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Resumen

El uso de medicamentos, procedimientos quirtrgicos e injertos éseos, son las soluciones
mas utilizadas para el tratamiento de patologias y defectos éseos. Los injertos son el método
mas utilizado para el tratamiento de este tipo de defectos hoy en dia, sin embargo esta soluciéon
presenta una serie de complicaciones que ha impulsado la bisqueda de nuevas soluciones mas
efectivas para el tratamiento de defectos 6seos. Avances en el drea de la ingenieria de tejidos ha
permitido la fabricacion de scaffolds con propiedades fisicas y quimicas que imiten a aquellas
del hueso natural y que a su vez permitan la regeneraciéon ésea. Con este fin, ha aumentado
la necesidad de explorar nuevos materiales que permitan mejorar las propiedades mecénicas y
biolégicas de los scaffolds. Por ejemplo, la hidroxiapatita es un material cominmente empleado
para aplicaciones en la regeneracion de tejido 6seo por ser parte del componente mineral del
hueso, que hace que este material se caracterice por tener propiedades similares a este tejido.
Por otro lado, se ha encontrado que el uso de nanomateriales, como puntos de carbono, para
la fabricacién de scaffolds induce cambios en sus propiedades fisicoquimicas que puede brindar
mejoras en las interacciones con células y tejidos, al promover la diferenciacion y proliferacion
celular de células éseas y mejorar las propiedades mecénicas como la resistencia a la flexion
y a la torsién. Los puntos de carbono, son nanomateriales fluorescentes que han generado un
gran interés para aplicaciones biolégicas gracias a sus propiedades épticas y fisicoquimicas y
a impulsado el estudio de estos para aplicaciones en la regeneracion dsea.

En este trabajo se propone la sintesis de puntos de carbono embebidos en nanoparticulas
de hidroxiapatita y la evaluacién preliminar de su citotoxicidad por medio de ensayo MTT
con el fin de realizar una evaluacién inicial de su potencial para el tratamiento de defectos
6seos. Se busca dar inicio a una linea de investigacion donde se realice el analisis del impacto
en las propiedades bioactivas de scaffolds multiescala con la adicion de puntos de carbono
embebidos en nanoparticulas de hidroxiapatita, con el fin de evaluar la viabilidad de este tipo
de biomateriales para aplicaciones en la regeneracién de tejidos éseos.

En el presente documento se detallan los procedimientos experimentales para sintetizar
puntos de carbono y nanohidroxiapatita con puntos de carbono embebidos. Adicionalmente,
ensayos celulares preliminares establecieron que los puntos de carbono embebidos en nanopar-
ticulas de hidroxiapatita presentaban una baja citotoxicidad, permitiendo la viabilidad celular
de células Vero.

II



Indice general

Agradecimientos . . . . . . .. I
Resumen . . . . . . . . . e 11

1. INTRODUCCION 1
1.1. Planteamiento del problema . . . . . . . . . ... ... . L L. 1
1.2. Objetivos . . . . . . o e 3
1.2.1. General . . . . . . . . 3

1.2.2. Especificos . . . . . . . . e 3

1.3. Contribuciones . . . . . . . . . . e 3
1.4. Organizacion del documento . . . . . . . . . .. ..o o 4

2. ESTADO DEL ARTE 5
2.1. Propiedades del tejido 6seo . . . . . . ... Lo 5
2.2. Regeneraciéon del tejido dseo . . . . . . . ..o 7
2.3. Scaffolds para regeneracién 0sea . . . . . . . . . . ..o e 8
2.3.1. Hidroxiapatita para scaffolds éseos . . . . . . .. ... ... ... .. .. 10

2.3.2. Scaffolds poliméricos . . . . . . . . . ... 12

2.3.3. Scaffolds compuestos . . . . . . ... 13

2.3.4. Incorporacién de nanomateriales en scaffolds éseos: Puntos de carbono . 15

2.3.5. Ewvaluacién de la citotoxicidad . . . . . . . .. .. ... L. 16

3. METODOLOGIA 17
3.1. Sintesis de puntos de carbono . . . . . ... ... L 18

3.2. Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos de carbono . 18
3.3. Fabricacién de scaffolds a base de PEG y puntos de carbono embebidos en

nanoparticulas de hidroxiapatita . . . . . . .. .. ... Lo 0oL 19

3.4. Pruebas de caracterizacion . . . . . . .. ..o Lo 20
3.4.1. Espectrofotometria UV-Vis para la determinacién de las propiedades de

absorcion y fluorescencia . . . . . . ... oL L Lo oo 20

3.4.2. Emnsayo MTT . . . .. .. . e 21

4. RESULTADOS Y DISCUSION 23

4.1. Caracterizacién de los puntos de carbono . . . . . . . .. ... L. 23
4.2. Caracterizacién de nanoparticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos de

carbono . . .. L L e e e 26

4.3. Ensayo MTT . . . . . . e 29

4.4. Scaffold a base de PEG y puntos de carbono embebidos en nanohidroxiapatita 31



5. CONCLUSIONES

6. RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

6.1. Recomendaciones
6.2. Trabajos futuros

BIBLIOGRAFIA

v

33

34
34
34

36



Indice de figuras

2.1.
2.2.

2.3.

3.1.
3.2.

3.3.
3.4.

4.1.

4.2.

4.3.
4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.
4.10.

Estructura del tejido 6seo [9]. . . . . . . .. 6
Estructura jerarquica del hueso partiendo del esqueleto micro-escala hasta el
coldgeno y hidroxiapatita nano-escala [30]. . . . . . . .. ... ... ... ... 6
Reduccién de sal de tetrazolio a cristales de formazén. Tomada de [72].. . . . . 16
Diagrama de flujo de las etapas llevadas a cabo para la ejecucién del trabajo. . 17
Montaje goteo de acido fosférico en hidréxido de calcio para la sintesis de
nanoparticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos de carbono.. . . . . . . 19
Montaje espectrofotometro FLAMES-S-XR1-ES - Ocean view. . . . .. .. .. 20
Plato de 96 pozos utilizado para realizar ensayos MTT. . . . ... ... .. .. 21
Fluorescencia de soluciones de puntos de carbono a diferentes concentraciones
al ser excitadas a una longitud de onda de 365 nm. . . . . .. .. ... ... .. 24
Espectro de absorcion de soluciones con puntos de carbono a diferentes con-
centraciones. . . . . .. ..o e e 24

Espectro de emisiéon de una solucién acuosa de puntos de carbono a 2.5 mg/mL. 25
Nanoparticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos de carbono al ser ex-

citadaa 365 nm. . . . ... 26
Espectro de absorcién de puntos de carbono y nanohidroxiapatita embebida
con puntos de carbono. . . . . . ... 27
Curva de calibracién de los puntos de carbono. Se establece la concentracion
de puntos de carbono en funcién de la absorbancia. . . . . . . ... ..o 28
Espectro de emisién de puntos de carbono y nanohidroxiapatita embebida con
puntos de carbono excitadas a una longitud de onda de 320 nm. . . .. .. .. 29
Resultados obtenidos del ensayo MTT en las nanoparticulas de hidroxiapatita
y puntos de carbono sintetizadas. . . . . . ... ... Lo 30
Pasta obtenida luego de centrifugar la mezcla de PEG y nanohidroxiapatita. . . 32
Polvo obtenido del proceso de fabricacion de scaffolds a base de PEG y puntos
de carbono embebidos en nanoparticulas de hidroxiapatita. . . . . .. ... .. 32



Indice de tablas

2.1.
2.3.

2.2.

24.
2.5.

2.6.

2.7.

4.1.

Patologias 6seas mas comunes y sus cuadros clinicos. . . . . . ... ... .. ..
Requisitos que deben cumplir los scaffolds para aplicaciones en la regeneracion
de tejidos Gseos [11]. . . . . . . o
Ventajas y desventajas de sustitutos éseos empleados para el tratamiento de
defectos 6seos [11]. . . . . o o o
Comparacion de las propiedades de la Hidroxiapatita y la Nanohidroxiapatita.
Propiedades méas importantes que deben presentar los polimeros utilizados para
la fabricacion de scaffolds para regeneracién ésea. . . . . . . . ... ... L.
Scaffolds compuestos con hidroxiapatita y polimeros y su efecto en la regene-
racion de tejido 6seo. . . . . . ... e
Materiales compuestos con puntos de carbono y sus propiedades. . . . . . . ..

Prueba ANOVA . . . . . .

VI



Capitulo 1

INTRODUCCION

En este capitulo se presenta el contexto de este estudio, los objetivos planteados, las
contribuciones y la organizacion del presente documento.

1.1 Planteamiento del problema

Los defectos éseos se definen como la falta de tejido 6seo en un area determinada del
cuerpo donde normalmente se encuentran este tipo de tejidos [1]. Estos se presentan debido
a diferentes diagnésticos, como malformaciones congénitas, cancer, traumas, por la presencia
de infecciones o enfermedades como la osteoporosis [2].

