agua destilada y etanol [47],
la molienda seca no se utiliza ningun tipo de solvente. Cuando la sintesis se realiza sin
la agregacion de agua la reaccion de los precursores es mas rapida [48]. Otros
pardmetros como velocidad de rotacion y tiempo de molienda, pueden afectar el
resultado, obteniendo HA con diferentes morfologias, estequiometria y nivel de
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cristalinidad. La velocidad de rotacion esta relacionada con la cristalinidad de la
muestra, incrementando la velocidad mayor cristalinidad, asimismo, la alta velocidad
reduce el tamano de particula [49]. Ademas, cuando el tiempo de molienda aumenta
el tamano de particula disminuye [50].

1.4 Quitina

La quitina (QTN) es un componente estructural de la pared de los hongos del
exoesqueleto e intestino de los insectos y el caparazon de los crustaceos [51], es un
polimero lineal de B- (1 2> 4) -N-acetil-D-glucosamina, identificado por primera vez en
1884, es uno de los polimeros organicos mas abundantes en la naturaleza. La quitina
puede aparecer de tres formas distintas, que difieren en la orientacién de las cadenas
polisacaridicas en las microfibrillas, distinguiéndose los siguientes tipos: a-, B-y y-
quitina.

La quitina juega un papel muy importante en el esqueleto de ciertos organismos como
crustaceos, moluscos, insectos, y hongos. La mayor fuente de quitina a nivel mundial
son las cuticulas de zooplancton (379 millones de toneladas), pero su pesca no es
comercialmente viable [52].

Una fuente alternativa de quitina son los hongos, que a pesar de tener un contenido
mas bajo que los crustaceos, es mas factible su comercializacion [53], ademas que la
quitina fungica no esta limitada por la variacion estacional y regional y no requiere el
tratamiento acido agresivo mientras que para la quitina de los crustaceos es necesaria
la purificacion y desmineralizacion [54]. La quitina fungica posee una estructura rigida
B-glucano ramificado mas flexible, produciendo una estructura de nano-compuestos
que proporciona redes de fibra fuertes y resistentes [55].

CHj
OH 0=(
N NH
o) O HO ~
HO O ')

NH
O=< OH
CH3

Figura 5. Estructura quimica de la QTN [56]
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1.4.1 Propiedades

La quitina y el quitosano son biopolimeros no tdéxicos, biocompatibles, vy
biodegradables que presentan propiedades bioldogicas y farmacéuticas. Su
bioactividad incluye la estimulacion en procesos de cicatrizacién, actividad
hemostatica, actividad inmune, mucoadhesion, actividad antimicrobiana,
bacteriostatica y fungistatica. En la practica médica, tejidos e hilos fabricados a partir
de estos biopolimeros son usados como pieles artificiales o en suturas, los oligdmeros
de quitina y quitosano también presentan funciones fisiolégicas incluyendo la
induccidn de fitoalexinas, actividad antimicrobianay actividad inmune, ya que algunos
son solubles en agua y facilmente pueden ser inyectados intravenosamente [57].

o Conservacion de alimentos, suplementns alimanlicios,

- » — antiosidamtes, prebitlicos, darificacion de bebidas,
Alimentacion’ nutricion —m agente  amulsificante, agente estabilizanie, fibra
dielica, agente antigastritis y encapsuadar de lipidas.
it Ciencia de los Hidrecoloides,  electrequimicas, empaques, fibras
Q'_" na y materiales & loyiles, membranas poiméncas, matrices  de
quitcsanc inmevilizacion y geles.
N . . Encapsularmients, LS peefidontal, artinmer,
Principales Ciencia I'I‘IE‘H:!.IEE ¥ | anbicarcengena, anbiusera, ankcoaguante,
L famacetica reganerador de piel y hueso, subras y lenies de
caracteristicas conlack.
Biorenovable,
Biocompatible, _< | Micrabidogica || Antbactesial, antiingico y bactericida.
Biodegradable,
: : .- Maodificacion da respuesta biclogica
Biofuncional, :
Mo toxi | Inmunclagica |_. nmunopatencador ¥ estimulants.
EAlH4]

Mecanismos de defensa en plantas, estimulacion
| Agricultura i—b del crecimiento, mecubrimiente de  semillas,
fertilizantes y nunirientes ded suslo.

Remocidon de iones metalices, reductor de olones,
Tratamiento de aguas |/ eliminacion de  polimercs  sintéticos  y
freccionadones.

Cosméticos || Humectante, tratamiento de acné y suplemento
en tratamientos de cabelio.

o

Figura 6. Aplicaciones de la quitina y el quitosano de acuerdo al area [56]
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1.4.2 Métodos de obtencion

e Método quimico

El método de obtencién de la quitina se lleva a cabo mediante procesos quimicos
sucesivos de desproteinizacion en medio alcalino, desmineralizacion en medio acido
y blanqueo mediante agentes decolorantes, el orden de los dos primeros pasos
dependen de los subproductos que se deseen obtener [58]. Las proteinas se extraen
normalmente con soluciones alcalinas de NaOH, KOH, aunque también pueden ser
extraidas por las soluciones de Na,CO3;, NaHCO;, K,CO3;, Ca (OH),, Na,S, CaHSO; y
Na;PO,. La eficiencia de la desproteinizaciéon varia de acuerdo a la temperatura, la
concentracién del alcali y la proporcidn del desecho en solucién, se ha comprobado
gue las concentraciones pueden variar entre 1 M -4 M a temperaturas de 25-100°Cy
tiempos de 0.5 a 72 horas, sin embargo, las altas concentraciones de alcali y altas
temperaturas de reaccién, pueden producir la desacetilacion y degradaciéon de la
quitina.

