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RESUMEN

En este trabajo se obtuvieron andamios bi-capa de Policaprolactona (PCL) con arquitectura
similar al tejido 6seo al combinar dos técnicas de elaboracion: impresion en tres
dimensiones y electrohilado de PCL sintetizada con baja masa molecular (47,000 Da).
Adicionalmente se funcionalizaron con gelatina para modificar la biocompatibilidad de éstos.
Mediante FTIR se confirmd la obtencion de PCL sintetizada, asi como la incorporacion de
la gelatina en los andamios bi-capa funcionalizados, al identificar sus grupos funcionales
caracteristicos (amina, amida | y amida Il) presentes. A través de pruebas de angulo de
contacto y degradacion acelerada se confirmé la modificacién superficial en las estructuras
de PCL al afadir grupos hidrofilicos. Finalmente, los resultados obtenidos a partir de las
pruebas de caracterizacidon bioldgica confirmaron que la adicién de moléculas de gelatina
modifica favorablemente la viabilidad celular con dos tipos de células: osteoblastos y células

troncales de tejido adiposo de humano en andamios bi-capa funcionalizados.
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ABSTRACT

Two-layer polycaprolactone (PCL) scaffolds with architecture similar to bone tissue was
obtained by combining two techniques: 3D printing whereas low molecular mass (47000 Da)
PCL was synthesized and deposited using electrospinning. Additionally, the scaffolds were
functionalized with gelatin to modify their biocompatibility. Using FTIR the synthesis of PCL
was confirmed as well as the incorporation of gelatin in the functionalized bi-layer scaffolds
by identifying their characteristic functional groups (amine, amide | and amide Il). Contact
angle and accelerated degradation tests confirmed the surface modification of the structures
by adding hydrophilic groups. Finally, the biological characterization confirmed that the
addition of gelatin molecules favorably modifies cell viability in functionalized bi-layer
scaffolds.
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HIPOTESIS

Combinando las técnicas de impresién en tres dimensiones (3D) y electrohilado es
posible generar tejido 6seo similar a la tibia y peroné, utilizando como modelo anatémico
un conejo raza Nueva Zelanda (oryctolagus cuniculus), con potencial en la regeneracién de

tejido 6seo.

OBJETIVOS

Objetivo general

Reconstruir una estructura porosa mediante impresion 3D y electrohilado de
policaprolactona (PCL) para su uso potencial como andamios en la regeneracién de

defectos 6seos.

Objetivos especificos:

1. Sintetizar y caracterizar (FTIR, viscosimetria capilar y DSC) PCL de baja masa
molecular.

2. Obtener andamios con PCL de alto peso molecular utilizando impresion 3D.
Obtener andamios bi-capa, electrohilando la PCL sintetizada sobre la periferia de
los andamios 3D impresos.

4. Modificar la superficie de los andamios bi-capa incorporando moléculas de gelatina.
Evaluar la influencia del electrohilado y la incorporacion de las moléculas de gelatina
sobre las propiedades fisicoquimicas (FTIR, cuantificacion de aminas, angulo de
contacto, degradacion acelerada) y biolégicas (viabilidad y diferenciacion celular) de

los andamios bi-capa.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Tejido 6seo

El tejido 6seo es un tipo especializado de tejido conectivo constituido por células y
componentes extracelulares calcificados; junto con la médula ésea forman los huesos, los
cuales a su vez en conjuncién con las articulaciones y tendones conforman el sistema 6seo;

el cual, constituye el 18% del peso corporal. Las 6 funciones basicas de éste son [1]:

1. Sostienen los tejidos blandos y provee puntos de insercion para los tendones de
la mayoria de los musculos esqueléticos.

2. Protege de lesiones a los 6rganos internos mas importantes, por ejemplo: los
huesos del craneo protegen al cerebro.

3. Proporcionan asistencia en el movimiento de los musculos esqueléticos.
Almacenan diversos minerales, especialmente calcio y fésforo, liberan hacia la
sangre los minerales necesarios para mantener el equilibrio (homeostasis
mineral).

5. Producen células sanguineas (la médula ésea roja produce glébulos rojos,
glébulos blancos y plaquetas)

6. Almacenamiento de triglicéridos en la medula ésea amarilla

La estructura del hueso a nivel macroscépico puede analizarse considerando las
partes de un hueso largo. En la Figura 1.1 es posible observar las partes que conforman

los huesos largos.

Hueso

josti Hueso
Periostio COmpacto lueso
(membrana que esponjoso
cubre el hueso)
Cartilago
articular

Vasos Médula
sangulneos osea e
g Placa epifisaria
Cavidad medular

Figura 1.1.-Corte transversal de un hueso largo (fémur) adaptado de [2].



En la Figura 1.1 se observan diversos componentes visibles en un corte transversal
de un hueso largo. El cartilago articular es una capa fina de cartilago hialino que cubre la
zona de la epifisis donde un hueso se articula con articulaciones sinoviales. El periostio es
una vaina dura de tejido conectivo denso e irregular que envuelve la superficie 6sea en los
lugares que no estan recubiertos por cartilago. Las células formadoras de hueso del
periostio permiten el crecimiento en espesor, pero no en longitud. El periostio también
protege al hueso, lo asiste en la reparacion de fracturas, ayuda a la nutricién del tejido 6seo
y sirve como punto de insercién a ligamentos y tendones. La cavidad medular es el espacio

en el que se encuentra la médula 6sea amairilla.

La placa epifisiaria son areas de tejido cartilaginoso de crecimiento las cuales
permiten el crecimiento de los huesos largos hasta que desaparecen en los adultos

alrededor de los 25 anos [3].

1.1.1. Histologia del tejido 6seo

El tejido 6seo contiene una abundante matriz extracelular (matriz osteoide). La
matriz osteoide esta constituida por un 25% de agua, un 25% de fibras colagenas con
proteinas no colagenas y un 50% de sales minerales cristalizadas. La sal mineral con mayor
abundancia es el fosfato de calcio [Cas(POa)2], la cual, en combinacion con el hidroxido de
calcio [Ca3(OH).] forma los cristales de hidroxiapatita [Cas(PQO4)3(OH)]. A medida que éstos
se van formando, se combinan también con otras sales minerales, como el carbonato de
calcio [CaCOg] y con iones como el Mg?', flior, potasio y sulfato. Mientras estas se
depositan en las estructuras formadas por las fibras colagenas de la matriz osteoide, se
cristalizan y el tejido se endurece[4]. Este proceso recibe el nombre de calcificaciéon y es

iniciado por las células formadoras de hueso denominadas osteoblastos.

El tejido 6seo presenta 4 tipos celulares: células osteogénicas, osteoblastos,

osteocitos y osteoclastos [1].

» Células osteogénicas: son células madre no especializadas. Son las Unicas
células 6seas que realizan division celular; las células resultantes se transforman

en osteoblastos. Las células osteogénicas se encuentran a lo largo del endostio



(porcion interna del periostio) y en los conductos intradseos que contienen vasos
sanguineos.

Osteoblastos: son células formadoras de hueso, inician la calcificacion,
sintetizan, secretan fibras colagenas y otros componentes organicos necesarios
para construir la matriz osteoide. A medida que los osteoblastos se rodean a si
mismos con matriz osteoide, van quedando atrapados en sus secreciones y se
convierten en osteocitos.

Osteocitos: células 6seas maduras que mantienen el metabolismo diario del
tejido 6seo a través del intercambio de nutrientes y productos metabdlicos con la
sangre. Al igual que los osteoblastos los osteocitos no realizan division celular.
Osteoclastos: células de gran tamafo derivadas de la fusion de células
hematoldgicas, se localizan en el endostio (en la cara proximal a la superficie
Osea). La membrana plasmatica del osteoclasto se pliega y forma un borde
identado. En este lugar, la célula libera enzimas lisosémicas y acidos que digieren

los componentes minerales y proteicos de la matriz osteoide (resorcion).

En la Figura 1.2 se visualizan las células que conforman el tejido 6seo.
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dentado

Células ostebgenas Osteoblastos Osteocitos Osteoclastos (producen la
(se diferencian en (forman matriz (mantienen al resorcién y la destruccién
osteoblastos) ésea) tejido 0seo) de la matriz ostecide)

’ﬂz
L
CED 1100x

Figura 1.2.-Células del tejido 6seo tomado de [1].



El hueso no es solido, presenta porosidad (espacios vacios) entre sus células y los
componentes de la matriz osteoide. La porosidad permite que los vasos sanguineos
atraviesen y nutran a las células Oseas. Otros espacios sirven como lugares de
almacenamiento de la médula ésea roja, las regiones de un hueso pueden clasificarse como
esponjosas o compactas. Aproximadamente el 80% del esqueleto esta formado por hueso

compacto y el 20% por hueso esponjoso.

El tejido 6seo compacto o cortical presenta poca porosidad (5 al 10%) es el
componente mas sélido del tejido éseo. Se encuentra por debajo del periostio de todos los
huesos y forma la mayor parte de los huesos largos. Proporciona proteccion, soporte y

ofrece resistencia a la tension causada por el peso y el movimiento [5].

Los vasos sanguineos, los vasos linfaticos y los nervios atraviesan al hueso
compacto desde el periostio por los conductos perforantes transversos o conductos de
Volkmann. Estos vasos y nervios de los conductos perforantes se conectan con los de la
cavidad medular, periostio y conductos centrales (o haversianos). Los conductos corren en
sentido longitudinal en el hueso. Alrededor de estos conductos se encuentran laminillas
concéntricas (anillos de matriz osteoide calcificada). Entre las laminas se observan
pequenos espacios llamados lagunas, los cuales contienen osteocitos. Los canaliculos
surgen desde las lagunas y contienen liquido extracelular donde se localizan grupos de
osteocitos. Los osteocitos se comunican entre si mediante sus uniones en hendidura. Los
canaliculos conectan entre si las lagunas y éstas a su vez con los conductos centrales; por
lo cual se forma un intrincado sistema en miniatura de conductos interconectados a través
del hueso. Este sistema suministra vias para alimentar a los osteocitos con nutrientes y

oxigeno, asi como para facilitar la eliminacion de sus desechos.

Los componentes del hueso compacto se organizan en unidades denominadas
osteonas o sistemas haversianos. Cada osteona consiste en un conducto central (o de
Havers) con sus laminillas concéntricas, lagunas, osteocitos y canaliculos. Las osteonas se
alinean en el tejido 6seo compacto en la misma direccioén a lo largo de lineas de tension;
estas lineas de tension pueden cambiar como consecuencia de discontinuidades dseas
(fracturas) o deformidades fisicas, la organizacién de las osteonas no es estética; sino
variable a lo largo del tiempo en respuesta a las demandas fisicas que ocurren en el

esqueleto.



Las zonas situadas entre las osteonas reciben el nombre de laminillas intersticiales,
dentro de las cuales se encuentran lagunas con osteocitos y canaliculos. Las laminas
intersticiales son fragmentos de osteonas que fueron parcialmente destruidas durante la
reconstruccion ésea o en crecimiento. Las laminillas que rodean al hueso justo por debajo
el periostio o0 que rodean la cavidad medular reciben el nombre de Ilaminillas

circunferenciales.

En la Figura 1.3 se aprecia como es histolégicamente el hueso compacto.
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Figura 1.3.-Representacion histologica del hueso compacto tomada de [1].

~- Conducto perforante

El tejido 6seo esponjoso o trabecular no contiene osteonas; tiene laminas dispuestas
en una red irregular de columnas delgadas que se denominan trabéculas. La porosidad en
éste tipo de tejido es del 70 al 95% lo cual ocasiona que sea mas liviano; los huesos largos
entre las trabéculas contienen médula ésea roja encargada de la produccion de células
sanguineas (hematopoyesis)[5]. Dentro de cada trabécula se encuentran lagunas que
contienen osteocitos. Los canaliculos se irradian hacia afuera desde las lagunas. Como los
osteocitos del hueso esponjoso se localizan en las superficies trabeculares, reciben sus

nutrientes directamente desde la sangre circulante que atravesé las cavidades medulares.



El tejido 6seo esponjoso constituye la mayor parte del tejido de los huesos cortos
planos y de irregulares. También integra muchos de los extremos en los huesos largos y el
borde estrecho alrededor de la cavidad medular de éstos.

Las trabéculas del tejido esponjoso estan orientadas a lo largo de las lineas de
tension (como las del hueso compacto), caracteristica que ayuda a los huesos a resistir
tensiones y transferir fuerza sin fracturarse. El tejido esponjoso tiende a localizarse donde

los huesos no reciben fuertes tensiones o dende la tensidon se desvia en varias direcciones.

En la Figura 1.4 es posible observar una representacion histolégica del hueso
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Figura 1.4.-Vista del interior de una trabécula tomada de [1].

El Hueso presenta una elevada capacidad de remodelacion ésea gracias a la accién
conjunta de los osteoblastos y osteoclastos[6]. Sin embargo, algunas fracturas o
enfermedades como el cancer provocan pérdidas de tejido generando zonas denominadas
defectos 6seos[7]. La gravedad de los defectos 6seos es proporcional al tiempo requerido
para la remodelacion 6sea; no obstante, el tiempo para la remodelacion de ciertos defectos
Oseos criticos puede acelerarse con la ayuda de materiales disefiados especificamente
para ello. La ingenieria de tejidos 0sea se encarga de la elaboracion de materiales que

actuen como estructuras coadyuvantes en el proceso de reparacion ésea [8].