Una de las enfermedades esqueléticas mas comunes y generalizadas es la osteoporosis [3].
Cada ano alrededor de 200,000,000 pacientes son diagnosticados con esta enfermedad y alre-
dedor de 900,000,000 fracturas a causa de la misma ocurren a nivel mundial [3]. Los defectos
6seos causados por enfermedades como la osteoporosis, se caracterizan por la disminucién de
la masa ésea y un deterioro de la micro-arquitectura de los huesos, lo que produce un au-
mento en la fragilidad y el riesgo de sufrir fracturas incluso al exponer a este tejido a fuerzas
pequenas [4].

Este tipo de enfermedades, significa una disminuciéon de la calidad de vida de aquellas
personas que las padecen, ya que representan una limitacién para la ejecucién de actividades
y la presencia de dolor, creando asi una demanda para estrategias nuevas y eficientes que
presenten mejores resultados para los pacientes [5].

Los tejidos 6seos presentan caracteristicas de auto-reparacién y regeneracion, dadas por la
accién de las principales células dseas: osteoclastos, osteoblastos y osteocitos [6]. Sin embargo,
la capacidad de huesos lesionados para iniciar un proceso natural de curacién y restaurar sus
capacidades de carga es a menudo insuficiente, resultando en fracturas completas del hueso [7].
Defectos 6seos més grandes, llamados defectos de tamano critico, requieren de intervenciones
quirdrgicas para que el tejido éseo pueda ser reparado o regenerado [8].

Los injertos éseos son el método quirtrgico mas cominmente utilizado para el tratamiento
de defectos dseos hoy en dia [9]. Mas de dos millones de procedimientos de injertos dseos se
realizan anualmente alrededor del mundo, lo que hace de estos procedimientos, el segundo
trasplante de tejidos mas frecuente después de la transfusién de sangre [9].

Los injertos 6seos se clasifican en tres categorias principales: autélogos, homoélogos y hete-
rologos. Los injertos 6seos autélogos o auto-injertos, son por excelencia los mas implementados



debido a sus propiedades de osteoconduccion, osteoinduccion y osteogénesis, necesarias para
la regeneracién de hueso [10]. Los auto-injertos son obtenidos al extraer hueso de otra parte
del propio cuerpo del paciente [11], lo que le proporciona a este tipo de injertos propiedades
como histocompatibilidad, una ausencia de reacciones inmunolédgicas, y la capacidad de pro-
mover el proceso de regeneracién 6sea [12]. Por otro lado los injertos homélogos o aloinjertos
y los injertos heterdlogos o xenoinjertos, consisten en la extraccién hueso de un donante o de
una especie diferente a la humana, respectivamente. Este tipo de injertos 6seos han mostrado
propiedades de osteoconductividad lo que los convierte en opciones viables para el tratamiento
de defectos déseos [13].

Sin embargo, el uso de injertos dseos presenta una serie de limitaciones. Por un lado los
autoinjertos presentan limitaciones relacionadas al proceso de obtenciéon del injerto con el
cual se pueden presentar complicaciones y dolor en el sitio donante, que puede resultar en
el desarrollo de infecciones y adicionalmente se presenta una disponibilidad limitada de la
cantidad de material que se puede obtener [14]. Por otro lado se ha encontrado que los aloin-
jertos y xenoinjertos tienden a provocar respuestas inmunogénicas con una tasa de rechazo
alta, ademéas de la posibilidad de transmisién de enfermedades provenientes del donante [14].
Debido a estas limitaciones se ha presentado una creciente demanda por nuevas estrategias
que proporcionen mejores soluciones para el tratamiento de defectos éseos y que a su vez
presenten las propiedades necesarias para promover el crecimiento y regeneraciéon de hueso.

Avances en el drea de los biomateriales y la ingenieria de tejidos han permitido la mejora
de estrategias novedosas para la regeneracién de tejidos 6seos [15]. Se ha propuesto el uso
de materiales como metales, ceramicos y polimeros de origenes sintéticos y bioldgicos en la
construccion de scaffolds para la regeneracién de tejidos éseos [16]. Los scaffolds son estruc-
turas porosas tridimensionales que permiten y estimulan la adhesién y proliferacién celular
en su superficie [17]. Dentro de los materiales propuestos, la reconstruccién de defectos éseos
se puede ver beneficiada por la implementacién de scaffolds biodegradables con la capacidad
de integracién en el tejido éseo circundante con el fin de permitir la regeneracion natural del
tejido dseo [18].

La ingenieria de tejidos ha permitido la fabricacion de scaffolds que posean propiedades
de cito-compatibilidad y que a su vez imiten las propiedades bioquimicas y mecanicas del
hueso real, fomentando funciones biolégicas similares con el fin de superar limitaciones como la
escasez de donantes, reacciones inmunogénicas y la transmision de infecciones [5]. A través del
uso de scaffolds a base de biomateriales en el sitio lesionado, se ha estimulado la regeneracién
y la recuperacion de la funcionalidad ésea [19], aprovechando la capacidad regenerativa innata
del hueso y su potencial natural para reparar, remodelar y regenerarse a si mismo [20].

Los scaffolds utilizados para la regeneracién de tejidos 6seos deben cumplir con una serie de
propiedades, tales como biocompatibilidad, osteoinduccién, asi como propiedades mecéanicas
suficientes, una micro y macro porosidad y bio-reabsorbabilidad [21]. Los scaffolds cerdmicos
compuestos de hidroxiapatita han sido utilizados como sustitutos 6seos al tener una estructura
similar al componente mineral del hueso, sin embargo estos usualmente presentan fragilidad
y una baja porosidad [22], por lo que se ha implementado el uso de polimeros para mejorar
las propiedades biolégicas y fisico-quimicas necesarias [21] en este tipo de scaffolds cerdmicos.

En los dltimos afios, con el avance de la nanotecnologia se ha sugerido la implementacion
de nanomateriales para aplicaciones biologicas. Se ha investigado el uso de nanomateriales
como los puntos de carbono para la regeneracién y reparacién de defectos éseos [23]. Se ha
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encontrado que la adiciéon de estas nanoparticulas potencialmente mejora las propiedades
mecanicas, como la resistencia a la flexién y a la torsion y las propiedades bioactivas, como
promover la adhesion, proliferacién y diferenciacién celular de los scaffolds utilizados para esta
aplicacién [23]. Este proyecto tiene como objetivo incorporar puntos de carbono en la sintesis
de nanoparticulas de hidroxiapatita y realizar una evaluacién preliminar de su citotoxicidad.
Se busca posteriormente incorporar las nanoparticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos
de carbono en la fabricacién de scaffolds multiescala, con el fin de dar inicio a la evaluacion
de la viabilidad de este tipo de biomateriales para aplicaciones en la regeneracion de tejidos
6seos.

1.2 Objetivos

Teniendo en cuenta el contexto mencionado, este trabajo plantea los siguientes objetivos.

1.2.1. General

Desarrollar un protocolo para la sintesis de puntos de carbono embebidos en nanoparticulas
de hidroxiapatita.

1.2.2. Especificos

1. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de puntos de carbono por método de reaccién
por microondas.

2. Incorporar puntos de carbono en nanoparticulas de hidroxiapatita.

3. Evaluar la citotoxicidad de puntos de carbono embebidos en nanoparticulas de hidro-
xiapatita por método MTT.

1.3 Contribuciones

En el presente trabajo se encontré que el método de reaccién por microondas utilizando
acido citrico, etanol y dimetilformamida es efectivo para la sintesis de puntos de carbono
fluorescentes que exhiben un color azul, los cuales presentan una banda de absorcién que
va desde los 200 a 300 nm y una banda de emisién que va desde los 380 a 500 nm. De
igual forma se encontré que el método de precipitacién continua basa en el procedimiento
reportado por Mercado et al [24], es efectivo para la incorporacién de puntos de carbono en
nanoparticulas de hidroxiapatita. Adicionalmente, células vero fueron incubadas en presencia
del compuesto de puntos de carbono embebidos en nanohidroxiapatita sintetizado. Resultados
de viabilidad celular demostraron una baja citotoxicidad del nanocompuesto conformado por
nanohidroxiapatita y puntos de carbono.

Se espera emplear los puntos de carbono embebidos en nanoparticulas de hidroxiapatita
sintetizados para la fabricacién de scaffolds multiescala y evaluar el impacto que tiene la
modificaciéon de nanoparticulas de hidroxiapatita con puntos de carbono en las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas de los scaffolds.



1.4 Organizacion del documento

El presente documento se divide en seis capitulos principales. En el primer capitulo se
presenta la problemética que se busca resolver con la presente investigacién, posteriormente
se plantean los objetivos para abarcar dicha problemética y la organizaciéon del documento.