Enelcasodeladesmineralizacion, diferentes tipos de acidos fuertes como (HCL, HNO;
o H,SO,) o débiles (CH;COOH, HCOOH) han sido utilizados. El objetivo es la
solubilizacién del carbonato de calcio. Las concentraciones evaluadas varian desde
0.2M a6 Matemperaturas de -20°C a 100 °C [59], estudios han demostrado completa
desmineralizacion del desecho cuando la concentraciéon del acido es
estequiométricamente mayor que la de la cantidad de minerales. El blanqueo de la
quitina solo se realiza cuando es indispensable tener un producto completamente
puro, ya que el pigmento no afecta la influencia del comportamiento del polimero en
soluciodn, su reactividad o propiedades fisicoquimicas. Por lo general para el blanqueo
se utilizan soluciones de hipoclorito de sodio, acetona absoluta, cloroformo, peréxido
de hidrégeno, acetato de etilo, etanol o una mezcla de ellos [58].

e Método bioldgico

Algunos estudios bioquimicos y estructurales como lo es [57], sugieren que la
degradacion de las proteinas sea mediante hidrélisis de enzimas, los productos
obtenidos son recuperados y reutilizados para la sintesis de la nueva cuticula, el
carbonato de calcio (CaCQO;) es solubilizado y reabsorbido durante la sintesis
mediante la accién de enzimas carbonic anhidrasa y algunas fosfatasas.

De la misma forma existen estudios como [60] que evalla enzimas enfocadas en la
hidrélisis de las proteinas ligadas al desecho, proteasas adicionadas, propias al
desecho o producidas por microorganismos internos.
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1.5 Membrana de Huevo

1.5.1 Composicion

Las membranas de la cascara de huevo tienen una estructura fibrosa compuesta por
una red de biopolimeros, y se encuentran entre la cascara y el albumen del huevo.
Estan constituidas por proteinas en el 80 al 85 % y el 10 % corresponde al colageno, el
cual puede clasificarse como colageno de tipo |, aunque también estan el de tipo Vy
el de tipo X. Se han reportado también otras proteinas especificas de las membranas,
como las reguladoras del complemento asociado con la membrana, cuya principal
funcion es la proteccidn contra el ataque de patdgenos [61].

1.5.2 Propiedades

Las membranas de la cdscara de huevo promueven el crecimiento de fibroblastos en
los humanos, lo que favorece la cicatrizacion [62]. En otros estudios, se hallé que las
membranas de la cascara de huevo presentan propiedades que las convierten en
candidatas para aplicarlas a manera de vendajes, injertos de piel o productos de
reemplazo de tejidos y contribuir, asi, a la regeneracion de tejidos dafiados.

1.6 Prunus Dulcis

1.6.1 Composicion

La almendra, conocida como la reina de las rosas, de la familia de las rosaceas y del
género Prunus, constituye una de las fuentes de alimentacién mas antiguas del
mundo. Su origen proviene de Asia central y su cultivo prosperd principalmente en
Espanfa e Italia donde la planta encontré las condiciones ideales para su crecimiento.
Posteriormente, los jesuitas espanoles la llevaron a California, donde se encuentra el
mayor centro de produccion mundial.

1.6.2 Propiedades

Los beneficios de las almendras para la salud de las personas son multiples, ya que
contienen: agua, proteinas, grasas, hidratos de carbono, los ocho aminoacidos
esencialesy celulosa; vitaminas B1, B2, PP, C, A, Dy E; calcio, fésforo, hierro, potasio,
sodio, magnesio, azufre, cloro, manganeso, cobre y zinc; constituyendo un alimento
imprescindible en una dieta sana y equilibrada. Es una de las fuentes vegetales mas
ricas en calcio, de alli que la leche de almendras se emplee como sustituta de la leche
de vaca cuando ésta no se tolera. Dado su alto contenido en fibras se utiliza como
laxante y antiinflamatorio del aparato digestivo y urinario. Ademas, la almendra, es uno
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de los frutos secos con mayor cantidad de vitamina E por lo que ejerce un valioso papel
antioxidante [63].

Capitulo 2: Técnicas de Caracterizacion

2.1 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Es una técnica de anélisis topografico, estructural y composicional, que se usa en el
estudio de nanoparticulas, semiconductores, peliculas delgadas, modificaciéon de
productos comerciales, catalisis heterogénea, fisica de nano composiciones,
fotoelectroquimica, entre otros. Es decir, un equipo de MEB es capaz de tomar una
“imagen” de la muestra, aunque realmente lo que se detecta es la respuesta del
material alimpacto de un haz de electrones (electrones llamados primarios), envez de
registrar fotones propiamente dichos (como en la microscopia O6ptica). Al ser
impactada por el haz de electrones de alta energia, la muestra produce una serie de
sefales que son registradas en los diferentes detectores del equipo, en donde cada
una de dichas sehales ofrece independientemente informacién acerca de la
topografia, composicion y hasta conductividad eléctrica de la muestra.

La idea basica de funcionamiento de un equipo de MEB es la siguiente: se genera un
haz de electrones de alta energia (o electrones incidentes El) y se usa un sistema de
lentes para focalizar el haz y hacerlo incidir sobre una muestra, la cual generard, a su
vez, electrones (llamados secundarios y retrodispersados con siglas SE y BSE,
respectivamente) como respuesta al impacto electrénico, y dichos electrones que
salen de la muestra son detectados mediante dispositivos Everhart-Thornley y SED
(Solid State Detector) que registran cada uno la cantidad de electrones detectadosy lo
convierten en una sefial digital que se interpreta como intensidad de color, para
construir una “imagen” aungue no se usen fotones. Si, ademas de lo anterior, se tiene
todo el equipo trabajando en una atmésfera interna practicamente inexistente (alto
vacio), y se reemplaza el detector de los SE convencional (Everhart-Thornley) por uno
que genera un campo eléctrico parallevar los SE hacia el cuerpo del detector, entonces
se puede hacer EMEB (environmental MEB) o MEB ambiental, el cual es una técnica
muy usada en la actualidad para poder tomar imagenes de muestras “dificiles” de
tratar: a)muestras aislantes, b) sensibles al vacio o radiacién, ¢c) muestras en estado
liguido, ademas de dar la posibilidad de estudiar procesos in situ tales como corrosion,
estrés mecanico o hidratacién/deshidratacion [64]. La figura 7 presenta un esquema
del equipo:
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Figura 7. Esquema de un equipo de MEB [65]

2.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectrometros infrarrojos son una de las herramientas mas importantes para
observar espectros vibracionales. Las caracteristicas mas relevantes de esta
espectroscopia son las siguientes:

1. Si dos moléculas estan constituidas por atomos distintos, o tienen distinta
distribuciénisotépica, o configuracidn, o se encuentran en ambientes distintos,
los espectros infrarrojos seran distintos.