1.1.2. Ingenieria de tejido 6seo

La ingenieria de tejidos 6sea es un area multidisciplinaria que aplica los principios
de la ingenieria y de las ciencias de la salud para el desarrollo de estructuras bioldgicas,
con el fin de generar tejidos que permitan restaurar, mantener o mejorar la funcién de éstos.
Del mismo modo, combina materiales y componentes celulares con el objeto de utilizarlos
en tratamientos especificos para garantizar un éxito terapéutico[9]. Esta disciplina nace
como respuesta a los problemas que presentan el uso de las terapias como los autoinjertos
y xenoinjertos (tejido de otra especie) utilizadas en la actualidad, desarrollando materiales
inertes y bioactivos en organismos vivos (biomateriales) cuya estructura y composicién
puedan constituir una base (andamios) capaz de permitir la formacion de tejido especifico

a partir de células cultivadas sobre ellos [10].

Se puede definir biomaterial como una sustancia o conjunto de sustancias que
pueden ser usadas para sustituir un tejido, érgano o funcién en un ser vivo, sin ocasionar
reacciones adversas. Otra definicién aceptada explica que es una sustancia inerte sistémica
y farmacolégicamente disefiada para implantarse o incorporarse en sistemas vivos [11].

Utilizando biomateriales es posible construir andamios.

Un andamio es una estructura de tres dimensiones que funciona como una matriz
extracelular artificial con el fin de proporcionar una estructura para la adhesioén celular,
migracién, proliferacion y regeneracién del tejido [11]. Las caracteristicas requeridas para
el disefio de los andamios dependen del tejido para el que sera disenado. Para el tejido

0seo se requiere lo siguiente [12]:

» Elaborados con materiales biocompatibles, no debe de ocasionar alguna
reaccién de rechazo en el ser vivo al cual se le desee implantar.

» Deben tener una estructura porosa; es decir, el material debe tener espacios
huecos los cuales reciben el nombre de poros. El tamafio de los poros en
andamios disefiados para la regeneracion 6sea se encuentra entre 200pm a
400um; los poros deben de estar interconectados, la finalidad de los poros y la
interconexion de los mismos es permitir el crecimiento celular, el intercambio de

nutrientes y eliminacion de desechos.



» Tener una superficie quimica que permita la diferenciaciéon, migracion vy

proliferacion celular.

1.2. Elaboracion de andamios: técnicas y materiales

Existen diversas métodos para la elaboracién de andamios. Las de mayor auge son
aquellas en donde se tiene un control preciso del tamafo de poro y de facil replicaciéon en

diversas condiciones ambientales; en la Tabla 1.1 son presentadas varias técnicas

utilizadas en la actualidad para elaborar andamios [13].

Tabla 1.1.-Técnicas para la elaboracion de andamios para regeneracion 6sea, adaptado de [14].

cultivo celular

Método Polimeros Caracteristicas Porosidad y tamario de
especificas poro
Andamios porosos biodegradables.
Lixiviacion por el método | Polimeros absorbibles Andamios porosos 20-50%
de sales (PLLA, PLGA, colageno, biodegradables 5-100 um
etc.) controlados
Lixiviacion de particulas PLLA y PLGA Control de la estructura 95%
de hielo del poro y produccién de 20-200 ym
andamios delgados
Expansion de gas PLLA, PLGAy PDLLA Controlar porosidad y <90%
estructura del poro 20-100 ym
Fabricacién por microesferas
Técnica de evaporacion PLGA, PLAGA Area superficial <90%
de disolventes extendida para realizar 20-300 um

Andamios por agregado

Quitosano HAP

Alta estabilidad

Hueso, cartilago y

combinaciones de PLA,
PGA, PLGA and PEG,
colageno, Quitosano,
HA vy fibrina

causan una respuesta

inflamatoria minima

de particulas mecanica tejidos osteocondrales
Liofilizacion PLGA, PLLA, PGA, Esponja porosa 3D <97%
PLGA/PPF, colageno y durable y flexible <200 um
Quitosano
Fabricacién de andamios de gel inyectables.
Andamios a base de Copolimeros en Muestran <85%
hidrogeles dibloque y tribloque, biocompatibilidad y 7-69 um




Método Polimeros Caracteristicas Porosidad y tamario de

especificas poro
Fabricacion de andamios ceramicos
Replicaciéon de esponjas | Esponja de poliuretano, Poros del andamio <50%
PVA, BCP o sulfato de ceramico 300-600 pm
calcio interconectados
Recubrimiento con Recubrimiento a Incrementa la <70%
fosfato de calcio metales, vidrios, biocompatibilidad y 9-150 um
ceramicas inorganicas y mejora la respuesta
polimeros organicos biolégica con el
(PLGA, PS, PP, silicon 'y organismo

PTFE), colageno

Control del tamaiio de poro

Proceso de impresion Alginato de sodio Construir tejidos

por tinta complejos a base de
multiples tipos celulares

(andamio de hidrogel)

Deposicion de material Polimeros Estructuras complejas <90%
fundido FDM mediante biodegradables o de objetos 30-2500 pm
técnicas de prototipado mezclas tridimensionales,
(impresién buenas propiedades
tridimensional). mecanicas
Electrohilado Polimeros en solucion Microfibras y nanofibras <90%
con diversas 1-10 pm

orientaciones

Como puede visualizarse en la Tabla 1.1 existe una gran variedad de técnicas para
la elaboracion de andamios. Sin embargo, en los ultimos afios se han utilizado los métodos
que permiten un control preciso en el tamano de los poros; es por ello que el modelado de
material por deposicién fundido y el electrohilado son actualmente de las técnicas mas

utilizadas para la elaboracién de andamios.



1.2.1. Impresion tridimensional (3D)

La tecnologia de modelado por depdsito fundido (FDM) es utilizada en las
impresoras 3D y funciona utilizando un filamento de polimero como tinta (o metal) que se
desenrolla de un carrete y suministra el material a una boquilla de extrusién, la cual se
calienta (para fundir el material). El proceso de impresion consiste fundamentalmente en ir
creando el objeto capa por capa, de abajo hacia arriba, es decir, el movimiento ocurre en
las direcciones X, Y y Z. En la Figura 1.5 se muestra un diagrama del sistema de modelado
por deposicion fundido en donde un material es calentado a una temperatura cercana al
punto de fusién y extruido a través de una boquilla para ser depositado en la plataforma de
impresién [15].

Cabeza de calentamiento

» Boquillas de
extrusion

Soportes.

Plataforma ds
impresion

< _ Material de
impresion.

Figura 1.5.-Diagrama del sistema para el modelado por deposicién fundido.

Existe gran variedad de polimeros que es posible utilizar para la impresion de
andamios, como los poliésteres la cual es una familia de polimeros sintéticos; también se
pueden utilizar polimeros naturales e hidrogeles. Sin embargo, para la elaboracién de
andamios es conveniente utilizar polimeros sintéticos debido a que el uso de éstos brinda
como resultado andamios los cuales presentan caracteristicas mecanicas similares al tejido
0seo [16].
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1.2.2. Electrohilado

Es una técnica simple y altamente versatil utilizada para generar fibras de diferentes
tamanos (submicrométricas y nanométricas principalmente) utilizando fuerzas eléctricas en
soluciones de diferentes materiales [17]. Se necesitan tres componentes principales para
completar el proceso: una bomba de inyeccién (la cual posee una jeringa, con una aguja
que funciona como capilar la cual contiene la solucién polimérica); una fuente de alto voltaje
y un colector conectado a tierra usualmente un plato metalico o un cilindro rotatorio tal como

muestra la Figura 1.6.

E N ‘
+V
| +V

Figura 1.6.-Representacion esquematica sobre el desarrollo en la tecnologia del electrospinning. (a)
electrospinning convencional; (b) nuevo colector de electrospinning para fabricar andamios 3D; (c) colector
para fabricar tubos nanofibrosos y (d) doble expulsion.

Para el inicio del proceso, el material con el que se realizara el andamio debe estar
disuelto en un disolvente adecuado (para evitar la obstruccion del capilar durante el
proceso); subsecuentemente, la solucién es colocada en una jeringa en la bomba de
inyeccion donde sera empujada hasta llegar a la punta de la aguja. La formacién de las
fibras sucede al aplicar voltaje en la aguja, ocasionando que las cargas eléctricas se
acumulen promoviendo la formaciéon de una gota en la punta del capilar. A medida que la

intensidad del campo eléctrico se incrementa, la gota se alarga para crear una forma cénica
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conocida como “cono de Taylor’. Posteriormente se produce un chorro eléctricamente
cargado, y a medida que el chorro se mueve hacia la placa colectora, este se alarga por
interacciones electrostaticas mientras que el disolvente se evapora en el trayecto hacia la

placa.

Utilizando la técnica de electrohilado se han elaborado diversos andamios para la
regeneracion de diferentes tejidos [18]. Dentro de los materiales utilizados uno de los mas
importantes y ampliamente difundidos a nivel mundial es la policaprolactona (PCL), la cual
forma parte de la familia de los poliésteres y se encuentra aprobada por la FDA para la

elaboracion de dispositivos médicos [19].

1.2.3. Policaprolactona

La PCL es un polimero hidrofébico sintético compuesto por unidades repetitivas de
caprolactona, en la literatura se encuentra documentado su uso para imitar la estructura y
textura fibrosa del colageno presente en el tejido 6éseo natural [20]. La PCL es un polimero
lineal, semicristalino, biodegradable y biocompatible con una baja temperatura de fusion
(60 °C) y miscibilidad con otros polimeros; existen diversos métodos para la sintesis de
PCL, en la Figura 1.7 se representa un diagrama general utilizando diferentes métodos para
obtener PCL [21].

Polimerizacién por apertura de

[0}
\
0 anillo catalizada por iones o
) metales
égsilon—caprolam r
Polimerizacion radicalaria W\/\/\OT
n

H,C por apertura de anillo o
}‘ PCL
—0
OK/ )
2-metileno
1,3-dioxepano

Condensacién

HO
\H/\/\/\OH
o
Acido 6-Hidroxicaproico

Figura 1.7.-Esquema general de la sintesis de PCL por diferentes métodos utilizando é-cl, tomado de [22].
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La PCL se ha utilizado para la elaboracion de andamios en ingenieria de tejidos para
regeneracion 6sea; sin embargo, el proceso degradativo bajo condiciones fisiologicas
depende en gran medida del grado de cristalinidad y masa molecular de la PCL utilizada en
la elaboracion de estos. Se encuentra reportado en la literatura el uso de PCL de una masa
molecular arriba de 68,000 Da en la elaboracion de andamios, sin embargo, se ha
encontrado que utilizando PCL con masas moleculares por debajo de los 50,000 Da
ocasiona un cambio en las propiedades mecanicas en los andamios, razén por la cual la
adhesion celular y diferenciacion también varian, e incluso se encuentra reportado que
utilizando PCL de 14,000 Da ocasiona un retardo en el proceso de diferenciacion celular
[23].

El resultado de un estudio degradativo llevado a cabo en roedores vivos demostro
que cuando se utiliza PCL de 66,000Da el proceso de degradaciéon comenzé hasta al final
del mes 30 (fragmentacion en la longitud de la cadena polimérica a segmentos de un
tamano promedio de 8,000Da) [24].

Otro estudio llevado a cabo con PCL de 3,000Da reporté que en 13 dias el polimero

fue degradado en combinacién por hidrélisis y macrofagos en implantes intracelulares [25].

En la Figura 1.8 es presentado un esquema general de como ocurre la degradacion

de andamios de PCL implantados en organismos vivos.

!Hujrataclnn |!E§fradad'3” | Pérdida de !Resartién I Metabotismo

| | hidratacion

i | I ! |

100% 3 el o —_ 1 I

v i
Wik oo :

- | Pérdida de masa

-\i molecular

| masa | |

fPérdida
|demasa |
i !
i !

Figura 1.8.-Etapas de la degradacién de la PCL, adaptado de [26].
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Debido a la tardia biodegradacion de la PCL por hidrdlisis se han elaborado diversas
técnicas y protocolos para modificar la superficie de los andamios con la finalidad de reducir

la hidrofobicidad, acelerar la tasa degradativa y mejorar la adhesion celular [27].

1.2.3.1.  Modificacién superficial

Una de las técnicas utilizadas para generar cambios en las propiedades
superficiales de la PCL consiste en anadir grupos amino en los grupos ésteres presentes
en la cadena polimérica (amindlisis)[28]. Algunos autores realizan uUnicamente esta
modificacion, otros posterior a la amindlisis realizan un segundo proceso en donde afiaden
gelatina, quitosano, hidroxiapatita o algun factor de crecimiento para favorecer el

crecimiento y adhesién celular [28].

Uno de los efectos ocasionados por la modificacion superficial es la disminucién de
la hidrofobicidad de la PCL; es posible determinar este parametro a través de la
determinacion del angulo de contacto. Cuando una gota de agua es depositada sobre una
superficie plana, esta se extiende sobre la superficie formando un angulo en la zona de
contacto con la superficie. Una superficie hidrofilica genera una gota extendida sobre su

superficie[29].