El segundo capitulo corresponde al estado del arte, en donde se establecen todos los
conceptos necesarios para comprender la problematica y la soluciéon propuesta. En el estado
del arte se describen las propiedades del tejidos 6seo y las patologias mas comunes que lo
pueden afectar. Posteriormente, se discuten las propiedades y el tipo de scaffolds de acuerdo
a los distintos materiales que pueden ser implementados para su fabricacién. Por tltimo este
capitulo discute la implementacién de puntos de carbono y su potencial para aplicaciones en
la regeneracion de tejidos 6seos.

En el tercer capitulo se presentan los materiales y la metodologia llevada a cabo para el
desarrollo de este proyecto. Se presentan los procedimientos experimentales llevados a cabo
para la sintesis de puntos de carbono embebidos en nanoparticulas de hidroxiapatita y su
proceso de caracterizacion.

El cuarto capitulo discute los resultados obtenidos de este estudio, seguido por la conclu-
siones a las que se llegaron en base a estos.

Por tltimo, en el capitulo seis se plantean los trabajos futuros que se pueden llegar a
desarrollar en base a los resultados obtenidos seguida de la bibliografia que se utiliz6 a lo
largo del documento.



Capitulo 2

ESTADO DEL ARTE

En este capitulo se presentan las propiedades del tejido 6seo y algunas de las patologias
6seas mas comunes. También se discute el uso de scaffolds éseos para el tratamiento de defectos
6seos y se realiza una descripciéon de los distintos tipos de scaffolds poliméricos compuestos con
hidroxiapatita y sus propiedades. Adicionalmente, se presentan las propieades de los puntos
de carbono y las técnicas implementadas para la caracterizacion de sus propiedades épticas y
de su citotoxicidad.

2.1 Propiedades del tejido 6seo

Los huesos son 6rganos rigidos capaces de soportar y proteger distintos 6rganos, asi como
facilitar la movilidad [25].De acuerdo a su peso, el hueso esta compuesto por aproximadamente
un 65% de minerales, conformado principalmente por hidroxiapatita; una parte organica
entre 20 % a 25 %, conformado principalmente por coldgeno tipo I y agua en un 10 % [26].
Los huesos son érganos polifacéticos compuestos de diferentes tipos de tejidos que pueden
tener una estructura compacta (hueso cortical) o trabecular (hueso esponjoso)[27]. El hueso
cortical consiste de una matriz densa y compacta que conforma la envoltura exterior del
esqueleto. Esta matriz densa esta construida por unidades de osteones recurrentes con fibras de
colageno ensambladas de manera concéntrica alrededor de un canal central que contiene vasos
sanguineos [28]. Esta estructura conformada por fibras de coldgeno esta orientada a lo largo
de las lineas de carga éseas y proporciona resistencia a la torsién, flexion y fuerza compresiva
[29]. El hueso esponjoso es aquel que se encuentra en el interior del tejido 6seo y conforma
las placas que cruzan las cavidades internas de esqueleto. Estas placas interconectadas estan
organizadas de manera jerarquica extendidas entre material solido, trabéculas, laminillas y
un compuesto de coldgeno-hidroxiapatita [28]. El hueso trabecular exhibe un érea superficial
que permite la difusiéon de nutrientes y factores de crecimiento que permiten que este tipo de
hueso juegue un papel importante en la remodelacién ésea a comparacion del hueso cortical
[29]. La estructura del tejido 6seo se puede observar en la Figura 2.1.
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Figura 2.1: Estructura del tejido éseo [9].

La funcionalidad de los huesos se debe principalmente a la arquitectura jerarquica que los
compone, esto quiere decir que su composiciéon cuenta con estructuras en una escala milimé-
trica a estructuras en una escala nanométrica [30]. Al nivel nano-estructural, esta arquitectura
jerarquica esta compuesta de componentes organicos y minerales, que consiste principalmente
de una matriz de coldgeno mineralizada con nanocristales de hidroxiapatita, como se puede
observar en la figura 2.2 [26].
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Figura 2.2: Estructura jerarquica del hueso partiendo del esqueleto micro-escala hasta el co-
ldgeno y hidroxiapatita nano-escala [30].

Los huesos tienen distintos tipos de células tales como osteoclastos, osteoblastos, osteocitos
y células de revestimiento 6seo. Los osteoblastos se originan de células madre mesenquimales
y los osteoclastos se originan de células madre hematopoyéticas [31]. El modelado y la remo-
delacién ésea incluyen la funcion de los osteoclastos en la eliminacion de la superficie 6sea y
la funcién de los osteoblastos en la precipitacion de nueva matriz en el hueso. Este proceso
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es el responsable de la proteccion de la funcionalidad del esqueleto y en la restauracién de
fracturas. Cualquier afectacion en la funcionalidad de estas células podria resultar en el desa-
rrollo de una patologia 6sea tales como enfermedad de Paget, displasia fibrosa, osteoartritis,
osteoporosis y fracturas por fragilidad ésea [32].

2.2 Regeneraciéon del tejido 6seo

Los huesos poseen una capacidad intrinseca de regeneracion, que hace parte del proceso de
reparacion en respuesta danos o lesiones, asi como durante la etapa de desarrollo o del remo-
delado continuo que ocurre durante la vida adulta [9]. Las fracturas son de los defectos 6seos
mas comunes que se pueden llegar a presentar por condiciones que producen la fragilidad ésea.
La regeneracion ésea tras sufrir una fractura, consiste de tres fases principales: inflamacion,
produccién y remodelacién de hueso [33]. Al momento de la generacién de una ruptura 6sea,
inicia un proceso de inflamacién y coagulacién en el sitio de la ruptura. Esta respuesta es la
responsable de iniciar el proceso de formacién de hueso nuevo. La produccion de hueso inicia
una vez la sangre coagulada es sustituida por cartilago y tejido fibroso. Este proceso incluye
la proliferacién y diferenciacion de células mesenquimales y osteoprogenitoras y la osificacion
de la matriz extracelular del tejido [34]. Con el avance de la regeneracién el cartilago y tejido
fibroso es reemplazado por hueso. Por ultimo, la remodelaciéon 6sea consisten de un proceso
de activacion, reabsorciéon y formacién, donde el producto final serd la formacién de osteones
[33].

Sin embargo, en defectos 6seos de mayor tamaifio ocasionados por traumas o enfermedades
sistémicas como la osteoporosis (Algunas de las patologias dseas més comunes se pueden
observar en la Tabla 2.1), fracturas patolégicas o infecciones, la capacidad de regeneracién 6sea
puede fallar, resultando en defectos permanentes que pueden llegar a ocasionar la perdida de
la funcién o movilidad [35]. De igual manera, con el paso de los anos el tejido dseo va perdiendo
esa capacidad regenerativa por lo que es necesario la btisqueda de tratamiento efectivos para
este tipo de defectos [35].

Tabla 2.1: Patologias 6seas mas comunes y sus cuadros clinicos.

Patologias 4seas mas co-
munes

Cuadro clinico

Enfermedad de Paget [36] Excesiva degradacion y formacion de tejido dseo.

Tumor éseo canceroso que puede producir hinchazén
localizada y fragilidad 6sea.

Deterioro progresivo del cartilago articular que con el
tiempo provoca la degradacién del hueso sano.

Osteosarcoma [37]

Osteoartritis [38]

Disminucién de la densidad de la masa dsea provocan-

Osteoporosis [39] do la fragilidad de los huesos.

Debido a los defectos 6seos que se pueden presentar y al impacto que estas tienen en
la calidad de vida de las personas, se ha presentado un incremento en la biisqueda de nue-
vas estrategias y soluciones para el tratamiento de este tipo de defectos, con un enfoque en
alternativas que permitan la regeneracion ésea.

En la actualidad existen distintos sustitutos éseos implementados para el tratamiento de
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defectos 6seos. Los injertos éseos han sido la solucion mas implementada para esta aplicacion
gracias a sus propiedades osteoinductivas y osteoconductivas que permiten la regeneracion
del tejido dseo, sin embargo esta solucién ha presentado una serie de desventajas tales como
una disponibilidad limitada, rechazo del injerto por parte del paciente y la transmisién de
enfermedades, lo que ha impulsado la bisqueda de nuevas soluciones para esta aplicacion.
Adicionalmente, se ha investigado el uso de distintos materiales biocompatibles tales como
metales, ceramicos y polimeros que poseen propiedades y caracteristicas que permiten que
este tipo de materiales tengan potencial para favorecer la regeneracién de tejido 6seo. En la
Tabla 2.2 se pueden observar las ventajas y desventajas de los sustitutos 6seos utilizados para
el tratamiento de defectos dseos.