2. Una sustancia definida puede identificarse por su espectro infrarrojo. Estos
espectros pueden ser considerados como las huellas digitales de dicha
sustancia.

3. Los espectros muestran bandas que son tipicas de grupos funcionales
particulares y que tienen localizaciones e intensidades especificas dentro de
los espectros infrarrojos

4. Apartirde los espectros se pueden inferir las estructuras moleculares. Para ello
se requiere un modelo en el cual basar los célculos.

5. Lasintensidades en las bandas del espectro de una mezcla, son generalmente
proporcionales a las concentraciones de las componentes individuales. Por lo
tanto, es posible determinar la concentracién de una sustancia y realizar
analisis de muestras con varias componentes.
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6. Esposible, mediante eluso de dispositivos experimentales adecuados, obtener
espectros infrarrojos sin alteracion de la muestra, lo que constituye a esta
espectroscopia como una herramienta de analisis no destructiva.

7. El tiempo necesario para obtener y almacenar un espectro infrarrojo es del
orden de minutos.

Existen dos tipos de espectrometros infrarrojos, los dispersivos y los de transformada
de Fourier. Un espectrémetro por transformada de Fourier consta de tres elementos
basicos: una fuente luminosa, un interferémetro de Michelson y un detector.

Espejo fijo
[ Poree®

Divisor de haz

E
Fuente |:| X2

—— Muestra

X {cm) A (cm"]

Dretector Interferograma Computadora Espectrograma

Figura 8. Diagrama simplificado de un espectrometro por transformada de Fourier [66]

Su funcionamiento es el siguiente: un haz colimado, proveniente de una fuente que
emite en toda la region infrarroja, incide sobre un divisor de haz. El haz incidente se
divide en dos haces perpendiculares de igual energia, uno de los cuales incide sobre el
espejo movily el otro sobre el espejo fijo. Los haces son reflejados por ambos espejos
y se recombinan al llegar al divisor de haz. Esto da lugar a una interferencia, la cual
puede ser constructiva o destructiva dependiendo de la posicion relativa del espejo
movil con respecto del espejo fijo. El haz resultante pasa a través de la muestra, en
donde sucede una absorcidon selectiva de longitudes de onda y, finalmente, llega al
detector. La informaciéon recabada por el detector se utiliza para obtener el
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interferograma, el cual es digitalizado. Una computadora desarrolla el calculo
aproximado de la transformada de Fourier del interferograma [66].

2.3 Biodegradacioén y Bioactividad
e Biodegradacion

Es el proceso natural por el cual los microorganismos descomponen la materia
organica en compuestos mas simples, como agua, diéxido de carbono y biomasa, en
un tiempo relativamente corto.

Esta parte de la Norma ISO 10993 proporciona los requisitos generales para el disefio
de los ensayos en un entorno simulado con objeto de identificar y cuantificar los
productos de degradacién provenientes de productos sanitarios poliméricos
terminados listos para su utilizacion clinica.

Esta parte de la Norma ISO 10993 describe dos métodos de ensayo para generar
productos de degradaciéon, un ensayo de degradaciéon acelerado utilizado como
ensayo de seleccién y un ensayo de degradacion en tiempo real en un entorno
simulado. Para los materiales previstos para su polimerizacién in situ, se utiliza el
polimero endurecido o curado para los ensayos. Los datos generados se utilizan en la
evaluacion bioldgica del polimero. Esta parte de la Norma ISO 10993 considera
solamente polimeros no resorbibles. Se pueden aplicar procedimientos similares pero
modificados adecuadamente para los polimeros resorbibles. La Norma ISO 10993
considera solamente aquellos productos de degradacién generados poruna alteracion
quimica del producto polimérico terminado. No es aplicable a la degradacién del
producto inducida durante su utilizacién prevista por esfuerzos mecanicos, desgaste
o radiacidon electromagnética o factores biolégicos tales como enzimas, otras
proteinasy actividad celular.

e Bioactividad

El ensayo de bioactividad es uno de los estudios que se realiza a las bioceramicas, el
cual simula las condiciones del cuerpo humano, esto con el fin de determinar las
posibles reacciones de la bioceramica dentro del organismo y definir si es posible su
uso. Una de las caracteristicas deseadas en este tipo de materiales es la bioactividad,
la cual consiste en la formaciéon de unainterfaz estable con el tejido conectivo y que se
igualen el comportamiento mecanico del implante con el tejido a reemplaza.
Bioactiva, se define como ceramicas que "promueven una respuesta especifica en la
interfaz del material, lo cual resulta en la formaciéon de un enlace quimico entre los
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tejidos y el material”, siendo los mas destacados los vidrios bioactivos, la HA, y las
vitroceramicas bioactivas.

El comportamiento bioactivo de los materiales consiste en una modificacién
superficial del implante, mediante una reaccién que permite la formacién una apatita
hidroxicarbonatada bioldgicamente activa (HA), la cual es quimica y estructuralmente
equivalente a la fase mineral del hueso, permitiendo la unién interfacial con los tejidos.