Considerando una gota de agua en una superficie sélida, si ésta es atraida por la
superficie, quedara completamente extendida; en este caso, se considerara que el angulo
de contacto sera de 0°, entonces esta superficie es considerada como hidréfila. Al contrario,
si el angulo de contacto medido entre la gota y la superficie supera los 90° la superficie del
material es considerada como hidréfoba. En la Figura 1.9 se muestra una representacion
grafica de coémo es medido el angulo generado cuando la gota es depositada sobre un

material sélido.
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gas

0\
Solido

Figura 1.9.-Diagrama del angulo de contacto formado entre un liquido y una superficie sélida, tomado de [29].

Para medir el angulo de contacto se utiliza un gonidometro, un instrumento
conformado por una lampara para iluminar la gota colocada sobre una celda y asi proyectar
una sombra sobre un sistema de observacion [30]; el cual tiene una escala para medir los

angulos formados, en la Figura 1.10 se muestra un esquema de un goniémetro.

Sisterna de observacion Celda para
medician y fotografia gota Lampara

Figura 1.10.-Esquema general de un goniémetro utilizado para la medicion de angulos de contacto. tomado
de [29].
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2. ANTECEDENTES

A finales de 2009, Dong J. y colaboradores realizaron un estudio piloto donde
utilizaron la técnica de prototipado rapido para fabricar andamios de poliacido glicolico
(PGA) /poliacido lactico (PLA) en forma de céndilo de mandibula y se incubaron en ellos
células madre de médula 6sea. Los resultados in vitro exhibieron una buena compatibilidad
de los materiales y sugirieron su aplicacion para futuros tratamientos de lesiones craneo

maxilofaciales [31].

En Portugal, a finales de 2010 el grupo de trabajo de Mano, se interes6 en la
produccién de andamios (usando tecnologia de prototipado rapido) con gradientes de
tamafo de poro con la finalidad de mejorar la eficiencia en la siembra de células y controlar
la distribucidon espacial de las mismas en el andamio. Para ello se emplearon mezclas de
almidén y poli e-caprolactona para el cultivo de células osteoblasticas. Los resultados
mostraron una mejora en la viabilidad celular de un 35% a un 70% en el cultivo celular en
los andamios con gradiente de tamafio de poro (si se compara con los de porosidad

homogénea) bajo condiciones estaticas de cultivo [32].

Estudios comparativos de cultivo de células mesenquimales se realizaron sobre
andamios de PCL y de un copolimero de hidroximetil glicélido y e¢-caprolactona,
manufacturados por técnica de prototipado rapido de impresién 3D. El estudio publicado en
2011 por Hennink y colaboradores, demostraron que las células sembradas en los
andamios del copolimero tuvieron una mayor actividad metabdlica, ademas de promover la

diferenciacion osteogénica, haciéndolos modelos promisorios para regeneracion 6sea [33].

Con la finalidad de estudiar la viabilidad celular de andamios para la regeneracion
de tejido blando (cardiaco), Yeong y colaboradores en Singapur, fabricaron andamios de
PCL implementando la técnica de sinterizado selectivo por laser (SLS), obteniendo
resultados positivos. Este grupo dirigi6 su trabajo fundamentalmente hacia la

caracterizacién mecanica y bioldgica de las estructuras obtenidas [34].

El procesamiento de poliésteres puede ocasionar la degradaciéon térmica del
polimero lo cual a su vez genera pérdida en las propiedades mecanicas. Por esta razén,
Perale et al. en 2007, se interesaron en la degradacién durante el procesamiento —por micro

extrusion- de la PCL y PLA, desde los pellets hasta la obtencién de filamentos. Con base
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en los resultados obtenidos los autores concluyeron que la micro extrusion no representa
un riesgo degradativo durante el procesamiento de poliésteres biocompatibles de alta masa

molecular [35].

Una investigacion publicada también en 2011, por Yoon y su grupo de trabajo.
propuso el uso de andamios para la liberacion controlada de farmacos. Su propuesta
exhibié la manufactura de un andamio de PCL, utilizando para ello impresion 3D
incrustandole luego capas de nanofibras de PCL/ poli 6xido de etileno con rodamina-B
obtenidas utilizando electrospinning, de manera que la liberacién de dicha molécula fue

controlada con la variacion del espesor de la capa de PCL [36].

En la Tabla 2.1 se enlistan algunos trabajos en donde es utilizada la técnica de
electrospinning para la obtencion de andamios elaborados con PCL para diferentes

aplicaciones en ingenieria de tejidos.

Tabla 2.1.-Trabajos reportados para la elaboracién de andamios con PCL mediante la técnica de
electrospinning.

Material Disolvente Referencias

PCL 80 KDa Cloroformo Yoshimoto et Al [37].
10% miv

PCL 65 KDa Trifluoroetanol Jha et Al [38].
50 mg-275 mL

PCL 45 KDa Cloroformo: etanol Colmenares, Gabriel et Al [39].
(9:1)

PCL 80 KDa Trifluoroetanol Martin, Gaspar [40]
20% m/v Uluac, América [41]
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiales

Los materiales utilizados fueron: Hidréxido de sodio (NaOH), hexametilendiamina
(HMDA), 2-propanol, etanol, cloroformo, épsilon caprolactona (e-cl), Hidruro de sodio
(NaH), Octoato de estafio (Sn(Oct),,) PCL 80,000Da, Tetrahidrofurano (THF) grado HPLC,
solucion fosfato buffer salino (PBS), medio de cultivo suplementado (DMEM), suero fetal
bovino (SBF)

3.2. Diseio e impresién 3D

Para elaborar los andamios porosos utilizando como base los huesos de la tibia y
peroné de un conejo de la raza Oryctolagus cuniculus, se utilizé un scanner 3D de la marca
Makerbot® modelo digitizer desktop 3D para generar el contorno de los huesos como
archivos en formato STL. El proceso seguido para la obtencién de la reconstruccién 6sea

porosa es mostrado en la Figura 3.1.

3.2.1.-Escaneo de _f 3.2.2.-Disefio de 3.2.3.-Impresién

la tibia y peroné. los andamios. 3D.

*Obtencion de los *Creacion de la *Filamento de
archivos STL. estructura porosa PCL
«Edicion de los en el interior de

archivos STL. los huesos.

Figura 3.1.-Metodologia para la obtencién de las reconstrucciones porosas de la tibia y el peroné.

18



3.2.1. Escaneo de la tibia y el peroné

Ambos huesos fueron digitalizados utilizando un escaner de la empresa MakerBot®
modelo digitizer desktop 3D, se realizaron 5 escaneos a cada hueso para obtener la

reconstruccion solida de ambas siluetas.

Posterior a la obtencién de siluetas estas fueron modificadas utilizando el software
de uso libre de la compania Autodesk® llamado meshmixer, con este programa ambas
siluetas fueron divididas. El hueso de la tibia fue dividido en 5 partes y el del peroné en 4,

generando en total 9 partes; esto con el objetivo de facilitar la creacién del interior poroso.

El resultado del escaneo realizado a la tibia y peroné puede observarse en la Figura
3.2.

Figura 3.2.-Siluetas de: A) tibia y B) peroné obtenidas mediante el proceso de digitalizacion.
Posterior al proceso de digitalizado, ambos huesos fueron divididos para facilitar la
creacion del entramado poroso; la tibia fue dividida en 5 partes y el peroné en 4 como se

observa en la Figura 3.3.

Figura 3.3.-Lugares en donde fueron seccionados los modelos A) Tibia, B) Peroné.

Después se disend el entramado poroso en cada una de las 9 partes resultantes.
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3.2.2. Diserio interno de los andamios

Para generar el disefio poroso en el interior de los huesos se utilizé el software creo
parametric CAD de la empresa PTC®, los disefios se realizaron utilizando 4 capas
conformadas por fibras con diferentes orientaciones de acuerdo a la capa disefiada. La

estructura porosa fue elaborada considerando los siguientes parametros:

e Largoy ancho de las fibras.
¢ Numero de fibras longitudinales y transversales.
e Silueta de los huesos.

e Dimensiones de los huesos.

En la Figura 3.4 es mostrada la disposicion de las fibras utilizadas para la formacion

del interior poroso de ambos huesos.

0"

Figura 3.4.-Disposicion en la orientacion de las 4 capas utilizadas para el disefio del interior poroso de ambos
huesos. A)vista de los poros generados, B) angulos de las fibras utilizadas para la generacién de las capas.

Como se observa en la Figura 3.4, la superposicion de las fibras crea un entramado
poroso, primero fue creada la capa correspondiente a los 90°, después la de 135°, la de 45°
y por ultimo la capa correspondiente a 0°. Con las dimensiones de cada una de 9 las partes
(la altura permanece relativamente constante, sin embargo, el ancho es variable debido a
la forma irregular de la superficie 6sea) se calculd el niumero de fibras requerido por capa,
asi como el numero de veces que era necesario replicar las capas para alcanzar la altura

final de cada una de las 9 partes obtenidas en la divisidon de los huesos.

En la Tabla 3.1 se muestran los parametros utilizados para la elaboracion del interior

poroso en los huesos de la tibia y peroné.
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Tabla 3.1.-Parametros utilizados para el disefio del entramado poroso en el interior de las reconstrucciones de
tibia y peroné.

Dimensiones Ancho de las Largo de las Separacion entre
(mm) fibras (mm) fibras (mm) cada fibra (mm)
Tibia (5 partes) Ancho: 9.6 a 3 0.3 Variable 0.15
Largo: 82.30
Peroné (4 partes) | Ancho: 8.35a 3 0.3 Variable 0.15
Largo: 67.81

Posterior a la obtencion de las 9 partes, se procedié a realizar un ensamblaje de las
piezas correspondientes para obtener la tibia y peroné utilizando el software PTC creo

parametric.

Se observa en la Figura 3.5 el disefio del entramado interior de ambos huesos, se

forma una estructura ordenada, porosa e interconectada.

Figura 3.5.-Vista del entramado generado para la creacion de las estructuras porosas en el interior de los
huesos.

En la Figura 3.6 se observan las partes que conforman el disefio de la tibia, asi como

el ensamble final realizado utilizando los programas meshmixer® y PTC creo parametric®.
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Figura 3.6.-A) Ensamble final de las 5 partes, B) Tibia ensamblada.

3.2.3. Impresion 3D

En la Tabla 3.2 son presentados los parametros utilizados para la impresion de

ambos huesos.

Tabla 3.2.-Parametros utilizados para la impresion 3D de los huesos.

Material de impresién *PLA PCL
Temperatura de extrusion (°C) 190 155
Temperatura de la placa de 25 25

impresion (°C)

Velocidad de impresion (mm/s) 10 10

Didmetro del filamento (mm) 1.77 1.77
Tamafio de la boquilla de 0.2 0.2
impresién (mm)

Tiempo de impresion por capa (s) 20 5

*Nota: las impresiones utilizando PLA se encuentran en el anexo 1

Con los parametros utilizados para la elaboracion del interior poroso de la tibia y
peroné, se imprimieron en total 100 andamios de PCL. En la Tabla 3.3 se presenta la

cantidad de andamios requeridos para las pruebas degradativas y cultivo celular.
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Tabla 3.3.-Cantidad de andamios impresos de PCL para cultivo celular y degradacion acelerada.

PCL PCL+ E PCL + E+G Total
Degradacion 15 15 15 45
acelerada
Cultivo celular 16 16 16 48
Total 31 31 31 93

Los disefios porosos correspondientes a la tibia y peroné no se imprimieron en sus

dimensiones originales, ya que al existir una diferencia entre las temperaturas de fusion del

polimero (60°C) y la temperatura de impresion (155°C) se requeria incrementar el tiempo

de enfriamiento para conseguir la solidificacién de la capa del polimero antes de depositar

la siguiente. Esta limitacién, originada por la herramienta (la impresora 3D), se abordé

desde otro punto de vista: disefiando pequefios andamios circulares de 10 mm de diametro

y 8 capas de entramado, los cuales. son mostrados en la Figura 3.7.

Figura 3.7.-Andamios impresos utilizando PCL como material de impresion.

En la Figura 3.8 se observa el interior del entramado a 0° y 90° de los andamios

impresos con PCL es posible visualizar los poros generados, asi como la homogeneidad

en la formacion de las fibras impresas. Las fotografias se tomaron utilizando un

esteroscopio de la marca LEICA ® modelo M50
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Figura 3.8.-Formacién del enframado de 0y 90° en las impresiones utilizando PCL.

La Figura 3.9 muestra la formacioén de las fibras a 45° y 135°, en donde se visualiza
que la formacion de estas fibras no es homogénea a diferencia de lo que ocurre en las de
90° y 0°, esto es debido a la precision de la impresora 3D. Sin embargo, la generacién de
estas fibras genera variabilidad en los tamanos de poros, por lo cual los andamios
generados tienen una similitud aun mayor con el hueso esponjoso o trabecular debido a

que en este tipo de hueso el tamano de los poros es completamente homogéneo [42].

Figura 3.9.-Fibras generadas a 45° y 135°.

Con las fotografias obtenidas en el microscopio se realizaron 100 mediciones a los
poros generados en los andamios utilizando el software para analisis de imagenes Image
J, se obtuvo un tamafo promedio de 170 um; el cual se encuentra dentro del intervalo

sugerido para la elaboracién de andamios en regeneracién ésea [43].