2.3 Scaffolds para regeneracién Gsea

El uso de scaffolds para la regeneracién 6sea se ha convertido en un tema de gran interés
en la comunidad cientifica debido a su gran potencial para fomentar la regeneraciéon de tejidos
debido a sus propiedades fisica y biolégicas [40]. Patologias como osteosarcoma, osteoartritis,
osteoporosis y Paget se han visto beneficiadas con el uso de scaffolds para el tratamiento de
los defectos 6seos que se pueden llegar a presentar por la presencia de éstas. El uso de scaffolds
ha jugado un papel importante en la ingenieria de tejidos 6seos. En la tabla 2.3 se resumen los
requisitos que debe cumplir un scaffold para aplicaciones en la regeneracién de tejidos déseo.

Tabla 2.3: Requisitos que deben cumplir los scaffolds para aplicaciones en la regeneracién de
tejidos 6seos [11].

Requisitos de scaffolds pa-

.. Importancia
ra regeneracién Gsea
Bioactividad Capacidad de participar en reacciones biolégicas
. I Capacidad de ser implantado sin iniciar una respuesta
Biocompatibilidad P P P
adversa
. Habilidad de proporciona a estructura para la for-
Osteoconductividad _1,1 proporionar un fuctta pat 3
macién de hueso nuevo
. .. Capacidad de reclutar y diferenciar células mesenqui-
Osteoinductividad P Y 4
males
Propiedades fisicoquimicas Influenciar comportamiento celular

. o Soportar el area lesionada
Propiedades mecéanicas

Influenciar comportamiento celular

Estructura 3D Permitir y soportar la formaciéon de tejido nuevo

Afecta la transferencia de oxigeno vy nutrientes
Humectabilidad & Y

Promover la adhesion celular

La funcién de los scaffolds es actuar como una plantilla para el crecimiento de células
osteoprogenitoras, promover la diferenciacion de células madres mesenquimales en osteoblastos
y apoyar la produccién, organizacién y mantenimiento de la matriz extracelular [41].

El éxito del desarrollo de un tejido obtenido por medio de la ingenieria de tejidos depende
en gran parte, de las propiedades de los materiales utilizados para la fabricacion del scaffold y



Tabla 2.2: Ventajas y desventajas de sustitutos 6seos empleados para el tratamiento de defectos

6seos [11].

Biomaterial Ventajas Desventajas
Disponibilidad limitada

Osteoinductivo
_ , Morbilidad del donante

Injertos autélogos Osteoconductivos
) Vascularizacién inadecuada
Osteogénico

Reabsorcion impredecible

Injerto alégenos

No se presenta morbilidad del
donante

Alta disponibilidad

Osteogenicidad limitada
Incorporacion lenta
Vascularizaciéon inadecuada

Rechazo del injerto

Injertos xendgrafos

Osteoinductivos

Osteoconductivos Riesgo de transmisiéon de enfer-
medades

Econdmicos Osteogenicidad limitada

No se presenta morbilidad del
donante

Alta disponibilidad
Osteoinductivos

Osteoconductivos

Incorporacién lenta

Vascularizaciéon inadecuada

Alta probabilidad de rechazo del
injerto

Riesgo de transmisiéon de enfer-
medades zoondticas

Excelentes propiedades meca-
nicas

Riesgo de corrosion

Riesgo de toxicidad por iones me-

Metales Biocompatible talicos
Buena osteointegracion Vascularizaciéon inadecuada
Fabricacion personalizada Bioinerte
Biocompatible
Fabricacion personalizada Fragil
Cerimicos Buenas propiedades mecani- Baja elasticidad
cas C,
) . Vascularizacién inadecuada
Excelente resistencia a la co-
rrosion
Biocompatible
. Fabricacion personalizada C
Polimeros b Vascularizacién inadecuada

Buenas propiedades mecéani-
cas




de sus caracteristicas morfolégicas. Adicional a las caracteristicas fisico-quimicas del material,
el comportamiento mecanico de la estructura y el area superficial con la que interactiian las
células, son factores importantes [42].

Una de las propiedades més importantes que debe tener un scaffold para aplicaciones en
la ingenieria de tejidos, es que debe ser biocompatible, con el fin de evitar una respuesta
inflamatoria severa que cause rechazo por parte del cuerpo. Debe poseer una propiedades
quimicas superficiales que permitan la adhesién, proliferacién y migracién celular. Adicional-
mente, el scaffold debe tener propiedades mecénicas similares a las del tejido huésped en el
que se va a implantar y debe ser lo suficientemente fuerte para permitir su manipulacion
durante el proceso de implantacion. Adicionalmente, debe ser tridimensional, con una red de
poros interconectados que favorezca el transporte celular y de nutrientes [42].

En la actualidad existen distintas técnicas para la fabricacién de scaffolds implementados
en la ingenieria de tejidos. Las técnicas de fabricacién para scaffolds dependen de las propieda-
des morfoldgicas y de la superficie del material utilizado, al igual que de la funcién propuesta
para dicha aplicacién. Algunas de las técnicas més utilizadas incluyen liofilizacién (secado por
congelacion), separaciéon de fases inducida térmicamente, laminacién por membranas, disolu-
cién y colada con lixiviacion de particulas, método de mezcla directa, método de soporte de
espacios, entre otras [42].

El método de soporte de espacios es considerado como una de las opciones mas viables para
la fabricacién de scaffolds porosos. Este método consiste en la implementacion de particulas
de polvo temporales para la formacion de poros en la fabricacién de scaffolds. Este método
se divide en 4 etapas principales: la primera etapa consiste en introducir las particulas de
polvo a la mezcla base para la fabricacién del scaffold. En la segunda etapa se realiza una
compactacion del scaffold utilizando un troquel, seguido a esto se remueven las particulas de
polvo introducidas al principio del proceso. Por tultimo se procesan los scaffolds obtenidos de
acuerdo al tamafio y la forma necesarios para la aplicacién determinada [43]. Este método
ha sido implementado para la fabricacién de scaffolds a base de polietilenglicol (PEG) y
nanohidroxiapatita [44].

Para aplicaciones de regeneracién ésea se ha investigado el uso de materiales como ce-
ramicos y polimeros gracias a su capacidad para imitar las propiedades naturales del hueso.
El uso de la hidroxiapatita para la fabricacién de scaffolds para la regeneraciéon ésea ha sido
ampliamente investigado debido a la similitud de las propiedades fisicas y biolégicas con el
hueso, sin embargo usualmente estos scaffolds presentan una alta fragilidad por lo que se ha
implementado el uso de polimeros para mejorar estas propiedades. A continuacién de presen-
tan las ventajas del uso de la hidroxiapatita y los polimeros para la fabricacién de scaffolds
para la ingenieria de tejidos 6seos.

2.3.1. Hidroxiapatita para scaffolds 6seos

La hidroxiapatita puede ser obtenida de fuentes naturales tales como huesos de pescado,
conchas marinas, cdscaras de huevo, entre otras, o por fuentes sintéticas mediante la im-
plementacion de diferentes técnicas se sintesis tales como precipitacién, hidrélisis y sintesis
hidrotermal [45]. La ruta sintética involucra el uso de sales precursoras de calcio y fosfato
tales como hidréxido de calcio y acido fosférico. El método de precipitacion continua rapida
es uno de los métodos mas implementados para la sintesis de hidroxiapatita gracias a su fa-
cilidad y corto tiempo de reacciéon. Este método de sintesis consiste en una mezcla rapida de
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dos soluciones acuosas de fuentes de calcio y fosfato que permita la interaccién de particulas
mediante movimiento molecular y agitaciéon fisica. La mezcla rdpida implementada en este
proceso promueve el choque de particulas, que genera una agrupacion de estds para formar
otras de mayor tamano [46].

La hidroxiapatita al ser un mineral que comprende alrededor del 50 % del peso del tejido
6seo, posee propiedades de osteoconduccién y osteointegracién [47]. Gracias a la composicién
de hidroxiapatita en el hueso, y a sus propiedades de biocompatibilidad, bioactividad, alta
capacidad de osteoconducciéon y su capacidad de no generar un reaccién inmunogénica, se
ha considerado este biocerdmico para el tratamiento de defectos 6seos [5]. Estudios realiza-
dos, han demostrado que con el paso del tiempo la hidroxiapatita empleada en aplicaciones
de tratamiento 6seo, ha presentado una disminuciéon de sus propiedades mecanicas, lo que
compromete la fuerza intrinseca del hueso [48], limitando de esa manera sus aplicaciones.

El uso de la hidroxiapatita en una escala nanométrica ha permitido la mejora de la cito-
compatibilidad y la capacidad de formacién de hueso de este bioceramico. La nano-estructura
de los materiales ofrece una gran relacién superficie/volumen, lo que aumenta la tasa de re-
absorcién [49]. Adicionalmente, se ha encontrado que a una escala nanométrica se evidencian
mejoras en las caracteristicas funcionales de la hidroxiapatita en comparaciéon con la hidro-
xiapatita a una escala micrométrica. Se han evidenciado mejoras en la capacidad de promover
la adhesion y proliferacién de osteoblastos, osteointegracion y deposiciéon de calcio en sus
superficies [45]. En la tabla 2.4 se pueden observar una comparacién entre las propiedades
de la hidroxiapatita a una escala micrométrica y nanométrica. Sin embargo, a pesar de las
propiedades que posee este material que lo hace adecuado para su uso en aplicaciones de
regeneracién Osea, existen ciertas limitaciones como su fragilidad, altas tasas de deformacion
y su baja capacidad de biodegradacion controlada que induce la investigacién de materiales
compuesto para mejorar dichas propiedades [50].