Un material para la reconstruccioén o sustitucion de tejidos es considerado bioactivo si
logra una respuesta bioldgica especifica en la interfaz del material, dando como
resultado una unién entre el materialy los tejidos. Las bases de este comportamiento,
es la reactividad quimica de los vidrios o vitroceramicas con los fluidos del cuerpo
humano [67].

2.4 Pruebas de citotoxicidad por Hemolisis

La hemodlisis es la liberaciéon de los componentes intracelulares como eritrocitos,
trombocitos y leucocitos en el liquido extracelular. La hemoglobina es la principal
molécula intraeritrocitaria, tiene un espectro de absorcién caracteristico del grupo
Hemo, con un pico de 405 nmy varios picos entre 500-600 nm. La hemdlisis puede dar
alteraciones en magnitudes especificas de la muestra a analizar. Es un factor biolégico
que influye si la liberacién de constituyentes de células sanguineas tuvo lugar in vivo.

La hemdlisis es un factor de interferencia, si esta tiene lugar después de larecoleccion
de la muestra, esto puede producir cambios en los resultados. Por lo tanto, las
interacciones adversas entre los materiales recientemente desarrollados y la sangre
deben analizarse exhaustivamente para evitar la activacion y destruccion de los
componentes sanguineos.

Los biomateriales en contacto con la sangre aplicados no deben interactuar

adversamente con ninglun componente sanguineoy activar o destruir los componentes
sanguineos.

Los eritrocitos son las células sanguineas mas abundantes con 4-6 x10¢células /uLy
son importantes para el transporte de oxigeno desde el pulmén a todos los tejidos y
célula y el didéxido de carbono desde los tejidos hasta el pulmdn. Dado que los
eritrocitos son las células mas rigidas de la sangre, son sensibles a la rupturay a la
hemodlisis, debido a la tensiéon de corte y a los cambios en la presion osmotica [68].
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Capitulo 3: Metodologia

En este capitulo se describe los métodos utilizados en la investigacion para desarrollar
el material polimérico-ceramico de quitina, hidroxiapatita, colageno y prunus dulcis.
Se detallan los materiales empleados, el procedimiento experimental y equipo
utilizado para la sintesis de los compuestos.

Se realizo las sintesis de hidroxiapatita, quitina y la obtencidén de colageno y prunus
dulcis por separado, posteriormente se sintetizo el material polimérico-ceramico en el
cual se fabricaron andamios de composicion 70 % QTN, 20 % HA, 5% MHy 5 % PD.

3.1 Materiales

e Cascaron de huevo de gallina con control alimenticio (harina de nopal)

La cascara de huevo de gallina representa entre el 10 y el 12 % de su peso. Esta
conformada por un 95 % de compuestos minerales y entre un 3 % a 3.5 % por
componentes organicos, proteoglicanos y proteinas como ovocleidina 116,
ovotransfenina, ovoalbUmina, ovocalixina 32, ovocleidina 17, osteopontina y lisozima
que intervienen en la morfologia de los cristales de calcita, ademas en la proteccion
microbiana y regulacién de las mineralizaciones de la cdscara. En su parte interna
posee una delgada capa de queratinay fibras de colageno, conocida como membrana
conformada hasta por 62 proteinas de fibras reticulares entrelazadas que ofrecen
también proteccion y controlan la pérdida de agua y de gases del huevo. El contenido
de materia seca corresponde a un 2 % de agua, un 98 % de materia seca, representada
en un 5% de proteina cruda y un 93 % de cenizas. El componente mayoritario, el
carbonato de calcio corresponde entre un 94 % a un 98 % de su peso total
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Figura 9. Estructura del huevo de gallina

e Letinula Edodes (hongo shiitake)

Es uno de los hongos comestibles tradicionales y conocidos en el este de Asia desde
hace mas de 2000 anos [28]. Se han aislado varios metabolitos secundarios de sus
cuerpos fructiferos y micelios que han mostrado numerosas actividades bioldgicas,
dentro de las que podemos nombrar: antiinflamatoria, antitumoral, antiviral,
antibacterial, antiparasitaria, regulador de la presidon sanguinea y de los niveles de
colesterol, antidiabético, inmonumodulador, ténico renal, hepatoprotector y
potenciador sexual, poseedores de accidon anticancerigena e inmunoestimuladora,
ademas, el shiitake es rico en quitina [29]. En cuanto a la morfologia del hongo shiitake,
esta corresponde a la tipica de los hongos Basidiomicetos. Como se puede observar
en la Figura 10 el shiitake esta formado por un conjunto de filamentos, las cuales
forman el verdadero cuerpo del hongo denominado micelio y la parte comestible del
mismo (llamada popularmente hongo) es en realidad el cuerpo reproductor en donde
se producen las esporas a través de las cuales el hongo se dispersa y se reproduce.
Asimismo, el shiitake tiene una forma tipica con un pie (estipite) y un sombrero (pileo)
[30].

Himenio
Anillo o velo

Micelio

Figura 10. Estructura del hongo shiitake

¢ Prunus Dulcis (almendra)

La piel de almendra (PD) es un subproducto rico en compuestos fenélicos con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Destaca por su contenido en
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flavonoides, taninos hidrolizados, proantocianidinas, y acidos fenélicos y aldehidos.
Se ha demostrado que estos compuestos fenélicos tienen diversas caracteristicas
funcionales, como la capacidad de eliminar radicales libres, quitar metales, activar
enzimas antioxidantes, e inhibir la activacion de enzimas que desencadenan procesos
de oxidacion de los lipidos. La actividad antioxidante y antimicrobiana de extractos de
piel de almendra ha sido también estudiada. Se han realizado diversos estudios de
revalorizacién del producto para la obtencién de extractos activos y fibras de celulosa,
asi como la produccion de composites con diferentes polimeros [69].