24



3.3. Sintesis y caracterizaciéon de la PCL

Todo el material de vidrio a utilizar fue lavado en una solucién al 20% m/v de
hidroxido de sodio con etanol esto con la finalidad de remover cualquier impureza que
interfiriera con la polimerizacién. Las reacciones de sintesis fueron llevadas a cabo en una

atmaésfera inerte de nitrégeno.

Utilizando dos diferentes tipos de iniciadores se obtuvo PCL mediante
polimerizacion por apertura de anillo de la e-cl. En la literatura se encuentra ampliamente
documentada la sintesis de PCL utilizando Sn(Oct); [44], y algunos autores sefialan el uso
de NaH como un catalizador aniénico para obtener polimeros con masas moleculares
elevadas a menores tiempos de conversion en comparaciéon con el Sn(Oct).. En la Tabla
3.4 se reportan las cantidades utilizadas en este trabajo para la sintesis de PCL, las cuales

fueron calculadas utilizando como referencia trabajos previos realizados [45].

Tabla 3.4.-Cantidades propuestas para la polimerizacién por apertura de anillo de la e-cl.

e-cl (mmol) Catalizador (mmol) Relacion
(mmol/mmol)
19.99 1.99 (Sn (Oct)2) 10.02
142.57 1.51 (NaH) 94.11

Posterior al peso del monémero y los catalizadores la polimerizacidon de PCL se llevé

a cabo utilizando dos metodologias diferentes de acuerdo al catalizador utilizado

3.3.1. Con Sn (Oct), como catalizador

1. Fueron colocados en el interior del matraz las cantidades de mondmero y catalizador
mencionadas en la Tabla 3.4 sobre un redstato conectado a una canastilla de
calentamiento con arena en el interior sobre una placa de agitacion.

2. Fue desplazado el oxigeno del interior del matraz durante 40 min utilizando

nitrégeno para crear una atmaosfera inerte.
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3. Elbafo de arena fue calentado hasta alcanzar una temperatura constante de 80 °C
con agitacién constante de 1000 rpm. Los intervalos de tiempo y las cantidades
exactas utilizadas en cada reaccién son mostradas en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5.-Cantidades utilizadas para la sintesis de PCL con Sn(Oct): a diferentes tiempos de reaccion.

Reaccion | Reaccion 2 | Reaccion 3 | Reaccién 4 | Reaccion 5

1
Mmol e-cl 19.97 19.97 19.97 19.97 19.99
Mmol Oct-Sn 1.94 1.98 2.00 2.00 2.00
Razén (e-cl/Sn(Oct)2) 10.02 10.07 9.96 9.96 9.96
e-cl (g) 2.28 2.35 2.28 2.28 2.28
Oct-Sn (g) 0.80 0.80 0.81 0.81 0.81
Tiempo(H) 5 16 24 48 72

4. Una vez transcurrido el tiempo de la reaccion se dejé enfriar el polimero obtenido
en el interior del matraz, posteriormente fueron vertidos 20 mL de cloroformo y
agitados durante 1 h a una temperatura de 25°C para disolver los polimeros.

5. El contenido del matraz fue precipitado en 50 mL de metanol con agitacién constante
de 500 rpm para eliminar el mondémero residual.

6. Fue vertido el contenido del matraz en una charola de teflon para evaporar el

cloroformo y metanol, finalmente se colocaron las muestras en una estufa de vacio
a 30°C durante 24 h.

3.3.2. Con NaH como catalizador
1. El catalizador y mondémero fueron manipulados en una bolsa de atmdsfera inerte de la

marca Sigma-Aldrich para evitar contacto con el oxigeno atmosférico.

2. Se utilizaron las cantidades presentadas en la Tabla 3.6 para las pruebas de sintesis.

Tabla 3.6.-Cantidades utilizadas para la sintesis de PCL utilizando NaH con tiempo de reaccion de 1 hora.

Reaccion 1 | Reaccion 2 | Reaccion 3 | Reaccion 4 | Reaccion 5
mmol e-cl. 54.14 108.28 61.36 55.04 142.57
mmol NaH 1.08 1.15 1.23 1.12 1.51
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Razon (g -

cl/NaH) 49.78 94.16 49.78 49.03 94.11
e -cl (9) 6.18 12.36 7.04 6.28 16.27
NaH (g) 0.02 0.02 0.02 0.02 0.03

3. El bafio de arena fue calentado a 80°C con agitacion constante de 1000 rpm durante 1
h.

4. Se dej6 enfriar el producto de la reaccion hasta solidificar, posteriormente se afiadieron
50ml de cloroformo con agitacion constante de 500 rpm durante 1 h.

5. La solucion del matraz fue precipitada en 150 mL de metanol con agitacion constante
de 500 rpm durante 60 min, posteriormente fue filtrada y vertida en una charola de teflon
y se dejé evaporar el disolvente residual en una estufa de conveccion a 30°C durante
24 h.

3.3.3. Caracterizacion de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR)

El espectro infrarrojo de las muestras de PCL sintetizadas y los andamios de PCL
fueron obtenidos al realizar, a una muestra de cada polimero, 100 barridos con una
resolucion de 4 cm™, en el intervalo de 4000 a 400 cm™" utilizando el equipo Nicolet 8700 de

la marca Thermo Scientific, en modo ATR, con un cristal de selenuro de zinc.

3.3.4. Determinacion de la masa molecular mediante viscosimetria capilar

La masa molecular fue determinada utilizando un viscosimetro Ubbelohde, las
mediciones del tiempo en el cual la solucion polimérica atraviesa el capilar se llevaron a
cabo utilizando THF grado HPLC de la marca sigma Aldrich a 26 °C en un recirculador de
agua utilizando 3 diferentes concentraciones del polimero: 4 mg/mL, 6 mg/mL y 10 mg/mL.
La determinacion de la masas moleculares se realizaron a los polimeros sintetizados con
NaH a una razon de 49 (r=49)
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Con el tiempo obtenido fue calculado la viscosidad inherente, posteriormente
utilizando la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada se calculé la masa molecular del

polimero en donde:
[n] = KMy
n = viscosidad inherente
My = masa molecular promedio(viscosa)
K, x= Constantes para un sistema soluto — solvente determinado

Las constantes K(1.09 X 1073) y « (0.6021) utilizadas fueron tomadas de la
literatura[46].

3.3.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para obtener los termogramas por DSC se colocaron 6 mg de muestra, los cuales
fueron colocados en charolas de aluminio cubiertas con tapas del mismo material y
posteriormente selladas a presion. El analisis se realizé en un equipo Diamond DSC de la
marca Perkin Elmer, con una tasa de calentamiento de 10 °C/min en atmodsfera de

nitrégeno, en un intervalo de temperatura de 20 a 90 °C.

Con los datos obtenidos del DSC fue calculado el porcentaje de cristalinidad de cada

muestra utilizando la siguiente formula:

ArysH

x 100
Ar

X% =
En donde:
X.%: Porcentaje de cristalinidad.
ApysH: Entalpia de fusion del polimero.
Ar: Entalpia de fusion del polimero 100% cristalino.

El valor de la entalpia de fusién se obtiene de la literatura y se encuentra reportado
con un valor de 139.3 J/g [47].
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3.3.6. Electrohilado y microscopia electronica de barrido (MEB)

La PCL obtenida en la sintesis fue utilizada para elaborar disoluciones variando la
concentracion de PCL entre 15 al 25% pl/v, todas las disoluciones fueron disueltas en una
mezcla de cloroformo: etanol (9:1) durante 2 h para posteriormente colocar el contenido de
las soluciones en jeringas de 10 mL conectadas a un tubo de polietileno de 6 mm [38]. Para
la técnica de electrohilado fue empleado un equipo modelo NaBond utilizando una placa
colectora rectangular fija recubierta con papel aluminio, se realizaron pruebas para observar
las fibras formadas con diferentes concentraciones de PCL en periodos de tiempo de 2 min

sobre portaobjetos.

En la Tabla 3.7 se muestran las diferentes condiciones utilizadas durante las

pruebas de electrohilado.

Tabla 3.7.-Condiciones utilizadas para el electrohilado de la PCL sintetizada.

Muestra | Concentracion de PCL Distancia del Voltaje Rapidez de flujo
(%plv) colector (cm) (Kv) (mL/h)
1 15 20 12 0.6
2 20 13 0.6
3 20 14 0.6
4 20 14 0.7
5 20 15 0.6
6 20 15 13 0.6
7 15 15 0.6
8 20 14 0.7
9 20 15 0.6
10 20 15 0.7
11 25 20 14 0.6
12 20 15 0.6

Posterior al proceso de seleccidn para los parametros de electrohilado se realizaron
3 andamios sobre placas colectoras fijas variando el tiempo de electrohilado. Después, fue
seleccionado las condiciones en donde se observo la formacion de fibras homogéneas sin
la presencia de gotas. Este parametro se utilizé como referencia para la elaboracion del
electrohilado rotatorio sobre los andamios impresos en 3D y asi obtener un andamio bi-

capa. Se establecié una velocidad de 3 rpm durante 20 min.
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Figura 3.10.-Electrohilado con una concentracion de 15% p/v con 20cm de distancia al colector. El voltaje
aplicado, asi como la rapidez de flujo son presentados en los recuadros superiores izquierdos.
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Figura 3.11.-Electrohilado concentracion 20% p/v (primeras 2 imagenes distancia del colector de 15 cm, las 3
inferiores una distancia de 20 cm). El voltaje aplicado, asi como la rapidez de flujo son presentados en los
recuadros superiores izquierdos.
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Figura 3.12.-Electrohilado 25% p/v, distancia del colector 20cm. El voltaje aplicado, asi como la rapidez de
flujo son presentados en los recuadros superiores izquierdos.

Después de observar y analizar las Figuras 3.10, 3.11y 3.12 es posible concluir que
los mejores parametros para realizar el electrohilado es utilizando una concentracion del
25% wl/v de PCL, una distancia del colector de 20 cm, y 14 Kv de campo eléctrico con una
velocidad de inyeccion de 0.6 mL/h. Con esos parametros se aprecio una baja formacion
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de gotas y enredos en las fibras de electrohilado. Sin embargo, los parametros de las

muestras 8 y 3 también mostraron resultados favorables

En la Figura 3.13 son presentadas las micrografias MEB realizadas al andamio
electrohilado durante 3h utilizando los parametros establecidos en la muestra 8. La
coalescencia observada en las fibras es debido a que utilizando estos parametros el

solvente no se evapora adecuadamente

Figura 3.13.-Centro del andamio de PCL a 15 p/v,0.6 mL/h a 5h A) x500, B) x5000.
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En la Figura 3.14 son presentadas las micrografias MEB realizadas al andamio

electrohilado durante 5 h utilizando los parametros establecidos en la muestra 3.
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Figura 3.14.-Centro del andamio de PCL al 20 w/v,0.6mi/h a 3h A) x500, B) x5000.
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En la Figura 3.15 son mostradas las micrografias MEB realizadas al andamio

electrohilado durante 7 h utilizando los parametros establecidos en la muestra 11.
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Figura 3.15.-Centro del andamio de PCL al 25 w/v, 14Kv, 0.6mi/h a 7h A) x500, B) x5000.

Analizando el tamafio de las fibras obtenidas en cada uno de los andamios
electrohilados es posible aseverar que se obtienen mejores resultados utilizando una
concentracion de 25% p/v, 14 Kv de campo eléctrico y una velocidad de flujo de 0.6 mL/h.
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Utilizando el software para el andlisis de imagenes Image J se utilizé la herramienta
Diameter J para obtener el tamafio promedio de la fibras generadas y la desviacion estandar
de dicho parametro; en la Tabla 3.8 es presentado el promedio y la desviacién estandar

obtenidas para los 3 andamios electrohilados.

Tabla 3.8.-Tamafio promedio y desviacion estandar en cada uno de los 3 andamios electrohilados.

PCL 15% PCL 20% PCL 25%
Tamario promedio (um) 2.85 1.93 1.57
Desviacion estandar (o) 1.03 1.43 0.45

Con el andlisis realizado utilizando Diameter J también se obtuvo la frecuencia y
distribucion de diametros en las fibras obtenidas En la Figura 3.16 se observa el rango en

la distribucion de diametros en los andamios de PCL al 15%.
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Figura 3.16.-Distribucién del tamafio de las fibras en los andamios de PCL al 15%.
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En la distribucion de diametros presentados en la Figura 4.53 es posible observar
que en el andamio de PCL al 15% la distribucion tiene un rango de 0.2 um hasta 4.6 um.
con una moda de 1.2 um; es por este motivo que la desviacion estandar presentada en la
Tabla 4.15 es elevada.

En la Figura 3.17 se muestra el intervalo en la distribucion de tamafos generado en
las fibras de los andamios de PCL al 20%.
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Figura 3.17.- Distribucién del tamario de las fibras en los andamios de PCL al 20%.