Tabla 2.4: Comparacién de las propiedades de la Hidroxiapatita y la Nanohidroxiapatita.

Hidroxiapatita [50],[45] Nano}l[lsd(;]‘f;‘;‘i‘pat‘ta
Ventajas
Ventajas Mejora en la biocompatibili-
Biocompatibilidad dad
Osteoconductiva Mejora las propiedades osteo-

Excelentes interacciones celu-
lares

conductivas

Promueve la adhesién y proli-

Propiedades ; v o
Desventajas eracion celular
Fragilidad Desventajas
Altas tasa de deformacién Fragilidad

Baja capacidad de biodegra-
dacion

Alta tasa de deformacién

Baja capacidad de biodegra-
dacion

11



2.3.2. Scaffolds poliméricos

Los polimeros biodegradables empleados para la fabricacion de scaffolds para la regenera-
cién 6sea pueden ser clasificados en dos categorias: de origen natural y de origen sintético. En
la Tabla 2.5 se presentan las propiedades méas importantes que deben presentar los polimeros
mas empleados para aplicaciones de regeneracién ésea.

Tabla 2.5: Propiedades mas importantes que deben presentar los polimeros utilizados para la
fabricacion de scaffolds para regeneracion ésea.

Propiedades Polimeros

Polimeros naturales
Col4geno, Seda, Alginato, Quitosano
Polimeros sintéticos

Acido poliglicéligo (PGA), Acido polildctico (PLA),
Acido polilactico-co-glicélico (PLGA), Polietilenglicol
(PEG)

Polimeros naturales

Biocompatibilidad

Seda, Alginato, Quitosano

Biodegradabilidad Polimeros sintéticos

Acido poliglicéligo (PGA), Acido polilictico (PLA),
Acido polilactico-co-glicélico (PLGA)

Polimeros naturales

Seda, Alginato

Buenas propiedades me-
Polimeros sintéticos

canicas
Acido polilactico (PLA), Acido polilctico-co-glicélico
(PLGA)
Polimeros naturales
Colégeno
Osteoconductivo Polimeros sintéticos

Acido polilactico (PLA), Acido polilactico-co-glicélico
(PLGA)

Polimeros naturales

Col4geno, Alginato
Superficie hidrofilica & &
Polimeros sintéticos

Polietilenglicol (PEG)

Dentro de los polimeros naturales se encuentra el colageno, componente principal del tejido
conectivo animal y debido a sus propiedades, se ha investigado ampliamente para aplicaciones
biomédicas. Los materiales a base de colageno son adecuados para scaffolds 6seos y de cartilago
[11]. El coldgeno tipo I es una molécula de gran interés para la regeneracién ésea debido a
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su gran abundancia en el hueso natural. Este polimero presenta excelente biocompatibilidad,
tasa de degradacién e interacciones celulares favorables con otras macromoléculas organicas.
Los scaffolds a base de coldgeno se utilizan en la regeneracion de tejidos dseos, ya sea en
esponjas, ldminas delgadas, geles o fibras. Este polimero tiene propiedades favorables para la
regeneracién de tejidos dseos, como su estructura porosa, la permeabilidad y la estabilidad in
vivo. Adicionalmente, los scaffolds a base de coldgeno apoyan la deposicién de células, como
osteoblastos y fibroblastos, y una vez implantados, facilitan el crecimiento del tejido [29].

Por otro parte la seda, el alginato y el quitosano son polimeros de origen natural que
gracias a sus propiedades como, resistencia mecédnica, biocompatibilidad, biodegradabilidad y
capacidad para promover la adhesion y proliferacion celular, los hace aptos para aplicaciones
en la regeneracion ésea.

Dentro de los polimeros sintéticos mas usados se encuentra el dcido poliglicélico (PGA)
que es un polimero termoplastico biodegradable. E1 PGA exhibe excelentes propiedades me-
cénicas, una excelente tasa de degradacion y biocompatibilidad. Estudios han encontrado que
scaffolds a base de PGA mostraron una buena reabsorcién y la porosidad necesaria para per-
mitir la adhesion y proliferacién celular, sin embargo, su rigidez y su riesgo de provocar una
respuesta inflamatoria debido a la naturaleza acida de los subproductos de su degradacién
han restringido sus aplicaciones biomédicas [51]. La fuerza mecénica del PGA se reduce poco
tiempo después de la implantacion [27].

El 4cido polildctico (PLA) es un poliéster termoplastico biodegradable que posee buenas
propiedades mecanicas y buena biocompatibilidad [52]. Este tipo de polimeros ha sido utilizado
para la fabricacién de scaffolds gracias a que se reabsorbe con facilidad, tiene propiedades de
ductilidad y es facil de procesar, sin embargo no exhibe buenas propiedades de osteoinduccién
por lo que debe ser combinado con otros materiales como la hidroxiapatita para ser empleado
para aplicaciones de ingenieria de tejidos éseos [21]. El PLA es un polimero hidrofébico y
su degradaciéon puede tardar entre meses y anos después de ser implantado [27]. La tasa
de degradacién de polimeros como el PGA y PLA puede ser modificada realizando mezclas
copoliméricas, como es el caso del acido polilactico-co-glicélico (PLGA)[27]. El PLGA es
un copolimero conformado por PLA y PGA, que se caracteriza por sus buenas propiedades
mecénicas, biodegradabilidad y biocompatibilidad, que lo hace ideal para aplicaciones de
regeneracién ésea [53]. Esta combinacion polimérica permite ajustar la tasa de degradacién
de acuerdo a la aplicacién [27].

El polietilenglicol (PEG) es un poliéter no degradable, que presenta una excelente bio-
compatibilidad y alta hidrofilicidad en su superficie, que favorecen la absorcién de proteinas
y la adhesién celular, que lo hacen apto para aplicaciones en ingenierfa de tejidos [52].

El uso de polimeros permite el disenio de la porosidad, la tasa de degradacion y las propie-
dades mecanicas de los scaffolds de acuerdo a la necesidad dependiendo del sitio de aplicacion
[54]. Sin embargo al ser utilizados solos presentan una baja capacidad de carga, por lo que
se busca la combinaciéon de polimeros con bioceramicas para mejorar las propiedades de los
scaffolds [55].

2.3.3. Scaffolds compuestos

Aunque la hidroxiapatita es osteogénica y osteoconductiva, tiene una naturaleza fragil que
dificulta su fabricacién en diferentes formas y tamanos [51]. Al combinar polimeros y cerdmicos
como la hidroxiapatita (HA) en la fabricacién de scaffolds para la regeneracién de tejidos
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Oseos, se logra replicar las propiedades del hueso natural y cumplir con los requerimientos
necesarios de un scaffold como sustituto éseo [55]. Esta combinaciéon permite la mejora de
las propiedades mecédnicas y bioactivas ofreciendo mejores resultados para aplicaciones de
regeneracion de tejido éseo [55].

Se ha encontrado que la sintesis de scaffolds poliméricos compuestos con HA presentan una
mejora en sus propiedades mecénicas (resistencia a la torsién y flexién) y biologicas (Actividad
osteogénica), asi como una disminucién de los efectos adversos presentados de la degradacién
polimérica [27]. Scaffolds a base de HA y polimeros naturales como el coldgeno y el quitosano,
han presentado mejoras en sus propiedades mecdanicas, biocompatibilidad, aumento de la os-
teoinductividad y formacion 6sea [7], [56]. Una mejora en la citocompatibilidad mejorando la
adhesién y proliferacién celular [51]. De igual manera el uso de polimeros sintéticos como el
PLA para la fabricacion de scaffolds ha mostrado mejoras en la osteoconductividad y forma-
ci6én Osea, reduciendo la respuesta inflamatoria al ser implantado [57]. Diversos estudios han
reportado que los Scaffolds a base de PLGA y HA han mostrado excelentes propiedades de
biocompatibilidad, un incremento en la osteoconductividad y osteoinductividad y la adhesion
de osteoblastos que lo convierte en un scaffold ideal para la regeneracion 6sea [58]. En la Tabla
2.6 se pueden observar algunos de los scaffolds compuestos que se han implementado para la
regeneracién 6sea y las ventajas que se han reportado.

Tabla 2.6: Scaffolds compuestos con hidroxiapatita y polimeros y su efecto en la regeneracion
de tejido 6seo.