3.2 Sintesis de Hidroxiapatita

Los cascarones de huevo se lavaron y se calcinaron en una mufla (Felisa®) a 900 °C
durante 4 horas para descomponer la materia organica y convertir el carbonato de
calcio en hidroxido de calcio. El hidroxido de calcio obtenido se disolvié en agua
destilada para formar una suspension 0.3 M, la cual se hizo reaccionar con la solucion
de fosfato acido de diamonio (Sigma-Aldrich®) 0.5 M durante 2 horas. Posteriormente
en un microondas domestico (Samsung® 120V, 60 Hz, 1.5kW) se expuso la parte
sedimentada durante 2 minutos, el producto final se filtré y se lavé con agua destilada.
Finalmente, el material se secé en un horno (ARSA®, Modelo AR-290) durante 24 horas
a 100 °C.

Método de Precipitacién Microondas
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Figura 11. Diagrama de proceso de sintesis de HA
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Fuente: Elaboracion propia

Imagen 1. Hidroxiapatita

3.3 Sintesis de Quitina

Los hongos Shiitake (Lentinula edodes) (Satoru®) se pulverizaron y tamizaron de
tamano de particula no mayor a 297 pum. ELhongo se puso en contacto con HCl para la
eliminacién de minerales en una relacidn 1:40 sélido-liquido 1 M durante 30 minutos
con agitacion constante hasta observar ausencia de burbujas. Después el producto se
filtr6 y se realizaron lavados con agua destilada hasta llegar a un pH de 7. La
desproteinizacion se llevé a cabo en contacto con NaOH en relacién 1:20 sélido-
liguido 1 M a 70 °C por 24 horas, se filtré y lavo con agua destilada hasta llegar a un pH
neutro. Finalmente, el producto final se secé a 80 °C durante 24 horas en un horno
(ARSA®, Modelo AR-290).
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Desmineralizacién Desproteinizacion

Quitina

Figura 12. Diagrama de proceso de sintesis de quitina
Fuente: Elaboracion propia

Imagen 2. Quitina
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3.4 Obtencion de Colageno

Los cascarones de huevo se lavaron y se pusieron en contacto con agua destilada, la
membrana del cascardn de huevo fue separada manualmente del cascaron, las cuales
se secaron a 40 °C durante 3 dias en un horno (ARSA®, Modelo AR-290). Finalmente, el
material se pulverizé y tamiz631, obteniendo un tamano de particula de 297 pm como
maximo.

[ . Calentar
Pulverizar T

Cascaron Membrana
== del cascaron

Figura 13. Diagrama de proceso de obtencion de CLG
Fuente: Elaboracion propia

Imagen 3. Membrana de huevo
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3.5 Obtencion de Prunus Dulcis

Se puso en contacto las almendras (prunus dulcis) con agua destilada a 50 °C
durante 30 minutos y se extrajo manualmente la pelicula.

Pulverizar

Tamizado Calentar

Almendras Membrana de
Almendra

Figura 14. Diagrama de proceso de obtencién de PD
Fuente: Elaboracion propia

Imagen 4. Piel de almendra
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3.6 Sintesis de biomaterial polimérico-ceramico

Para llevar a cabo esta sintesis se tomaron en cuenta dos factores importantes, la

matriz que seria el polimero y el refuerzo el ceramico por lo tanto la obtencion del

material compuesto se haria en la polimerizacién de la quitina. Se afiadieron los

componentes HA, MH y PD en la etapa final de la desproteinizacion. Se evalué la

siguiente composicion que se muestra en la Tabla 3.

Componente Composicién (%W)
QTN 70
HA 20
CLG 5
PD 5

Tabla 3. Relacién de % en peso de la composicion de los andamios
Fuente: Elaboracion propia

El material se secd y se llevd a cabo el vaciado en los moldes para la fabricacién de

andamios.
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Figura 15. Diagrama de proceso de obtencion del BPC
Fuente: Elaboracion propia

Imagen 5. Desproteinizacion del hongo
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Imagen 6. Andamio de BPC
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Capitulo 4: Resultados

4.1 Microscopia Electrdnica de Barrido (MEB)

Para conocer la morfologia de los compuestos, se utilizd un Microscopio Electrénico
de Barrido de emision de campo frio SEM/STEM Jeol 2010F. Se realizaron micrografias
con amplificaciones de 1000x, 2500x y 5000x el analisis se hizo directo sobre la
muestra.

4.1.1 Hidroxiapatita

En la siguiente Figura 16 se muestra la morfologia de HA la cual se caracteriza de una
manera de aglomeraciones irregulares cristalinas ademas de tener presencia de
porosidades. En la Figura 17 se puede observar el EDS en cual se obtuvo una relacion
de Ca/P de 3.7.

Figura 16. Micrografia de HA a) 1,000X y b) 2,500X
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Figura 17. EDS de HA

4.1.2 Quitina

La Figura 18 presenta una tipica morfologia polimérica sélida la cual contiene
pequefas particulas de Ca incrustadas en la QTN.

Figura 18. Micrografia de QTN a) 1,000X y b) 5,000
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4.1.3 Membrana de huevo

La morfologia que se muestra en la figura 19 representa al coldgeno extraido de la
membrana del cascaron de huevo, observando que hay presencia de fibras
desordenadas con incrustaciones de azufre, las cuales se le atribuyen a la
presencia de queratina, una proteina rica en azufre que se encuentra en las

membranas.

Figura 19. Micrografia de CLG a) 1,000X y b) 2,500X

4.1.4 Prunus Dulcis

En la morfologia de PD su estructura muestra hojuelas aglomeradas irregulares.