El rango de tamafios en las fibras de los andamios de PCL al 20% fue de 0.07 um
hasta 2.00 um con una moda en los tamafios de 0.27 um. El tamafio de las fibras obtenidas
en este andamio fue menor a comparacion del andamio de PCL al 15%. Sin embargo, se
aprecia la formacion de gotas en las imagenes SEM y se forma una mayor cantidad de
fibras con diversos diametros, por lo cual la desviacion estandar es mayor que en los

andamios electrohilados de PCL al 15%.
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En la Figura 3.18 es presentado el rango de la distribucion en los diametros de los
andamios de PCL al 25%.
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Figura 3.18.- Distribucién del tamafio de las fibras en los andamios de PCL al 25%.

El rango en las fibras generadas va del 0.2 um hasta 4.2 um con una moda de 0.8
um. Sin embargo, la distribucién de tamafos en los andamios de PCL al 25% es mas
homogénea y con una desviacion estandar baja a comparacion de los electrohilados con
PCL al 15% y al 20%. Los diametros de fibra obtenidos en todos los andamios corresponden
a diametros reportados para conglomerados de células para el recubrimiento 6seo, es decir
hueso cortical (1-2 um)[48].
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En la Figura 3.19 es presentado el accesorio de acoplamiento para obtener

andamios tubulares electrohilados, en el centro es posible observar los andamios colocados

de manera paralela al eje de rotacién.

Figura 3.19.-Andamios de PCL colocados en el cilindro rotacional antes del electrohilado.

A partir de los 5 minutos de iniciado el proceso fue posible observar la formacion de
una capa de electrohilado alrededor de los andamios, al finalizar los 20 minutos los

andamios se observaban recubiertos, por fibras de PCL electrohilada tal y como se muestra

en la Figura 3.20

Figura 3.20.-Electrohilado de PCL sintetizada con NaH sobre los andamios impresos.
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3.4. Modificacion superficial de los andamios

La metodologia a seguir para la modificacion superficial de los andamios consistio
en 3 etapas: amindlisis, fijacion de glutaraldehido e inmobilizacion de gelatina (obtencion
de los andamios de PCL+E+G) [49].

Amindlisis
1. Los andamios se limpiaron con etanol al 70%
2. Fueron sumergidos en una solucion al 10% m/v de hexametilendiamina/2-propanol
durante 3 h a 30°C.
3. Los andamios se enjuagaron durante 24 h con agua destilada para remover la

hexametilendiamina libre, después se dejaron secar durante 24 h a temperatura

ambiente.
Fijacién de glutaraldehido

4. Fue preparada una solucién acuosa de glutaraldehido al 1% en donde los andamios
fueron sumergidos durante 3 h, luego fueron enjuagados con agua destilada durante

48 h para remover restos de glutaraldehido libre.
Inmobilizacion de gelatina

5. Se preparé una solucion de PBS (pH=7.4) con 3 mg/mL de gelatina, los andamios
libres de glutaraldehido fueron colocados en dicha solucion y puestos en
refrigeracion (2-4 °C) durante 24 h. Después, se enjuagaron con agua destilada para
remover la gelatina libre durante 24 h; por ultimo, fueron colocados en una estufa a
vacio a 40 °C durante 24 h.

3.5. Cuantificacion de aminas

Se realizé una curva de calibracion para la cuantificaciéon de aminas utilizando la

siguiente metodologia [50]:
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1.

Se prepararon dos soluciones: HMDA1 M (5 mL) y ninhidrina 1.5% m/v (70
mL) ambas en etanol.
Con los datos presentados en la Tabla 3.9 se realizaron las 4 soluciones

utilizadas para la elaboracién de la curva de calibracion.

Tabla 3.9.-Concentracién de aminas para elaborar una curva de calibracion.

Concentracién de Solucién ninhidrina/etanol Solucién Solucidn total
aminas (mmol) (mL) HMDA/etanol (uL) (mL)
5 4.975 25 5
10 4.950 50 5
25 4.825 125 5
50 4.750 250 5

3. Los 4 viales fueron calentados a 80 °C durante 25 min a bafio Maria,

posteriormente se dejaron enfriar durante 15 min.

Se colocaron 3 mL de etanol y 20 uL de cada solucién en una celda de cuarzo,

posteriormente esta fue colocada en un espectrofotometro UV-VIS A&E Lab Mod AE-UV-

1608 para medir la absorbancia de las muestras con A=570 nm. Las mediciones se

realizaron por triplicado y se obtuvo el promedio para cada una.

Para la cuantificacion de aminas presentes en los andamios bi-capa aminolizados y

andamios bi-capa de gelatina. Se utilizaron 5 muestras (25 mg) para cada tipo de andamio

y fueron colocadas en viales de vidrio. Las mediciones se realizaron por triplicado de

acuerdo a la siguiente metodologia:

1.
2.

Se les afadié 5 mL de solucién de 1.5% ninhidrina/etanol

Se calentaron a 80 °C durante 25 min a bano Maria, posteriormente se
dejaron enfriar durante 15 min.

Fueron anadidos a la celda de cuarzo 3 mL de etanol y 20 pyL de cada

solucién de los viales, se realizd la medicidn de absorbancia con A=570 nm.

3.6. Angulo de contacto
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La medicion fue realizada en la parte inferior lisa de los andamios fueron colocadas
de manera individual en un goniémetro de la marca tantec® modelo CAM-PLUS. Las
dimensiones de cada muestra fueron de 10 mm de diametro, posteriormente fue utilizada
una pipeta con capacidad de 30 uL para colocar una gota de agua desionizada sobre la
superficie de cada muestra, las mediciones fueron realizadas por triplicado para cada uno

de los tipos de andamios de PCL obtenidos.

3.7. Degradacion acelerada

Se prepard una solucion al 5 M de NaOH en agua destilada para evaluar la influencia
de la modificacion superficial en la velocidad degradativa de los diferentes tipos de
andamios obtenidos. Posteriormente a cada tipo de andamio se le agregé 3 mL de esta
solucion a temperatura ambiente. Los porcentajes de pérdida de masa en los andamios

fueron calculados por semana con la siguiente formula:

) L masa inicial promedio
Porcentaje de pérdida de masa (%) = - —x 100
masa perdida promedio

En la Tabla 3.10 son presentadas las cantidades de andamios requeridos para cada

semana[51].

Tabla 3.10.-Cantidad de andamios utilizados para las pruebas degradativas.
Numero | PCL PCL+E PCL+E+G

de
semana

1 3 3 3

2 3 3 3

3 3 3 3

4 3 3 3

5 3 3 3
Total 15 15 15

3.8. Ensayos biolégicos de los andamios
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Como primer paso antes de llevar a cabo las pruebas de cultivo celular los andamios
fueron cortados con bisturi, para obtener 96 piezas y fueron esterilizadas utilizando la

metodologia descrita en la Tabla 3.11

Tabla 3.11.-Esterilizacion de andamios para las pruebas biologicas.

Tipo y numero de andamios Esterilizaciéon por inmersién y UV (1 h por
lado)
PCL 32 72 horas en etanol
PCL+ electrohilado 32 72 horas en etanol
PCL + electrohilado 32 72 horas en suero fisioldégico con
+ gelatina 10%antibidtico, antimicotico
Total de andamios 96

Después de la esterilizacion fueron colocados 3 andamios (uno de cada tipo) en
medio de cultivo para incubacion a 37°C y 5%CO- para validar la esterilidad, posteriormente

fueron realizadas las pruebas de viabilidad celular

En la Figura 3.21 se muestra la esterilizacion por inmersion, el primer paso llevado

a cabo antes de realizar las pruebas de viabilidad celular.

Figura 3.21.-Andamios en proceso de esterilizaciéon por inmersién.

Como es detallado en la metodologia después de la esterilizacion por inmersion los
andamios fueron colocados en placas petri de vidrio para esterilizar 1 h por cada lado. En
la Figura 3.22 es posible observar los andamios bajo esterilizacion UV en la campana de

flujo laminar.
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Figura 3.22.-Andamios en esterilizacion por luz U.V.

El mantenimiento en la esterilidad de los andamios es crucial para el cultivo celular,
en todo momento los andamios fueron manipulados con pinzas estériles en una cabina de

bioseguridad tipo Il para evitar el contacto de éstos con hongos o bacterias.

En la Figura 3.23 se observa el cultivo realizado para comprobar la esterilidad de los
andamios antes de las pruebas de viabilidad celular. EI cambio de coloraciéon a un tono

amarillo en el medio de cultivo es un indicativo de contaminacion por bacterias.

Figura 3.23.-Pruebas de esterilidad para los 3 tipos de andamios.

Las pruebas de viabilidad celular se llevaron a cabo utilizando dos diferentes tipos
celulares: células mesenquimales de tejido adiposo humano (hAMSCs) y células de tejido
6seo de roedor (osteoblastos), mientras que las tinciones de Von Kossa y Rojo de alizarina

se llevaron a cabo utilizando hAMSCs diferenciadas a osteoblastos.
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En la Figura 3.24 se muestra un diagrama del procedimiento seguido para la

cosecha y proliferacién de hAMSCs.
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Incubar 30 min37 *Cy Afadir6 mLde DMICM Centrfugar 1000 rpm 10 suplementado
5% CO» suplementado min (resuspendar boton
celular)

Figura 3.24.-Pasos para la cosecha de hAMSCs pase 5.

3.8.1. Ensayos de citotoxicidad de los andamios con hAMSC:s.

Previamente fueron colocados los andamios de cada tipo en placas de cultivo de 96
pozos; se utilizé el kit de la marca Invitrogen® USA alamar blue cell viability, para todas las

pruebas de viabilidad celular. El procedimiento utilizado fue [52]:

1. El medio de cultivo de las cajas con células confluentes fue desechado
cuidadosamente con una micropipeta, se afiadieron 5 mL de PBS a cada caja para
lavar las células.

2. Se anadieron 2 mL de tripsina cubriendo la superficie de las cajas petri, se dejo
incubar durante 5 min a 37°C y 5% CO;
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3. Las células se observaron utilizando un microscopio de luz invertida de la marca
Leica modelo DM IL LED para visualizar el cambio en la morfologia celular. El
cambio en la morfologia es un indicativo de la pérdida en la adherencia celular de la
caja tipo T de 25 cm.

4. Se anadieron 6 mL de medio de cultivo a las cajas petri y después fue colocado el
contenido de ambas en 2 tubos falcon y centrifugado durante 10 min a 1000 rpm.

5. Posteriormente se removioé el sobrenadante y se afiadieron 7 mL de medio de cultivo
para resuspender el botén celular.

6. Fueron sembradas 1000 células por cada 10 pL y se incubaron a tres diferentes
tiempos (3,7 y 10 dias), efectuando cambio de medio de cultivo cada 3 dias para los
pozos correspondientes a los dias 7 y 10. Los experimentos se realizaron por
triplicado para cada uno de tres los tipos de andamios generados. Como control
positivo se utilizé medio con células y como control negativo pozos sin células

7. En el dia de la lectura para cuantificar la viabilidad celular de los andamios se les
retiré el medio de cultivo y fueron lavados con 50 pL de PBS, luego fue preparada
una solucién con medio de cultivo con 10% v/v del kit de ensayo Invitrogen. A cada
uno de los pozos con andamios y a los grupos de control les fueron afiadidos 100
ML de dicha solucién para incubar las placas de cultivo durante 4 ha 37°C y 5%CO..
Después se leyd la absorbancia a A 562 y A 630nm en un equipo lector de placa

marca BioTek instruments.

En la Figura 3.25 se pueden apreciar la secuencia de pasos para determinar la
viabilidad de las hAMSCs
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Figura 3.25.-Determinacion de la viabilidad de las hAMSCs.

En la Figura 3.26 puede observarse las placas de cultivo con los andamios y las

células al interior de los pozos.

Figura 3.26.-placas de cultivo de 96 pozos con las células y andamios evaluados en el interior.
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3.8.2. Ensayo de citotoxicidad con osteoblastos

Los osteoblastos fueron obtenidos de huesos largos de una rata wistar de cuatro

dias de nacido, fue sacrificada colocandola en una camara con isoflurano y una inyeccion

intraperitoneal de pentobarbital (3 mL), después fueron extirpados el radio, cubito, tibia y

peroné para ser almacenados a 4°C durante 24 h en una solucion salina CS 0.9%NacCl

Pisa. El procedimiento seguido fue el siguiente [53]:

1.

El tejido extirpado fue disgregado manualmente con un bisturi para formar explantes
de 1 mm, posteriormente éstos fueron colocados en 16 pozos de una placa de cultivo
de 24 pozos con 2ml de DMEM suplementado en cada pozo.

Se realizé un monitoreo constante a cada uno de los 16 pozos con explantes para
monitorear el crecimiento celular y evitar contaminacion por hongos o bacterias,
realizando cambios de cultivo cada 3 dias. Al llegar determinados pozos de los
explantes a confluencia celular éstos fueron tripsinizados utilizando 1 mL de tripsina
como se describe en el procedimiento para las células hAMSCs.

Los pozos confluentes fueron sembrados en placas de cultivo de 6 pozos sin los
explantes, al llegar a confluencia estos pozos fueron tripsinizados con 2 mL de
tripsina para finalmente efectuar cultivos celulares con una densidad de 1000 células
por cada 10 uL y se incubaron a tres diferentes tiempos (3,7 y 10 dias), efectuando
cambio de DMEM suplementado a los cultivos de los dias 7 y 10. Los experimentos
se realizaron por triplicado para cada uno de los tres tipos de andamios generados
(9 andamios para cada tipo).