Scaffold compuesto Impacto en la regeneraciéon 6sea

Demostré una buena viabilidad, adhesion y proliferacion celular

Quitosano/HA [59] Alta actividad de fosfatasa alcalina que promueve la diferenciacién

condrogénica

Promueve la diferenciacién osteogénica
Colageno/HA [60] &
Mejora en las propiedades mecanicas

Alginato/Coldgeno/HA | Viabilidad celular de fibroblastos

[61] Promueve la adhesién y proliferacién de osteoblastos

Osteoconductividad

PLA/HA [57] Biocompatibilidad
Tasa alta de reabsorcién
Biocompatibilidad

PLGA/HA [62] Osteoconductividad
Adhesion y proliferacion de osteoblastos

PEG/HA [44] Osteoconductividad

Viabilidad, adhesién y proliferacion de fibroblastos
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2.3.4. Incorporacién de nanomateriales en scaffolds 4seos: Puntos de car-
bono

La posibilidad de mejorar scaffolds de polimeros biodegradables y nanohidroxiapatita pue-
de encontrarse en la adicién de puntos de carbono (PC). Estas nanoparticulas fluorescentes
basadas en carbono son estructuras biocompatibles con una gran area superficial que puede
ser aprovechada para conjugar medicamentos o biomoléculas que favorezcan el proceso de
reconstruccién de la masa désea o disminuir la tasa de descomposicién de los huesos [63]. De
igual manera se ha encontrado que la implementaciéon de estas nanoparticulas a base de car-
bono mejoran la propiedades mecanicas, promueven la actividad osteogénica de los scaffolds
y ayudan a una distribuciéon uniforme de la hidroxiapatita en la matriz polimérica para una
regeneracion 6sea mas eficiente [23]. Los PC son nanomateriales de un tamafio aproximado
de 10 nm [23]. Gracias a sus propiedades fisicoquimicas y épticas estas nanoparticulas son
consideradas ideales para aplicaciones biolégicas [64].

Debido a sus propiedades, los PC se han implementado para la regeneracién dsea y re-
paracion de defectos éseos. La adicion de estas nanoparticulas en la fabricacién de scaffolds
Oseos a base de hidroxiapatita, ha demostrado mejoras en la actividad biolégica, en términos
de la adhesién de osteoblastos, la diferenciacién osteogénica y la proliferacién celular [65].
Adicionalmente, se ha observado una mejora en las propiedades mecénicas e interacciones in-
termoleculares de estos scaffolds, dada por la distribuciéon uniforme de dichas nanoparticulas,
que permite su efectividad en la regeneracion dsea [23]. Investigaciones recientes han estudiado
el uso de compuestos a base de PC y polimeros para la fabricacion de scaffolds. En la Tabla
2.7, se pueden observar los materiales compuestos con PC y sus propiedades. Wang et al.
[66] estudiaron la fabricacion de scaffolds a base de PC, hidroxiapatita y acetato de polivinilo
(PVA, por sus siglas en inglés). Se encontré que los scaffolds fabricados exhibian propiedades
de biocompatibilidad y una alta viabilidad celular en sus superficies. Por otro lado Sarkar et al.
desarrollaron un material a base de PC, carboximetilcelulosa e hidroxiapatita, el cual exhibi6
una buena biocompatibilidad, adhesion y proliferacién celular que favorecen la regeneracion
6sea [67]. Nejla et al. fabricaron peliculas a base de PC y policaprolactona (PCL), las cuales
exhibian propiedades de bioactividad, biocompatibilidad y una buena viabilidad celular de
osteoblastos obteniendo resultados prometedores para la regeneracién de tejido dseo [68].

Tabla 2.7: Materiales compuestos con puntos de carbono y sus propiedades.

Compuesto Propiedades

Demostré una buena Biocompatibilidad

Alta tasa de viabilidad celular

Demostré una buena Biocompatibilidad

PC/HA/PVA [66]

PC/HA /carboximetilcelulosa [67]
Adhesiéon y proliferacion celular

Demostré una buena Biocompatibilidad
PC/PCL [68] Viabilidad celular

Bioactividad

En la actualidad existen distintos métodos para la sintesis de puntos de carbono dentro de
los cuales se encuentran la asistencia ultrasénica, asistencia microplasmatica, carbonizacion,
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métodos hidrotermales y métodos por reaccién por microondas [69].

El método de sintesis por microondas, es un método que puede proporcionar un calenta-
miento homogéneo, eficiente y rapido y que conduce a velocidades de reaccion mas rapidas,
empleado para la sintesis de nanoparticulas a base de carbono fluorescentes con una distribu-
cién de tamano uniforme [69].

Debido a que los puntos de carbono son nanomateriales fluorescentes es necesario realizar
una caracterizacién de sus propiedades épticas para lo cual puede ser empleada la Espec-
troscopia UV-Visible y la espectroscopia de fluorescencia. Para la Espectroscopia UV-Vis
las transiciones que resultan de la absorciéon de radiacién en esta region del espectro hacen
referencia a transiciones electrénicas entre niveles de menor a mayor energia. Cuando los elec-
trones excitados se relajan ocurre una transicién electrénica de un nivel de mayor energia a
uno de menor energia, en este proceso se liberan fotones generando un espectro de radiacion
electromagnética a diferentes longitudes de onda, llamado espectro de emision [70].

2.3.5. Evaluacion de la citotoxicidad

Es de gran importancia determinar el comportamiento biolégico in vitro de los materiales
utilizados en aplicaciones biolégicas para determinar la biocompatibilidad de estos. Existen
distintas pruebas para analizar el comportamiento biolégico de distintos materiales tales como
el ensayo MTT.

El ensayo MTT es empleado para medir la actividad metabdlica celular como un indicador
de la viabilidad, proliferacién y citotoxicidad celular [71]. Este ensayo colorimétrico se basa
en la reduccién de una sal de tetrazolio amarilla a cristales de formazan morados por medio
de células activas metabdlicamente (Figura 2.3). Cuando las células mueren, estas pierden
la habilidad de convertir MTT en formazan, por lo que la presencia de color sirve como un
indicador de células viables [72]. Debido a que las células viables con un metabolismo activo
tienen la capacidad de convertir MTT en formazan morado con una absorbancia con un
méaximo cercano a los 570 nm, se mide la absorbancia de los pozos sembrados como indicador
de la presencia de células viables.
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Figura 2.3: Reduccién de sal de tetrazolio a cristales de formazan. Tomada de [72].
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Capitulo 3

METODOLOGIA

Dados los objetivos especificos de este trabajo se plantearon 5 etapas para el desarrollo del
mismo. En la figura 3.1, se puede observar el diagrama de flujo del proceso que se llevo a cabo
para la ejecucion del proyecto. Este esta compuesto de 5 etapas principales, la primera consiste
en la sintesis de puntos de carbono (PCs) por método de reaccién por microondas, seguido a
esto se realiza la sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA) embebida con PCs y se
procede a realizar pruebas de caracterizacién de las propiedades épticas de las nanoparticulas
sintetizadas. En la siguiente etapa se realiza la sintesis de scaffolds a base de polietilenglicol
(PEG) y la nHA embebida con los PCs y se procede a realizar la evaluacién y caracterizacion
de los mismos.

Sintesis de Sintesis de Caracterizacion
,.| nanohidroxiapatita . de las
puntos de embebida con nanoparticulas
carbono . .
) puntos de carbono | sintetizadas
Sintesis de scaffolds a base Evaluacion de la
de PEG y nanohidroxiapatita citotoxicidad de las
. - p
embebida con puntos de nanoparticulas
carbono sintetizadas

Figura 3.1: Diagrama de flujo de las etapas llevadas a cabo para la ejecucién del trabajo.
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3.1 Sintesis de puntos de carbono

La obtencién de puntos de carbono se llevo a cabo por método de reacciéon por microondas
y esta compuesta de tres etapas principales: sintesis, lavado y secado. Los materiales utilizados
en este procedimiento fueron dcido citrico (Scharlau) como precursor organico, mientras que
etanol absoluto al 99 % (Scharlau) y N,N-Dimetilformamida (Sharlau) fueron empleados como
solventes.

En primer lugar, en la etapa de sintesis, se dispersé 1.5 g de acido citrico en una solucién
1:1 (vol:vol) de etanol y N,N-dimetilformamida. La solucién resultante fue sonicada por 5
minutos y luego se introdujo en el reactor de sintesis de microondas MONOWAVE 50 (Anton
Paar, Austria), utilizando el método AFAP (As fast as posible), con una temperatura de 175°C
por 5 min. El método de reacciéon por microondas permite acelerar el proceso de sintesis en
comparacién a otros métodos de calentamiento [73].

La solucién obtenida del proceso de sintesis pasa por una etapa de lavado para eliminar
el precursor organico no reaccionado. En esta etapa la solucién fue centrifugada a 10,000 rpm
por 10 minutos, seguido a esto se filtré con un filtro de 0.20 pm (Minisart NY 25, PTFE)
y por un ultimo fue sometida a un proceso de didlisis por 24 horas. Finalmente el producto
obtenido se seca en un horno (UM100, Memmert, Paises Bajos) a 125°C por 12 horas [73].