Figura 20. Micrografia de PD a) 1,000Xy b) 2,500X
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4.1.5 Biomaterial polimérico-ceramico

La micrografia de BPC muestra la integracion de los compentes del biomaterial en
varias fases, donde hay presencia de HA en las aglomeraciones cristalinas, laminas
aglomeradas de PD y fibras de CLG, y debido a la proporcién de los componentes la
presencia del biopolimero de QTN tiene mayor contenido.

EEN 10 um

ZBky X1, aE8 185%m

Figura 21. Micrografia de BPC a) 1,000Xy b) 2,500X

4.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Para saber los grupos funcionales presentes en las diferentes materias primas
(hidroxiapatita, membrana de almendra y colageno), se utilizé un espectrofotémetro
Perkin Elmer modelo Spectrum Two, con un intervalo de 4000 a 400 cm™, el anélisis se
realizé directamente sobre la muestra.

El espectro de IR representa en el eje de las abscisas la longitud de onda (cm™) contra
el porciento de transmitancia (T%) en el eje de las ordenas.

4.2.1 Hidroxiapatita

En la Figura 22 se presentan los espectros de infrarrojo de la sintesis de hidroxiapatita
por el método de precipitacién por microondas. La presencia del grupo fosfato (PO,3)
estd presente en las vibraciones de 1028, 966, 602 y 558 cm™. Las bandas de 1472,
1418y 871 cm™ se le atribuyen al grupo carbonato (CO32). En 3370y 1652 cm™ tenemos
el grupo hidroxilo (OH) con vibraciones tensionales [4].
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Figura 22. Espectro de FTIR de HA\oraL por el método de precipitacion microondas
Fuente: Elaboracion propia
4.2.2 Quitina

Enla Figura 23 se puede observar la presencia de los grupos amino en las intensidades
1562,1317 y 1158 cm™ con vibraciones de deformacion, asi como también presencia
de enlaces (C-N) en los picos 1429y 1073 cm™ Los picos 898 y 664 cm™ pertenecen a
al grupo (CHy,) con vibraciones de deformacién, en 2921 y 2315 cm™ un estiramiento
asimétrico del grupo alifatico. En 3435 cm™ tenemos al grupo hidroxilo (OH)
compartiendo un enlace simétrico con el grupo amino (NH) [70].
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Figura 23. Espectro de FTIR de QTN
Fuente: Elaboracion propia

4.2.3 Colageno

En la Figura 24 las absorbancias se puede observar la presencia de grupos
aminodacidos. Tal es el caso del grupo amina (N-H) atribuyéndose las bandas de 3275y
2940 cm™ con vibraciones de tensién, siendo asi aminas primarias y con vibraciones
de flexién se presentan en 1526 y 871 cm™. La presencia de aminas (C-N) primarias
respectivamente se encuentran en los picos 3069y 1078 cm™, mientras que la terciaria
aparece en el pico 1230 cm™ con vibraciones tensionales. El grupo carboxilico (COH)
produce picos en 1638, 1441,1400 cm™. En la banda tenemos al grupo hidroxilo con
una intensidad baja en 652 cm™ [71].
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Figura 24. Espectro de FTIR de CLG (control alimenticio, nopal)
Fuente: Elaboracién propia

4.2.4 Prunus Dulcis

En la Figura 25 se puede observar la presencia de algunas bandas tipicas de celulosay
lignina, asi como también la presencia de aldehidos, alcoholes y grupos hidroxilo. La
banda 3307 cm™ corresponde a una vibracion tensional al grupo funcional hidroxilo
(OH), mientras la intensidad de vibracion tensional 3010 cm™ pertenece al grupo
aromatico de olefinas alqueno (C-H) y fuera del plano en 720 cm ™ una vibraciéon de
deformacion. La presencia del grupo aldehido (C-H/C=0) en vibraciones tensionales
estd en 2858 y 1743 cm ' respectivamente. Los picos 2924 y 1466 cm™ muestran una
vibracion de tensién para el grupo metil (-CHs), asi como también esta presente en
1375 cm™ con vibracidon de deformacion. La vibracién de tension presente en 1533 cm
7 indica una la presencia del anillo aromatico. Las bandas de 1633 y 1237 cm "' se
atribuyen a los grupos esteres (C=0/ C-C-(0O)-C). Por ultimo, los picos de 1155, 1098 y
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1048 cm " son producidos por los alcoholes (fenoles) terciario, secundario y primario
(OH) respectivamente [72].

Prunus Dulcis
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Figura 25. Espectro de FTIR de PD
Fuente: Elaboracién propia

4.2.5 Biomaterial polimérico-ceramico

Se observa la presencia del grupo hidroxilo (OH) en la banda 3744 cm™ con una
vibracién tensional, asi como también en 3296 cm™ una banda de un polimero normal
(OH). La intensidad de 2938 cm™ representa la presencia del grupo amino (NH),
mientras que la banda de 1736 cm™ indica la presencia de un grupo aldehido (R-CHO)
y en 1638 cm™ un acido carboxilico (C=0). Los picos de 1021, 597 y 564 cm™ son
producidos por la presencia de fosfatos (PO,®) y 866 cm™ se le atribuye al grupo
carbonato (CO3?2). Por ultimo, el enlace (C-N) se representa en el pico 1421 cm™.
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Figura 26. Espectro de FTIR de BPC
Fuente: Elaboracién propia

4.3 Biodegradacion y Bioactividad

Para evaluar la bioactividad de los andamios se realizaron pruebas de inmersién en
SBF. La formacion de HA en la superficie del biomaterial es un indicador de
bioactividad, que imita el proceso natural de formacion éseo. Los andamios se
sumergieron en botellas de polietileno, por triplicado, a una temperatura de 37 °Cy pH
de 7.4, para replicar condiciones fisiolégicas. Las mediciones de bioactividad se
registraron en 7,14,21 y 28 dias.