Se llevé a cabo el mismo procedimiento del paso 7 realizado a las células hAMSCs.

En la Figura 3.27 se observan los pasos seguidos para la obtencion de los

osteoblastos de rata wistar; mientras en la Figura 3.28 pueden observarse al interior de los

16 pozos cada uno de los explantes colocados en la placa de cultivo con 24 pozos, posterior

a la disgregacién mecanica utilizando bisturi se le afiadié el DMEM suplementado a cada

uno de los pozos con el tejido a cultivar.
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Figura 3.27.-Proceso para la obtencion de osteoblastos de rata wistar.
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Figura 3.28.-Placas de cultivo de 24 pozos con los explantes en el interior.
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3.8.3. Diferenciaciéon celular de hAMSCs a osteoblastos en los andamios.

Para la diferenciacion de hAMSCs a osteoblastos fue requerido elaborar medio de
cultivo osteogénico. Como se describe a continuacion: a 42.5 mL de medio de cultivo le
fueron afadidos 7.5 mL de kit simulador osteogénico MesenCult® osteogenic differentiation
kit (human), 5 pL de dexametasona, 250 uL de acido ascorbico y 175 pL de B-glicerol
siguiendo las especificaciones del fabricante. Finalmente se almacené a 4°C realizando el

cambio de medio semanalmente a los cultivos celulares de 21 dias [54].

3.8.3.1.  Evaluacién de la mineralizacion 6sea mediante tincion Von Kossa y

Rojo de alizarina

La tincién Von Kossa es utilizada para identificar la formacion de particulas de
fosfato calcico en la matriz extracelular de células 6seas, esta técnica revela depésitos de
calcio (fosfato, carbonato, sulfato y oxalato) mediante la sustitucion del catién metalico
AgNO:s el cual es visualizado después de la reduccién de la plata metélica, tifiendo de color
negro los cultivos celulares con actividad mineralizante.[55] Por otra parte la tincién Rojo de
alizarina es una segunda técnica que identifica depdsitos de calcio los cuales se tifien de
rojo, la tincion ocurre durante el proceso de diferenciacion osteogénica. Las tinciones de
Von Kossa y Rojo de Alizarina fueron efectuadas a células hAMSCs diferenciadas a
osteoblastos para dos tiempos de cultivo celular; 7 y 21 dias para cada uno de los tipos de
andamios con 2 grupos de control: sin medio osteoinductor (control negativo) y con medio

osteoinductor (control positivo) en cajas de cultivo de 24 pozos [56].
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En la Figura 3.29 es posible visualizar los pasos seguidos para la diferenciacion y

fijacion celular.

R |

50 mL de medio osteogénico
=42.5 mL de medio de cultivo
«7.5 mLde kit simuladar

osteogénico

=5yl de dexametasona, 250 pL v e R

de dcido ascdrbico 175 pL de Diferenciacion
B-glicerol, se amacend a 4°C. celular (incubar a7
y 21 dias)

Afiadir 500 pL de | T 'Y
formaldehido al 4% Trabajar enla
por20 minad*c campana de flujo
laminar

Figura 3.29.-Diferenciacion y fijacion celular

Para la tincion Von Kossa se realizo la siguiente metodologia:

1. Las células fueron fijadas utilizando 500 uL de la solucion al 4% de formaldehido
durante 20 min a 4°C.

2. Se removio el formaldehido y se lavaron las células con 1 mL de agua destilada
Fue anadido 500 uL de AgNOs y se dejé reposar 20 min en la campana de flujo
laminar en oscuridad.

4. Se desecho el AQNOs y fueron enjuagados cada uno de los pozos con agua destilada.
Posteriormente se afiadieron 1 mL de agua destilada y la placa de cultivo fue expuesta
durante 1 h a luz ultravioleta.

5. Cada pozo se enjuag6 con 1 mL de agua destilada para afiadir la solucion al 5% de
tiosulfato durante 2 min para detener la reaccion.

6. Se elimind el tiosulfato y enjuagd con agua destilada previo a la observacion bajo el

microscopio.
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Para la tincion de rojo de alizarina se realizo lo siguiente:

1. Las células fueron fijadas en los pozos utilizando 500 uL de la solucion al 4% de
formaldehido durante 20 min a temperatura ambiente en la campana de flujo
laminar.

2. Los pozos se enjuagaron dos veces con 1 mL de agua destilada, seguidamente fue
afiadido 500 uL a cada pozo de la solucién de Rojo de Alizarina; se dejé reposar
durante 5 minutos.

3. La reaccion en cada pozo del plato de cultivo fue detenida enjuagando al menos 3
veces con agua destilada para posteriormente observar las células bajo el

microscopio.

En la Figura 3.30 se representa como fue realizado el proceso de ambas tinciones

en las placas de cultivo a 7 y 21 dias.

Tincién Von Kossa

® Afiadir 500 pL de
AgNO3 dejar reposar 1 2 3 4
20 min en la campana A
de flujo laminar en
oscuridad.

* Desechar el AgNO3,
enjuagar con agua
destilada y afiadir 1 mL
de agua destilada,
exponer 1 haluz
ultravioleta.

* Enjuagar cada pozo
con 1 mLde agua
destilada y afiadir 500
uL de 5% de tiosulfato
por 2 minutos.

* Eliminar el tiosulfato vy
enjuagar con agua
destilada para observar
bajo el microscopio.

Tincion Rojo de Alizarina

* Enjuagar dos veces
cada pozo con 1 mL de
agua destilada.

* Afiadir 500 pL de la
solucion de Rojo de
Alizarina durante 5 min.
* Enjuagar 3 veces con
agua destilada para
observar bajo el
microscopio.

slelels!
OO0

7\

Figura 3.30.- Los pozos de las columnas 1y 4 representan células sin medio osteoinductor, la columna 2 representa los pozos con
la tincién Von Kossa mientras que la columna 3 es la tincion correspondiente a Rojo de Alizarina.
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4. RESULTADOS

4.1. Sintesis y caracterizacion de la PCL
4.1.1. Sintesis de PCL con Sn(Oct)

Enla Figura 4.1 es posible observar el polimero obtenido utilizando como catalizador
Sn(Oct)..mediante el procedimiento descrito en la seccién 3.3.1 En la Figura se identifica
un material solido adherido en el interior del matraz al finalizar la reaccién, mientras que al

agregar cloroformo este se disuelve.

Figura 4.1.- A) PCL en el interior del matraz de 3 bocas, B) PCL disuelta en cloroformo.
El polimero disuelto fue vertido en una charola de teflon y posteriormente fue

almacenado en contenedores de polietileno de alta densidad. En la Figura 4.2 es posible
observar los polimeros obtenidos utilizando Sn(Oct), a diferentes tiempos de reaccion.

Figura 4.2.-PCL obtenida utilizando Sn(Oct):.

53



En la Tabla 4.1 son presentados los datos calculados sobre el rendimiento de las

reacciones utilizando Sn(Oct)..

Tabla 4.1.-Rendimientos de las reacciones utilizando Sn(Oct)..

Muestra (h) E-cl(g) PCL (g) Rendimiento (%)
5 2.28 217 95.08
16 2.35 2.13 90.64
24 2.28 2.19 96.32
48 2.28 1.90 83.35
72 2.28 1.73 75.84

Fisicamente es posible ver como en la Figura 4.2 ocurrieron cambios en la
coloracién conforme incrementaba el tiempo de reaccién; este cambio como ha sido

identificado previamente se debe a la degradacion térmica en los polimeros obtenidos [57].

En la Figura 4.3 es posible ver esquematicamente como ocurre la sintesis de PCL
con Sn(Oct)2. A 24 h.

0

° Atmosfera inerte 0 0

Sn(Oct),/ 80 °C/ 24 h. (0] 0 0
H 0/\/ \/\o H
n

n

poliester PCL

Figura 4.3.- Sintesis de PCL utilizando Octoato de Estafio, tomado de [58].

En la Figura 4.3 se muestra que el Sn(Oct), al escindirse por accion del calor el
estafio rompe el anillo en el enlace acyl de e-cl[59]. La reaccidn de propagacion genera

una especie reactiva, la cual se detiene cuando se unen a la especie de terminacioén.

Para la sintesis de PCL con Sn(Oct), usualmente es utilizado algun alcohol para
acelerar la velocidad de reaccién [60]. Sin embargo, en esta sintesis la polimerizacién fue

llevada a cabo sin alcohol para obtener polimeros de baja masa molecular [61].
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4.1.2. Sintesis de PCL con NaH

En la Figura 4.4 puede observarse PCL en estado solido al interior del matraz
utilizando NaH como catalizador de la reaccion, asi como la pelicula obtenida a partir del

polimero obtenido como resultado del procedimiento seguido en el apartado 3.3.2.

Figura 4.4.- A) PCL en el interior del matraz de 3 bocas, B) pelicula de PCL obtenida después de la
evaporacion del solvente.

El rendimiento de las reacciones utilizando NaH es mostrado en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2.-Rendimiento de las reacciones con NaH

Muestra E-cl PCL (g9) Rendimiento (%)
Reaccion 1 6.18 5.01 81.06
Reaccion 2 12.36 8.15 65.93
Reaccién 3 7.00 5.93 84.66
Reaccion 4 6.28 5.23 83.24
Reaccion 5 16.27 10 61.44

La polimerizacion aniénica utilizando NaH se llevé a cabo en su totalidad durante 1
h en la cual se obtuvieron rendimientos por encima del 60% como se visualiza en la Tabla
4.2. Comparando los rendimientos obtenidos en las polimerizaciones realizadas con
Sn(Oct), y NaH es notable que se obtienen mayores rendimientos utilizando Sn(Oct),. Sin
embargo, el tiempo utilizado para obtener PCL con NaH es menor y la capacidad de formar
peliculas de los polimeros obtenidos es un indicativo de la obtenciéon de PCL con mayores
masas moleculares[62].
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En la figura 4.5 se muestra esquematicamente la sintesis de PCL con NaH; este tipo

de polimerizacion se denomina anidnica[61].

o]
0 o ) -
/_\O© }' 5 s
Na™ H +
v

(ii)

. |
? /—\0
0" 0
e
0
MO\/\/\/O[\(‘Wo}/LA/\/O_
(e}
n
J H+
¢]
MO\/\\/\\/O%\M({l’b\/\/OH
o]
n
Figura 4.5.-Sintesis de PCL con NaH, adaptado de [45].

Como puede observarse en la Figura 4.5 el NaH se escinde en Na* e H. El H
ocasiona la apertura del anillo de e-cl formando dos especies de carboaniones [45]. El
carbanién correspondiente a la ruptura del enlace acyl del anillo de e-cl es el de menor
impedimento estérico por lo cual es el encargado de llevar a cabo la reaccién de

propagacion [63].

La propagacion en las polimerizaciones anionicas son muy susceptibles a la
humedad, a la presencia de oxigeno y al CO2 debido a que éstas detienen la propagacion
de los carboaniones [61]. La propagacion se detiene cuando el hidrogeno del NaH se une

en las cadenas poliméricas en crecimiento [64].
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4.1.3. Caracterizacion por FTIR

En la Figura 4.6 es mostrado el espectro infrarrojo de una muestra comercial de PCL

marca perstorp®.

(1721)|PCL Comercial
\

(1238)

(1293)
(2943)

_(1170)
(2864)

Absorbancia

E I L I * I . 1 LS I . I L 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1)

Figura 4.6.-Espectro IR policaprolactona comercial.

En la Tabla 4.3 son enlistados los principales picos presentes en el espectro IR de

la PCL comercial, los cuales corresponden a los reportados en la literatura[65].

Tabla 4.3.-Principales enlaces del espectro IR para PCL.

Posicién (cm™) Vibracién
2943 Estiramiento asimétrica CH:2
2864 Estiramiento simétrica CH2
1721 Estiramiento grupo carbonilo
1293 Estiramiento C-O y C-C en la fase cristalina
1238 Estiramiento asimétrica C-O-C
1170 Estiramiento C-O y C-C en fase amorfa

57



4.1.3.1.  FTIR de PCL con Sn(Oct)

En la Figura 4.7 se analizan los espectros obtenidos en cada una de las reacciones

de sintesis de PCL utilizando como catalizador Sn(Oct)..

i PCL 48h \
PCL 24h (1170)
PCL 16h
- PCL 5h
|——PCL Comercial

(2864)

(2943)
\

Absorbancia

= I = I , I * I = I ' I ' I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1)

Figura 4.7.-Espectros IR de las muestras de PCL catalizadas con Sn(Oct)2.

Como puede observarse, los picos coinciden a las regiones correspondientes con la
PCL comercial, por lo cual puede asegurarse que el producto de las reacciones de sintesis
es PCL. No se observan algunas otras sefiales que indiquen restos de cloroformo,

monomero residual o catalizador.

4.1.3.2. FTIR de PCL con NaH

En la Figura 4.8 es posible visualizar los espectros FTIR obtenidos en el analisis de

las muestras sintetizadas con NaH.

58



—— PCL NaH (r=49.78)
PCL NaH (r=94.163)
= PCL NaH (r=49.78)
PCL NaH (r=49.039)
PCL Oct-Sn 48H

Absorbancia

(2943) (2864)
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: —
1500
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1000

Figura 4.8.-Espectros IR de las muestras de PCL catalizadas con NaH.