Con el fin de evaluar las propiedades épticas (absorcién y fluorescencia) en funcién de la
concentracion, se prepararon soluciones acuosas de puntos de carbono a diferentes concentra-
ciones (40 mg/mL, 20mg/mL, 10mg/mL y 5mg/mL).

3.2 Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos de
carbono

El método de sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita esta basado en el procedimiento
reportado por Mercado et al [24]. En este procedimiento una suspension de hidréxido de
calcio (2.5 gramos en 20 mL de agua destilada, Emsure) se agit6 y calenté hasta alcanzar una
temperatura de 85°C. Se inicié un goteo de 30 mL de una solucién de acido fosférico (2.22
gramos de acido fosférico en agua destilada, Sigma-Aldrich) en la suspensién de hidréxido de
calcio manteniendo una agitacion y temperatura constante hasta obtener una suspensién de
nanohidroxiapatita (Figura 3.2). El precipitado fue separado por centrifugacién a 4000 rpm
por 10 minutos, seguido de un lavado con agua destilada y etanol. Se secé a 110°C por 12
horas.

Para la incorporacién de puntos de carbono en las nanoparticulas de hidroxiapatita se
realizé una modificacion al procedimiento descrito anteriormente, en donde el goteo se realiz6
con una solucién de 30 mL compuesta de una solucién de dcido fosférico a una concentracion
de 75 mg/mL y una solucién de puntos de carbono a una concentraciéon de 40 mg/mL.
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Figura 3.2: Montaje goteo de acido fosférico en hidréoxido de calcio para la sintesis de nano-
particulas de hidroxiapatita embebidas con puntos de carbono.

3.3 Fabricacién de scaffolds a base de PEG y puntos de carbono embebidos en
nanoparticulas de hidroxiapatita

El método para la fabricacion de scaffolds a base de PEG y puntos de carbono embebidos
en nanoparticulas de hidroxiapatita estda basado en el procedimiento reportado por Kumar et al
[44]. En este procedimiento se implementé el método de mezcla directa y el método de soporte
de espacios. Se utiliz6 metanol, agua destilada, Polietilenglicol (PEG) y la nanohidroxiapatita
embebida con puntos de carbono sintetizada anteriormente.

En este procedimiento se realizé la mezcla de una soluciéon de nanohidroxiapatita (2 gramos
de nanohidroxiapatita en 50 mL de metanol) y una solucién de PEG (25 % p/p de nanohidro-
xiapatita en 50 mL de agua destilada) bajo agitacién constante durante 4 horas y después de
esto se ubica la solucién en una plancha de calentamiento a una temperatura de 40°C durante
2 horas. Seguido a esto se centrifugd la solucién a 5000 rpm y se elimina el sobrenadante
restante. El precipitado obtenido se secé en un horno a 80° por 24 horas y por ultimo se
colocd en un horno a 200°C durante 6 horas. El polvo seco obtenido del tratamiento térmico
anterior, se moldea con la ayuda de un troquel siguiendo el método de soporte espacial, con
el fin de obtener los scaffolds deseados.
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Como método de prueba se realizo el procedimiento a escala donde se utilizaron 0.5 gramos
de nanohidroxiapatita en 12.5 mL de metanol y una suspensién de 0.125 gramos de PEG en
12.5 mL de agua destilada.

3.4 Pruebas de caracterizacion

Se realiz la caracterizacion de las propiedades 6pticas y un estudio preliminar de cito-
toxicidad de los productos obtenidos de los procesos de sintesis realizados. En el caso de las
propiedades Opticas se realizé espectrofotometria UV-Vis y para los estudios de citotoxicidad
un ensayo MTT.

3.4.1. Espectrofotometria UV-Vis para la determinacion de las propiedades
de absorcion y fluorescencia

Los espectros de absorcién UV-Vis de las nanoparticulas sintetizadas se midieron en el
espectrofotometro FLAMES-S-XR1-ES con ayuda del software Ocean View (Figura 3.3). Las
mediciones se tomaron en un rango de longitud de onda desde 200 nm a 800 nm usando una
celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

Figura 3.3: Montaje espectrofotémetro FLAMES-S-XR1-ES - Ocean view.

Los datos obtenidos de Ocean View fueron tratados con el software Origin Lab para
obtener las gréaficas de absorbancia en funcién de la longitud de onda y finalmente obtener
una curva de calibracién que permita conocer la concentracion de puntos de carbono obtenida
en funcién de la absorbancia.

Los espectros de fluorescencia se midieron en un Lector Multimodal Cytation 3 (Bio Tek).
Las mediciones del espectro de fluorescencia se realizaron sobre las mismas soluciones emplea-
das para obtener el espectro de absorcién. Se realizé un estudio de la fluorescencia en funcién
de la longitud de onda de excitacién.
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3.4.2. Emnsayo MTT

La citotoxicidad de las nanoparticulas sintetizadas se analizé por medio de un ensayo
MTT, con soluciones acuosas de puntos de carbono y de nanoparticulas de hidroxiapatita a
diferentes concentraciones (500, 250, 125, 75 y 50 pg/mL).

Células epiteliales del rinén (células Vero) se sembraron en una placa de 96 pozos (Figura
3.4) y se incubaron a 37°C en un ambiente de 5% de C'Oz por una noche. Se introdujo la
solucion de puntos de carbono y la solucién de puntos de carbono embebidos en nanoparti-
culas de hidroxiapatita con diferentes concentraciones (500, 250, 125, 75, 50 ug/mL, de cada
solucién) en distintos pozos de la placa y se cultiva por 24 horas. Luego de ser incubadas
se agregaron 20 puL de solucion MTT a cada pozo utilizado y se cultivé por 4 horas a 37°C.
Seguido a eso se retir6 la soluciéon de MTT agregada con anterioridad y se agregaron 200 uL
de DMSO para disolver las sales de formazan. Finalmente, se ley6 la densidad éptica a 560 nm
y se resto el fondo a 670 nm. Se espera que la densidad Optica esté directamente relacionada
con la cantidad celular [73].

Figura 3.4: Plato de 96 pozos utilizado para realizar ensayos MTT.

Se utilizaron células Vero, ya que a todo tipo de material utilizado para aplicaciones
biomédicas se deben realizar estudios de viabilidad y citotoxicidad en la mayor cantidad de
lineas celulares posibles. Diferentes lineas celulares y contextos biol6gicos para evaluar su
biocompatibilidad. Se empez6 con células del rifion ya que hay reportes de de que se puede
presentar una biodistribucién del material y puede llegar a acumularse en el rinén, por lo
que es importante evaluar la citotoxicidad que puedan presentar estos materiales al entrar en
contacto con este tejido [74].

Para analizar los resultados obtenidos del ensayo MTT se realizo una prueba ANOVA
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con el fin de determinar si se encontraban diferencias significativas entre la viabilidad celular
presentada al exponer las células Vero a soluciones acuosas de puntos de carbono y soluciones
acuosas de nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono a diferentes concentraciones.
Se establecié una hipétesis nula que establece que las medias de la viabilidad celular obtenida
para estas muestras son iguales. De acuerdo a los resultados obtenidos de la prueba ANOVA
se acepta o rechaza la hipétesis nula planteada.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos del proceso de sintesis de puntos
de carbono por reaccién de microondas y la sintesis de las nanoparticulas de hidroxiapatita
embebidas con puntos de carbono por método de precipitaciéon rapida. Adicionalmente, se
presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion de las propiedades Opticas de las
nanoparticulas sintetizadas y por ultimo la evaluaciéon de su citotoxicidad en lineas celulares
vero por medio de un ensayo MTT.

4.1 Caracterizacion de los puntos de carbono

La solucién obtenida de la sintesis de puntos de carbono a una temperatura de 175°C, al
ser excitada a una longitud de onda de 365 nm, exhibe una fluorescencia azul (Figura 4.1).
Esto indica la presencia de particulas fluorescente a base de carbono, y permite decir que
el método de sintesis por microondas a 175°C favorece la formacién de puntos de carbono
fluorescentes. Al diluir la solucién de los puntos de carbono, sintetizada a partir de acido
citrico, etanol y N,N dimetilformamida, (40 mg/mL, 20mg/mL, 10mg/mL y 5mg/mL), se
puede observar como varia la fluorescencia de las soluciones en funcién de la concentracién de
puntos de carbono al ser excitadas a una longitud de onda de 365 nm (Figura 4.1).