Se evalud la biodegradacion de los andamios de acuerdo a la norma ISO 10993-
13:2010, los cuales fueron inmersos en una soluciéon PBS a 37 °C durante 7,14,21y 28
dias, antes y después de la prueba se monitoreo su peso para monitorear el grado de
degradacion del biomaterial a lo largo del tiempo.
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Los cambios de peso se calcularon comparando los pesos de muestra inicial con sus
pesos después de cada periodo de inmersion. La Tabla 4 y 5 ilustran los rendimientos
de la biocompatibilidad y la biodegradabilidad de los andamios en las respectivas
soluciones.

BIOACTIVIDAD
Dias 7 14 21 28
Peso(gr)| W, W; |%Wincremento| W, W; [%Wincremento| W, W; [%W incremento W, W; %W incremento
A;| 0.0765 | 0.0782 2.22222 0.0826 | 0.0848 2.66344 0.0822 | 0.0826 0.48662 0.0909 | 0.0918 0.99010
Az| 0.0826 | 0.0838 1.45278 0.0829 | 0.0849 2.41255 0.0807 | 0.0819 1.48699 0.0898 | 0.0908 1.11359

Asz| 0.0787 | 0.0835 6.09911 0.0813 | 0.084 3.32103 0.0854 [ 0.083 0.72816 0.0973 | 0.0984 1.13052
A[0.07927|0.08183 3.25804 0.0822710.08457 2.79579 0.08277/0.08250 0.90059 0.092670.09367 1.07807
0/0.00309]0.00315 0.00085] 0.0005 0.00240{0.00056 0.00405[0.00413

Tabla 4. Comparativa de pesos de bioactividad del andamio
Fuente: Elaboracién propia
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Figura 27. Gréafico de incremento de peso en los andamios
Fuente: Elaboracion propia
BIODEGRADACION
Dias 7 14 21 28
Peso| W, Wi %Wperdido W, W %Wperdido W, W %Wperdido W, W %Wperdido
A4| 0.0915 | 0.0892 2.51366 0.0781 | 0.0778 | 0.384122919 | 0.0866 | 0.0843 2.65589 0.0812 | 0.0799 1.60099
A,| 0.0937 | 0.0919 1.92102 0.0808 | 0.0801 | 0.866336634 | 0.0905 | 0.0884 2.32044 0.089 | 0.0867 2.58427
As| 0.0944 | 0.0915 3.07203 0.087 | 0.0828 | 4.827586207 | 0.0877 | 0.0849 3.19270 0.0885 | 0.0868 1.92090
A| 0.0932 |0.09087 2.50358 0.08197)0.08023| 2.026015253 |0.08827|0.08587 2.71903 0.08623|0.08447 2.04871
0] 0.00151{0.00146 0.00456)0.00250 0.00201| 0.0022 0.00437]0.00396

Tabla 5. Comparativa de pesos de biodegradacion del andamio
Fuente: Elaboracién propia
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Figura 28. Grafico del porciento de peso perdido en los andamios

Fuente: Elaboracion propia

4.4 Pruebas de citotoxicidad por Hemolisis

e Preparacion de la muestra de sangre
Para la realizacién de las pruebas de hemolisis se tomd una muestra de sangre fresca

anticoagulada aproximadamente de 8 mL de al paciente.
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Imagen 7. Toma de muestra de sangre

Una vez que se obtuvo la muestra sanguinea, se realizd la separacién de los
componentes para la obtencidon de la capa de leucocitos mediante una centrifugacion
a baja velocidad (2000 rpm) durante 10 minutos para separar los glébulos rojos del
plasma. Posteriormente de extrajo el sobrenadante de los tubosy se hicieron lavados
con solucién salina (0.9% NaCl).

Imagen 8. Muestra de sangre centrifugada

e Preparacion de la suspension de eritrocitos

Después de los lavados, se prepararon 5 diluciones de glébulos rojos al 1-5 % en
solucion salina como se muestra en la Tabla 6. Esta suspensioén se utilizé para las
pruebas de hemolisis.

Concentracion Volumen GR Volumen SS
[%] (mL) (mL)
1 0.1 4.9
2 0.2 4.8
3 0.3 4.7
4 0.4 4.6
5 0.5 4.5

Tabla 6. Concentraciones de diluciones
Fuente: Elaboracion propia
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e Preparacion de andamios de BPC

Se esterilizaron los andamios mediante rayos UV.

Imagen 9. Esterilizaciéon de andamios

e Exposicion de los eritrocitos a los andamios del BPC

Se pusieron en contacto los andamios con las diluciones de glébulos rojos a las
diferentes concentraciones, incluyendo el control positivo (dilucién de glébulos rojos
en agua destilada sin andamio) y control negativo (dilucién de glébulos rojos en
solucion salina sin andamio).
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Imagen 10. Tubos de las diluciones en contacto con los andamios

e |ncubacion

Se encubaron las muestras a 37 °C durante 1 hora, para poder evaluar la interaccién
entre los eritrocitos y los andamios del BPC.

e Centrifugacion

Una vez finalizado el tiempo de incubacidon, se centrifugd las muestras a 2000 rpm
durante 5 minutos para sedimentar los eritrocitos no hemolizados.

e Evaluacion visual de hemdlisis
Al finalizar la centrifugacion se pudo observar el sobrenadante:

— Sobrenadante claro: no hubo hemélisis
—> Sobrenadante color rojizo: presencia parcial o completa de hemdélisis
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Imagen 11. Tubos hemolizados

Imagen 12. Sobrenadante claro (no hay presencia de hemolisis)

e Cuantificacidn de la hemdlisis con espectrofotometro

Se tomd cuidadosamente el sobrenadante de cada muestra y se colocé en celdas
estériles para llevar a cabo la medicion de la absorbancia en el espectrofotometro, en
el cual se midié a una longitud de onda de 540 nm usando como blanco la solucién
salina ademas de medir la absorbancia del control positivo y negativo.
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e Foérmula para el calculo del porcentaje de hemdlisis
Se utilizé la siguiente férmula para calcular el porcentaje de hemolisis en la muestra