1
500

El analisis de los espectros confirma que el polimero obtenido utilizando NaH como

catalizador es PCL; como puede visualizarse en los espectros de FTIR, solo se observan

los picos correspondientes a la PCL, por lo cual se puede aseverar que el procedimiento de

polimerizacion vy filtracién llevados a cabo, elimina cualquier resto de mondmero residual y

catalizador.

4.1.4. Determinacion de la masa molecular mediante viscosimetria capilar

El procedimiento para calcular los tiempos de flujo de la soluciéon promedio para r=49

son descritos en el apartado 3.3.4. Los resultados obtenidos son presentados en la Tabla

4.4.

Tabla 4.4.-Tiempos de flujo promedios calculados en diferentes concentraciones.

Concentracion Omg/ml | 4mg/ml | 6mg/mi 8mg/ml
Tiempo de retencién 250.8 303.6 312 363.6
promedio
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Como puede observarse conforme aumenta la concentracion de la PCL r=49

aumenta el tiempo de retencion en el que el viscosimetro capilar, los tiempos permanecen

constantes en cada uno de las mediciones realizadas lo cual es un indicativo de que las

soluciones preparadas fueron homogeéneas.

En la Tabla 4.5 son mostrados los valores calculados de las diferentes viscosidades

a partir de los tiempos de retencion obtenidos de la Tabla 4.5.

Tabla 4.5.-Viscosidades calculadas para el calculo de la masa molecular.

Concentracion | Tiempos Nrel Nesp Nred Ninh
de flujo
promedio
8mg/ml 363.6 1.44 0.31 38.77 46.42
6mg/ml 312.0 1.24 0.19 32.69 36.39
4mg/ml 303.6 1.21 0.17 43.47 47.76

Mediante la extrapolacion de datos utilizando la viscosidad inherente con respecto

a la concentracion del polimero en la solucion se calculd el valor de la ordenada al origen

el cual fue de 45.535; este valor corresponde a la viscosidad inherente del polimero. Con el

calculo de este valor fue posible determinar la masa molecular promedio viscoso (Mv) de la

PCL r=49. El calculo obtenido fue de 47,279 Da.
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4.1.5. Caracterizacion por DSC

En el termograma presentado en la Figura 4.9 son mostradas las temperaturas de

fusion y cristalizacion de la PCL r=49.78 sintetizada con NaH.

——PCL r=49.78

60 61.6°C
554
50 4
45

40

35

304

Flujo de calor (mW) endo —

254

204

1
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Figura 4.9.-Termograma DSC PCL r=49.78.

En la Figura 4.10 se presenta el termograma correspondiente a la PCL r=94.163, es

posible observar diferentes temperaturas de fusion y cristalizacion.
——PCL r=94.163

60 + 63.33°C
554
50 4
45

404

354

304

Flujo de calor (mW) endo —

25

20+ 31.8°C

Temperatura (°C)

Figura 4.10.-Termograma DSC PCL r=94.163.
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En la Tabla 4.6 son mostrados y comparados los valores obtenidos calculados a
partir de los termogramas del DSC utilizando como referencia datos obtenidos previamente

en el grupo de trabajo sobre PCL comercial de la marca Perstorp®[40].

Tabla 4.6.-comparacion de las temperaturas de fusion, cristalizacion, asi como sus respectivas entalpias y
grado de cristalinidad calculados a partir de los datos obtenidos del DSC.

Muestra Tm(°C) Tc(°C) Aey:H U/8) A, H (U/8) X%
PCL Perstorp 61.00 29.00 67.84 -55.60 48.80
PCL r=49.78 61.60 30.30 84.59 -76.05 60.72
PCL r=94.16 63.30 31.80 98.45 -70.00 70.67

Analizando los datos de la Tabla 4.6 es posible decir que el uso de la PCL r=49.78
es el mas adecuado para la técnica de electrohilado, ya que al tener una cristalinidad menor
la degradacién sera mas rapida a comparacion de un polimero con mayor cristalinidad [26].
El incremento de la cristalinidad esta relacionado con el aumento en la masa molecular y
con el historial térmico del polimero. Por lo cual polimeros con menor masa molecular seran
menos cristalinos. Este cambio en la cristalinidad se debe al incremento de la concentracion

del mondmero en las reacciones de sintesis [66].

4.2. Modificacion superficial de los andamios

Andamios

Sumergidos en

Andamios lavados solucion con Lavado durante

con etanol al 70% Hexametilendiam 24Horas.
ina/2-propanol al

10% m/v
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Andamios
aminolizados
sumergidos en
solucién al 1% de
glutaraldehido

n por 3 horas

Andamios con
glutaraldehido
posterior al
lavado de 48

horas n

Andamios
aminolizados

Colocacion en Andamios
refrigeracién electrohilados
durante 24 horas con gelatina
a2-4°C (PCL+E+G).

Calentamiento de
la gelatina a 40°C
durante 1 hora

Figura 4.11.-Pasos seguidos para la inmovilizacion de gelatina en la superficie de los andamios bi-capa.

En la Figura 4.11 son presentados todos los pasos realizados para la inmobilizacion
de las moléculas de gelatina en los andamios bi-capa. Como puede visualizarse del paso 1

al 4 no es perceptible un cambio de color en los andamios aminolizados, sin embargo, en
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los pasos 5y 6 se observa un cambio de color debido a la incorporacién del glutaraldehido;
esto se debe principalmente a la incorporacién de grupos aldehido en los enlaces ésteres
en la cadena polimérica de la PCL [67].

De los pasos 7 a 9 se observa un cambio en la coloracion después de sumergir los
andamios en la solucion de gelatina, esto se debe a la formacion de enlaces imina entre los
enlaces aldehido y las aminas libres de la gelatina. En la Figura 4.12 se puede observar de
manera esquematica como ocurre el proceso de inmovilizacion superficial de gelatina en la
PCL.
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— *

10% p/vde hexametilendiamina/ Glutaraldehido al 1% durante 3 h PCL-GA
2-propanol durante 3 horas a
30°C

Sumergirlos andamios en una
olucién de PBS (pH=7 4) con
3mg/ml de gelatina, refrigeracion
(2-4°C) durante 24 horas

PCL-gelatin
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Figura 4.12.-Representacion esquematica de la Inmovilizacién de moléculas de gelatina en los andamios de
PCL electrohilados.

Para confirmar la introduccion del grupo amina durante los pasos de aminolizacion
e inmovilizacién de gelatina es posible utilizar el andlisis mediante FTIR, cuantificacion de
aminas, angulo de contacto y degradacion acelerada; también se encuentra reportado que

la incorporacién de gelatina tiende a favorecer la proliferacién y adhesion celular [68].
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4.2.1. FTIR de los andamios de PCL modificados superficialmente

En la Figura 4.13 son presentados los diferentes tipos de PCL utilizados hasta la

obtencioén de los andamios de PCL+E+G.

—— PCL+E+G
—— PCL amindlisis
1——PCL NaH

|——— PCL filamento 1170
[— PCL Comercial

1652
1543

™
Y © v
S
™m m Vv N

Absorbancia

N
T - I L2 T * T = 1
2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1)

T

T

T T
3500 3000
Figura 4.13.-Espectros FTIR sobre los tipos de PCL obtenidos para la elaboracion de los andamios bi-capa.

En la Figura 4.13 es posible observar un cambio en los espectros FTIR
correspondientes a los andamios de PCL modificados superficialmente, la aparicion de

picos y el analisis de estas regiones es presentado en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7.-Enlaces del espectro FTIR para la PCL modificada superficialmente.

Posicion (cm-1) Vibracion
3444 Estiramiento NH
3288 Estiramiento OH
1652 Amida |
1543 Amida Il
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La vibracion en las regiones del espectro FTIR mostradas en la Tabla 4.7 son las

mismas reportadas en la literatura para superficies de PCL con gelatina [27]. Sin embargo,

en el espectro correspondiente a la PCL aminolizada, es posible observar dos picos en la

region comprendida entre 3500-3250 cm-1. Estos dos picos corresponden a los

estiramientos asimétricos y simétricos de las aminas primarias inmovilizadas en los

andamios después de la amindlisis. Con el analisis FTIR es posible dilucidar que la técnica

de inmovilizacion para las moléculas de gelatina fue efectiva.

4.3. Cuantificacion de aminas

En la Figura 4.14 se observa la cuantificacion de aminas en unidades de

absorbancia a 570 nm entre andamios aminolizados y andamios con gelatina inmovilizada.

0.05

PCL aminolizado

PCL+E+G

0.04

0.03

0.02

Absorbancia (570nm) (u.a)

0.01

0.00

Andamios

Figura 4.14.-Cuantificacion de aminas en andamios PCL aminolizados y con gelatina inmovilizada.

Los resultados en la Figura 4.14 muestran que se incrementa la concentracion de

aminas una vez finalizado el proceso de inmovilizacién de gelatina [68]. Los efectos de la

incorporacion de aminas se discuten en los siguientes apartados.

66



4.4, Angulo de contacto

En la Figura 4.15 se observa una gota de agua desionizada sobre la parte lisa en un
andamio de PCL.

Figura 4.15.-Gota de agua sobre andamio de PCL.
Comparando las Figura 4.15y 4.16 es posible observar una disminucién en el angulo
de contacto, esto es debido a la incorporacién de aminas sobre la superficie de los

andamios (disminuye la hidrofobicidad en la superficie de la PCL) [69].

Figura 4.16.-Gota de agua sobre andamio de PCL aminolizado.
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En la Figura 4.17 se observa una gota de agua sobre los andamios de PCL+E+G.
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Figura 4.17.-Gota de agua sobre un andamio de PCL+electrohilado+gelatina.

En la Tabla 4.8 son mostrados los valores promedio en los angulos de contacto en

las mediciones realizadas a los 3 diferentes tipos de andamios.

Tabla 4.8.-Valores promedio de &ngulos de contacto medidos.

PCL 80.10
PCL + amindlisis 60.00
PCL+E+G 40.73

Se puede observar que en cada uno de los dos pasos realizados para la
inmovilizacion de las moléculas de gelatina genera un cambio en las propiedades
hidrofilicas de los andamios, el cual es posible visualizar debido a la disminuciéon del angulo
de contacto. En los ensayos de viabilidad celular, se ha demostrado que los andamios

hidrofilicos presentan mejores resultados en biocompatibilidad y biodegradabilidad [70].
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4.5. Degradacion acelerada de los tres diferentes tipos de andamios.

En la Tabla 4.9 es posible vislumbrar el porcentaje degradativo por semana que

tuvieron los tres tipos de andamios.

Tabla 4.9.-Porcentaje de la masa perdida en los 3 tipos de andamios por semana.

Semana | PCL (%) PCL+E(%) PCL+E+G (%)
1° 14.53 12.29 10.50
2° 29.32 20.01 23.57
3° 42.94 24.25 32.28
4° 43.39 31.56 41.89
5° 68.75 32.98 55.34

En la Figura 4.18 es mostrado el porcentaje degradativo acelerado en los 3 tipos de

andamios durante 5 semanas.

J—=—pcL
701 = PCL+E
{—=—PCL+E+G
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Figura 4.18.-Comparacion del porcentaje degradativo en los diferentes tipos de andamios a lo largo de 5
semanas.

La informacion recabada indica que los andamios de PCL+E tienen una tasa
degradativa menor a comparacion de los andamios solo de PCL, esto ocurre debido a que
el electrohilado alrededor de los andamios funciona como una barrera que ocasiona una
difusion mas lenta de la solucion NaOH 5M hacia el interior de éstos. Los andamios de
PCL+E+G demostraron una tasa degradativa mayor a comparacion de los de PCL+E. En
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la literatura se reporta que la PCL puede degradarse mas rapido al incorporar grupos

hidrofilicos en su superficie como las aminas e incluso grupos fosfato [71].

4.6. Ensayos biolégicos de los andamios

4.6.1. Ensayos de citotoxicidad de los andamios con hAMSCs

En la Figura 4.19 son presentadas las hAMSCs con un aumento de 4x, 10x y 20x al

sexto dia de cultivo celular.

Figura 4.19.- hAMSCs vistas bajo el microscopio a un aumento de A) 4x, B) 10x y 40X, C) 20x.

Como es posible apreciar en la Figura 4.19 la morfologia de las células cambid, al
adherirse las células en la caja de cultivo estas adquieren una forma alargada y de husillo.
En el sexto dia pudo observarse confluencia celular en las cajas tipo T de 25cm y sin
contaminacion por hongos o bacterias, por lo cual fueron tripsinizadas para iniciar las

pruebas de citotoxicidad.

En la Figura 4.22 son presentadas las graficas de viabilidad celular utilizando

hAMSCs a tres, siete y diez dias
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Figura 4.20.- Ensayos de citotoxicidad de los andamios evaluados a tres tiempos con hAMSCs.

En la Figura 4.22 se muestra el porcentaje de viabilidad y proliferacion para las
hAMSCs, donde es posible identificar que al electrohilar PCL de baja masa molecular, este
parametro se ve favorecido al tercer dia (PCL comparado con PCL+E, P<0.05); sin
embargo, la incorporacion de gelatina a este tiempo no tiene un efecto estadisticamente
significativo, este comportamiento puede ocurrir debido a que el electrohilado en la periferia
de los andamios proporciona area superficial extra en donde las células se adhieren. En
cambio, en el dia siete no existe diferencia estadisticamente significativa cuando se
comparan los tres tipos de materiales. La viabilidad en los andamios de PCL+E+G es
estadisticamente significativa en el décimo dia en comparacién con los otros dos tipos de

andamios;

Los resultados obtenidos en los andamios de PCL+E+G confirman que los continuos
lavados debido a los procesos de esterilizacion llevados a cabo antes de las pruebas de

viabilidad celular no eliminan las moléculas de gelatina inmovilizadas en la superficie.
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4.6.2. Ensayos de citotoxicidad de los andamios con osteoblastos

En la Figura 4.21 pueden observarse osteoblastos adheridos en el fondo de la caja

tipo T de 25 cm a 3 dias de iniciado el cultivo primario utilizando un aumento de 10x.

Figura 4.21.-Osteoblastos de huesos largos adheridos al tercer dia de cultivo en la caja tipo T de 25 cm.

Los osteoblastos como puede observarse en la Figura 4.21 se encuentran adheridos
en la caja tipo T de 25 cm; presentan forma poliédrica con elongaciones citoplasmaticas e

incluso es posible ver el nucleo celular y las conexiones formadas entre las células.

Al incrementar el niumero de osteoblastos visibles bajo el microscopio después de
siete dias de cultivo en las cajas tipo T de 25 cm éstos fueron tripsinizados y sembrados en
los pozos con andamios. En la Figura 4.22 se observan poblaciones de osteoblastos en la
periferia de los andamios 30 minutos después de iniciadas los ensayos de citotoxicidad.
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Figura 4.22.-Poblaciones de osteoblastos en la periferia de los andamios A) aumento a 4x, B) aumento a 10x.

Las células que no presentan adherencia tienen una morfologia esférica como es
visible en la Figura 4.22, en cambio cuando las células se encuentran adheridas comienzan
a establecer conexiones con el medio que las rodea lo cual conlleva a un cambio en la

morfologia de éstas lo cual es posible observar en las Figuras 4.21 y 4.23.

En la Figura 4.23 se observan los osteoblastos de huesos largos a diferentes

aumentos durante los ensayos de citotoxicidad.

Figura 4.23.- Osteoblastos de huesos largos vistos bajo el microscopio a diez dias de cultivo. A) aumento 4x,
B) aumento 10x y 40x, ¢) aumento 40x.

Durante el cultivo para evaluar la citotoxicidad de los andamios utilizando
osteoblastos de rata wistar no se aprecié contaminacion alguna debido a bacterias, hongos

o células muertas.
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VIABILIDAD (%)

3 DIAS 7 DIAS 10 DIAS
CULTIVO DE OSTEOBLASTOS

Figura 4.24.-Citotoxicidad de los andamios evaluados a tres tiempos con osteoblastos de huesos largos,
donde se observa la viabilidad celular aceptable en el dia 3; y disminucién de la viabilidad y la proliferacion
celular en los dias 7 y 10.

Los andamios de PCL+E presentaron mayor porcentaje de viabilidad y proliferacién
en comparacion con los andamios de PCL y PCL+E+G como se observa en la Figura 4.24
a tres dias de iniciado el cultivo. Comparando los cultivos a tres, siete y diez dias. No se
encuentra diferencia estadisticamente significativa entre cada tipo de andamio. Debido a
que los osteoblastos no presentan divisién celular como las hAMSCs, Sin embargo, los
porcentajes de viabilidad presentados muestran que los tres tipos de andamios no son

téxicos y pueden ser empleados en ensayos in vivo.
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4.6.3. Diferenciacion celular de hAMSCs a osteoblastos en los andamios

4.6.3.1.

Evaluacién de la mineralizacion 6sea mediante tincion Von Kossa y
Rojo de Alizarina

Tabla 4.10.-Tinciones de rojo de alizarina para los 3 diferentes tipos de andamios a 7 dias de cultivo.

DMEM

POZO (DMEM)

PCL

PCL +E

PCL+E+G

CONTROL

MEDIO OSTEOGENICO

POZO (MEDIO
OSTEOGENICO)

En la Tabla 4.10 se pueden observar los resultados obtenidos en la tincion de rojo

de alizarina a los tres tipos de andamios a 7 dias de cultivo Es posible darse cuenta en los

resultados presentados en la Tabla 4.10 que la tincion de rojo de alizarina muestra la

formacion de minerales de calcio en los pozos que contienen medio osteoinductor, sobre

todo a los andamios de PCL+E y PCL+E+G a comparacién del pozo con el andamio de

PCL. El proceso para la formacién de los depésitos de calcio se encuentra reportado en la

literatura que es posible visualizarse a partir del séptimo dia de induccion[72].

75




Tabla 4.11.-Tincion Rojo de Alizarina para los tres diferentes tipos de andamios a 21 dias de cultivo.

DMEM POZO (DMEM) MEDIO OSTEOGENICO | POZO (MEDIO
OSTEOGENICO)

PCL+E+G

CONTROL

El cultivo a 21 dias presentado en la Tabla 4.11 con la tincion de rojo de alizarina
muestra la formacion de grandes depdsitos de calcio, en todos los andamios. Es posible
cuantificar la cantidad de calcio presente en cada uno de los andamios utilizando cloruro de
cetilpiridinio [73]. Sin embargo, la tincién de los depdsitos calcicos se utiliza para confirmar
la diferenciacion celular. Esto demuestra que el electrohilado y la inmovilizacion de las

moléculas de gelatina no comprometen la capacidad de diferenciacion celular.
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En la Tabla 4.12 se pueden observar los resultados obtenidos en la tincién Von

Kossa a los tres tipos de andamios a 7 dias de cultivo.

Tabla 4.12.-Tincién Von Kossa para los tres diferentes tipos de andamios a 7 dias de cultivo.

DMEM

POZO (DMEM)

MEDIO OSTEOGENICO

POZO (MEDIO
OSTEOGENICO)

PCL

PCL +E

PCL+E+G

CONTROL

En latincidon Von Kossa se observa que existe depdsitos minerales de fosfato calcico

en los tres tipos de andamios, sobre todo en los de PCL+E+G a los 7 dias [74]. Este

comportamiento es el esperado debido a que la gelatina presente en los andamios

incrementa la viabilidad celular en concordancia con los resultados presentados en la Figura

4.28.




Tabla 4.13.-Tincion Von Kossa para los tres diferentes tipos de andamios a 21 dias de cultivo.

DMEM POZO (DMEM) MEDIO OSTEOGENICO | POZO (MEDIO
OSTEOGENICO)
PCL
PCL+E
PCL+E+G
CONTROL

La tincién Von Kossa a 21 dias presentada en la Tabla 4.13 revela la formacién de

depdsitos calcicos en los 3 tipos de andamios, aparentemente con mayor formacion en los

andamios de PCL+E. Comparando los resultados obtenidos a 7 y 21 dias en los dos tipos

de tinciones es observable la formacién de los depdsitos calcicos en todos ellos. Sin

embargo, en los andamios de PCL+E+G se observa la formacién temprana de los depésitos

célcicos en los primeros 7 dias de cultivo, lo cual es un indicativo del efecto osteoinductor

de las moléculas de gelatina inmovilizadas en los andamios.
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CONCLUSIONES

Fueron establecidas condiciones para la sintesis de PCL utilizando dos
catalizadores Sn(Oct).y NaH. Sin embargo, el analisis de los polimeros obtenidos
utilizando FTIR y DSC proporcionoé informacion que permitié escoger al NaH con
una concentracién de 1.087 Mmol y utilizando e-cl a 54.144 Mmol como los
parametros para las reacciones de sintesis El espectro FTIR confirma las bandas
correspondientes a la PCL sin rastros de monémero o catalizador para cada uno de
los productos de reaccion.

Los termogramas correspondientes al DSC realizados a la PCL r=49.78 y r=94.18
confirman que se obtienen dos tipos de PCL con porcentaje de cristalinidad del
60.72% y 70.67% respectivamente. Mediante viscosimetria capilar fue posible
determinar la masa molecular de la PCL r=49.78, la cual fue de 47,279 Da.

De las 3 condiciones propuestas para el electrohilado de PCL r=49.78 fue elegido
aquel en donde se utiliza una concentracién de PCL al 25 p/v, 14 Kv de voltaje
aplicado, 0.6 mL/h a una velocidad de giro de 3 rpm como la condicion de en donde
se observo una formacion de fibras constate sin la aparicion de gotas.

En los resultados de la prueba SEM realizados a la parte del electrohilado de los
andamios PCL+E+G fue posible obtener el diametro promedio de las fibras
electrohiladas, asi como un histograma en la distribucién de las fibras generadas en
platos colectores fijos.

Fue posible obtener las siluetas de los huesos proporcionados (tibia y peroné)
utilizando un escaner de la empresa Makerbot® modelo digitizer desktop 3D.
posteriormente, el software meshmixer de Autodesk® para dividir en partes los
huesos de tibia y peroné (5 y 4 partes respectivamente) y el software de uso libre
creo parametric CAD de la empresa PTC® fue posible obtener reconstrucciones
porosas impresas con PLA disefiadas con un tamafio de poro de 300um con 4 capas
dispuestas en diferentes angulos (135°, 90°, 45° y 0°).

No fue posible imprimir las reconstrucciones 6seas con la impresora replicator dual
utilizando PCL como material de impresion. Sin embargo, fueron disefados e
impresos andamios circulares de 10 mm de diametro con el mismo entramado de

las reconstrucciones para las pruebas degradativas y bioldgicas.
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Se realiz6 la deposicion de fibras electrohiladas sobre el perimetro de los andamios
circulares para la obtenciéon de andamios bi-capa. Fueron inmovilizadas moléculas
de gelatina en la superficie de los andamios de PCL + E, esto se comprobé gracias
a los espectros FTIR obtenidos de los andamios.

Se comprobd una disminucién en el angulo de contacto, asi como un aumento en el
porcentaje de pérdida de masa en los andamios de PCL+E+G a comparacion de los
andamios de PCL + E, como puede observarse en la Figura 4.18.

Los resultados obtenidos en las pruebas de viabilidad celular demuestran que
modificaciones fisicas (electrohilado alrededor de los andamios) asi como
modificaciones quimicas (inmovilizacién de moléculas de gelatina) influyen en la
viabilidad celular de los andamios; los 3 tipos de andamios en cultivo con células
hAMSCs fueron viables, sin embargo, mostraron mayores viabilidades los andamios
de PCL+E y los de PCL+E+G. Los resultados mostrados con los osteoblastos
confirman que los 3 tipos de andamios son viables.

Las tinciones de Rojo de Alizarina y Von Kossa mostraron la formacién de depdésitos
calcicos en cultivos con medio osteoinductor a partir del séptimo dia de cultivo en
los andamios de PCL+E+G. En las tinciones a 21 dias se pudieron apreciar

depdsitos calcicos en todos los andamios.
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RECOMENDACIONES

Realizar cultivo con diferenciacion condrogénica y adipogénica.

Llevar a cabo pruebas de adhesion celular, por MEB y proteinas de adhesion.
Inmunofenotipo de ambas lineas celulares.

Ensayos de viabilidad y proliferacion celular de ambas lineas en pozos.
Caracterizacion por SEM a los andamios cultivados a 3, 7 y 10 dias, asi como
aquellos en donde se realizé diferenciacion celular.

Pruebas in vivo en roedores.
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ANEXOS

Anexo A
Extrapolacion para obtenciéon de masas moleculares

En la Figura A.1 y A.2 son presentadas las extrapolaciones de la viscosidad

reducida e inherente.

Viscosidad reducida

50

45

40 ...................................... .
0 I e

°
30
y =-1174.8x +45.366
25

20
15
10

0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.009

Figura A 1.-Extrapolacién utilizando los datos calculados de la viscosidad reducida.

Viscosidad inherente

60
50

40

30 y =-334.75x + 45.535

20
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0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.009

Figura A 2.-Extrapolacion utilizando los datos de la viscosidad inherente.
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Anexo B
Impresion 3D con PLA.

En la Figura B.1 se presenta como se visualizan ambos huesos utilizando el software

para impresién 3D de la empresa Makerbot®.

Figura B 1.-Visualizacién de las reconstrucciones de tibia y peroné.

En total para la creacion de la tibia fueron generadas 406 capas, mientras que para
la del peroné fueron 344, las dimensiones finales de ambas reconstrucciones son

presentadas en la Tabla B.1.

Tabla B 1.-Dimensiones finales de las reconstrucciones

Tibia(mm) | Peroné(mm)
Eje X 13.679 11.875
EjeY 15.137 13.053
Eje Z 81.324 69.638
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Con los parametros establecidos en la Tabla B.1 localizada en la seccion de

metodologia se lograron obtener impresiones homogéneas y replicables, se imprimieron 12

huesos en total 6 de tibia y peroné los cuales son mostrados en la Figura B.2.

Figura B 2.-Impresiones con PLA A)Tibia, B)Peroné.

Figura B 3.-A) Huesos de tibia y peroné, B) Huesos reales e impresos.

En la Figura B.3 se muestra una foto comparativa en donde es posible visualizar a

detalle los huesos originales y las reconstrucciones porosas obtenidas.
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