(Abs de la muestra — Abs del control negativo)
(Abs del control positivo — Abs del control negativo)

% Hemolisis = * 100

Las absorbancias obtenidas se concentraron en la siguiente Tabla 7

Concentracion % de
[GR] PromdeAbs o meélisis
1% 0.181666667 | -0.9640402 Sontrot abs
2% 0.328333333 | 0.24101005 Positivo (+) 12.47
3% 0.336666667 | 0.30947882 Negativo (-) 0.299
4% 0.343 | 0.36151508
5% 0.499333333 | 1.6459891

Tabla 7. Absorbancias a diferentes concentraciones
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 29. Grafico del porciento de hemdlisis a diferentes concentraciones de GR

Fuente: Elaboracion propia
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Capitulo 5: Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la materia prima, sintesis y
composicién, asi como un tamano de particula de los compuestos, fueron factores
importantes durante el disefio de andamios porosos para la aplicacion enregeneracion
Osea.

La sintesis de los componentes, asi como del biomaterial polimérico-ceramico se
llevé a cabo correctamente. En la obtencidon y aplicacion de QTN, los resultados
mostraron que el método de preparacion de la QTN tiene un efecto en las propiedades
fisicas, asi como también el método de preparaciéon de la HA tiene un efecto en la
relacién de Ca/P, ya que puede beneficiar o afectar la concentracién de Ca en las
propiedades mecanicas.

Los resultados de FTIRy SEM de cada uno de los componentes arrojaron similitud con
los reportados con la literatura.

Los andamios con composicion 70, 20, 5y 5 de QTN, HA, MH y CLG respectivamente
mostraron una buena integracién de fases en la sintesis, ademas de que las pruebas
de hemolisis arrojaran una buena compatibilidad con la sangre humana, teniendo un
porcentaje de hemolisis muy bajo, menor de 2 % lo que pueden ser aplicables a
estudios con células 6seas y células humanas y poder determinar si son inertes para
estar en contacto con ellos. Con respecto a las pruebas de bioactividad los andamios
mostraron que después de los 20 dias el peso aumenta lo que indica un incremento de
apatita y un porcentaje de biodegradacién entre el 2-3 %.

Dado que la materia prima de la HA es un cascarén de huevo de gallina con control
alimenticio se observd que hay mas presencia de una concentracion de Ca/P por ello
es importante la inspeccion ya que a grandes cantidades el andamio podria ser mas
susceptible a la fractura.
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37 suspect characters on 8 pages
Letters are swapped with similar characters from another alphabet.

+ iThenticate Pagina 2 of 79 - Integrity Overview

Our system's algorithms look deeply at a document for any inconsistencies that
would set it apart from a normal submission. If we notice something strange, we flag
it for you to review.

A Flag is not necessarily an indicator of a problem. However, we'd recommend you
focus your attention there for further review.

Identificador de la entrega trn:oid:::3117:462354733



Formato de Declaracion de Originalidad
y Uso de Inteligencia Artificial

Coordinacién General de Estudios de Posgrado
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

UMSNH

A quien corresponda,
Por este medio, quien abajo firma, bajo protesta de decir verdad, declara lo siguiente:

e Que presenta para revision de originalidad el manuscrito cuyos detalles se especifican abajo.

e Que todas las fuentes consultadas para la elaboracion del manuscrito estan debidamente
identificadas dentro del cuerpo del texto, e incluidas en la lista de referencias.

Que, en caso de haber usado un sistema de inteligencia artificial, en cualquier etapa del desarrollo
de su trabajo, lo ha especificado en la tabla que se encuentra en este documento.

Que conoce la normativa de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, en particular
los Incisos IX y Xl del articulo 85, y los articulos 88 y 101 del Estatuto Universitario de la UMSNH,

ademas del transitorio tercero del Reglamento General para los Estudios de Posgrado de la
UMSNH.

Datos del manuscrito que se presenta a revision

Programa IMAESTRIA EN CIENCIAS EN INGENIERIA MECANICA
educativo

Titulo del [SINTESIS Y CARACTERIZACION DE BIOMATERIAL POLIMERICO-CERAMICO
trabajo [PE QUITINA, HIDROXIAPATITA, COLAGENO Y PRUNUS DULCIS PARA
APLICACIONES DE BIOINGENIERIA

Nombre Correo electrénico
Autorles CYNTHIA VAZQUEZ PADILLA 1026599h@umich_mx

Director IGEORGINA CARBAJAL DE LA TORRE georgina.carbajal@umich.mx

Codirector [NANCY NELLY ZURITA MENDEZ nancy.zurita@umich.mx

Coordinador [PABLO GENARO MARTINEZ TORRES pablo.martinez@umich.mx
del programa

Uso de Inteligencia Artificial

Rubro Uso (si/no) Descripcién

Asistencia en la redaccion NO




Formato de Declaracion de Originalidad
y Uso de Inteligencia Artificial

Coordinacién General de Estudios de Posgrado
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

UMSNH

Uso de Inteligencia Artificial

Rubro Uso (si/no) Descripcién
Traduccion al espaiiol NO
Traduccién a otra lengua NO

Revision y correccion de estilo NO

Analisis de datos NO

Busqueda y organizacion de NO

informacioén

Formateo de las referencias INO

bibliograficas

Generacion de contenido NO

multimedia

Otro

Datos del solicitante

CYNTHIA VAZQUEZ PADILT

Nombre y firma a\W |\ ,
MORELIA, MICHOACAN XY

Lugar y fecha LUNES 26 DE MAYO DEL 2025





{"type":"Imported Form","isBackSide":false,"languages":["es-es"],"usedOnDeviceOCR":false}




{"type":"Imported Form","isBackSide":false,"languages":["es-es"],"usedOnDeviceOCR":false}