El espectro de absorcién de los puntos de carbono se muestra en la Figura 4.2. Se puede
observar como para cada concentraciéon, hay una banda de absorcién centrada a la longitud
de onda de mayor transicién [75]. Se observa que los maximos de la banda de absorcion de las
distintas concentraciones oscilan entre los 220 y 300 nm. Esto se da ya que estas longitudes
de onda tienen la energia necesaria para excitar los electrones de los puntos de carbono
de un estado de menor a mayor energia. Esta banda de absorcién se atribuye a transiciones
electronicas relacionadas al enlace C=0 de los grupos carboxilo aportados por el acido citrico.
Se presenta un corrimiento en la banda de absorcién en funcién de la concentracién de puntos
de carbono debido a que a mayor concentracién se presentan més puentes de Hidrégeno de los
grupos C=0 con el solvente (agua). Este corrimiento ocurre por las vibraciones presentadas
por la formacién de estos puentes de hidrégeno entre el agua y los grupos carboxilo, que
provoca transiciones electrénicas a menores niveles de energia provocando el corrimiento de
la banda hacia mayores longitudes de onda. Esta informacién es necesaria para poder obtener
las longitudes de onda a las que al excitar las nanoparticulas se da la mayor fluorescencia.
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40 mg/mL 20 mg/mL 10 mg/mL 5 mg/mL

Figura 4.1: Fluorescencia de soluciones de puntos de carbono a diferentes concentraciones al
ser excitadas a una longitud de onda de 365 nm.
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Figura 4.2: Espectro de absorcién de soluciones con puntos de carbono a diferentes concen-
traciones.
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Los espectros de emisién son obtenidos al excitar los puntos de carbono a longitudes de
onda con la energia suficiente para lograr la excitacién de sus electrones de un nivel de menor
a uno de mayor energia. Dependiendo del nivel de energia que los electrones logren alcanzar
se presentard una emisién a determinada longitud de onda. El espectro de emisién de una
solucién de puntos de carbono a una concentracién de 2.5 mg/mL al ser excitada a diferentes
longitudes de onda se puede observar en la Figura 4.3. A una longitud de onda de excitacion
de 280 nm los PC presentan un espectro de emision, que abarca la generaciéon de fotones de luz
entre los 300 y 400 nm. Se observa una dependencia de la longitud de excitacién con la emision,
a medida que se aumenta la longitud de onda de excitacién se evidencia un corrimiento de la
banda de emisién a mayores longitudes de onda. Valores de excitacién cercanos a una longitud
de onda de 240 nm producird una mayor emisién. Esta informacién permite conocer a que
longitudes de onda deben ser excitadas las nanoparticulas para obtener la mayor intensidad de
fluorescencia posible. Esta caracteristica puede ser utilizada para hacer un seguimiento de un
scaffold compuesto con puntos de carbono al ser implantado, aprovechando estas propiedades
fluorescentes.
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Figura 4.3: Espectro de emisién de una solucién acuosa de puntos de carbono a 2.5 mg/mL.
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4.2 Caracterizaciéon de nanoparticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos
de carbono

El método de precipitacién rapida mostré ser un método efectivo para lograr la incor-
poraciéon de puntos de carbono en las nanoparticulas de hidroxiapatita. En la Figura 4.4 se
pueden observar las nanoparticulas de hidroxiapatita al ser excitadas con una longitud de
onda de 365 nm. Se logran observar unos puntos fluorescentes de color azul que indican la
incorporacion efectiva de los puntos de carbono durante el proceso de sintesis. Esto indica
que las nanoparticulas de hidroxiapatita adquirieron las propiedades 6pticas de los puntos de
carbono permitiendo su fluorescencia al ser excitadas a longitudes de onda que van desde los
200 a 300 nm.

Figura 4.4: Nanoparticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos de carbono al ser excitada
a 365 nm.

De igual forma se realizé la caracterizacién de las propiedades Opticas de las nanopar-
ticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos de carbono (nHA-PC) sintetizadas con el
procedimiento descrito en la seccién 3.2 con el fin de verificar la incorporacion de los puntos
de carbono en las nanoparticulas de hidroxiapatita. En la Figura 4.5 se puede observar la
comparacién entre el espectro de absorcién de los puntos de carbono y las nanoparticulas de
nanohidroxiapatita embebidas con puntos de carbono.
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Figura 4.5: Espectro de absorciéon de puntos de carbono y nanohidroxiapatita embebida con
puntos de carbono.

Se evidencia como el espectro de absorcién de los puntos de carbono es mayor al de la
nHA-PC, esto es debido a que la concentracién de puntos de carbono en la nanohidroxiapatita
es menor. Esto se puede presentar ya que en el proceso de sintesis la totalidad de los puntos de
carbono utilizados, no se incorporaron a las particulas de hidroxiapatita. Adicionalmente, se
puede observar un corrimiento en la banda de absorciéon obtenida para los puntos de carbono
y la nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono. Este corrimiento se debe a que
la banda de absorcién se presenta gracias a que los grupos C=0 de los puntos de carbono
hacen puentes de hidrégeno con el solvente. Al estar embebidos en la nanohidroxiapatita se
genera una banda de absorcién menor. De acuerdo a los espectros de absorcién obtenidos
de los puntos de carbono a diferentes concentraciones se construyé una curva de calibracion
que permite conocer la concentracion de puntos de carbono que se encuentra en determinada
solucién de acuerdo a su absorbancia. Utilizando la curva de calibracién de la Figura 4.6 y
el espectro de absorcion de la nHA-PC se puede hacer un calculo de la cantidad de puntos
de carbono que se incorporaron de manera efectiva en las nanoparticulas de hidroxiapatita.
En la Figura 4.5 se puede observar que la absorbancia méaxima de las nanoparticulas de
hidroxiapatita embebidas con puntos de carbono tienen un valor aproximado de 1.65. De
acuerdo a la curva de calibracién de la Figura 4.6 este valor de absorbancia esta asociado a
una concentracion aproximada de 1.7 mg/mL de puntos de carbono. Teniendo en cuenta que
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masa = volumen x concentracion, y el volumen de la solucién fue de 10 mL, se puede decir
que en esa solucién de nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono se encuentra una
cantidad aproximada de 17 mg de puntos de carbono. Este calculo permite establecer que
durante la sintesis de las nanoparticulas de hidroxiapatita embebidas con puntos de carbono
se incorporaron aproximadamente el 68 % de los puntos de carbono adicionados inicialmente.
De acuerdo a estos resultados se puede decir que el método de precipitacién continua empleado
para la incorporaciéon de puntos de carbono en las nanoparticulas de hidroxiapatita mostré
resultados prometedores para cumplir con dicho objetivo. Sin embargo se requieren de diversas
técnicas de caracterizacién para confirmar este hecho.
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Figura 4.6: Curva de calibraciéon de los puntos de carbono. Se establece la concentraciéon de
puntos de carbono en funcién de la absorbancia.

En la Figura 4.7 se puede observar la comparacién entre el espectro de emisiéon obtenido
de los puntos de carbono y de las nanoparticulas de nanohidroxiapatita embebidas con puntos
de carbono a una concentracién de 2.5 mg/mL al ser excitados a una longitud de onda de 320
nm, donde la curva sélida representa los puntos de carbono y la curva punteada la nHA-PC.
En esta gréfica se representa la intensidad de emisién (eje Y) como funcién de la longitud de
onda (eje X).
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Figura 4.7: Espectro de emisién de puntos de carbono y nanohidroxiapatita embebida con
puntos de carbono excitadas a una longitud de onda de 320 nm.

Se puede observar que los espectros de ambas muestras tienen una curva de emision similar,
lo que indica que lo que emite son los puntos de carbono considerando a este como el fluoréforo
de ambas muestras. Estas curvas de emision nos indican que los fluoréforos de ambas muestras
tienen un comportamiento similar, es decir que son los mismos puntos de carbono los que estan
provocando estas propiedades fluorescentes en las muestras de nanohidroxiapatita. Se observa
que la banda de emisién va desde los 380 a los 500 nm aproximadamente, lo que explica
el color azul exhibido al excitar los puntos de carbono a una longitud de onda de 365 nm.
Las propiedades fluorescentes adquiridas por las nanoparticulas de hidroxiapatita gracias a la
incorporaciéon de puntos de carbono puede tener aplicaciones en la liberacién de medicamentos
gracias a la presencia de enlaces fotosensibles. Adicionalmente se puede utilizar esta propiedad
para realizar un seguimiento en la degradacién del material y estimar la tasa de degradacion
del mismo.

4.3 Ensayo MTT

Se utiliz6 una linea celular de células Vero para llevar a cabo el ensayo de citotoxicidad.
Es de gran importancia evaluar la citotoxicidad en diferentes lineas celulares con el fin de
obtener mas informacion de la biocompatibilidad de las nanoparticulas sintetizadas. El analisis
de la citotoxicidad en células epiteliales del rinién (células Vero) es de gran importancia ya
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que en pruebas in vivo se ha reportado una biodistribucién de las nanoparticulas que puede
resultar en la acumulacién de estds en érganos como el rinén, por lo que es 1util conocer su
biocompatibilidad en este tipo de tejidos [76].

En la Figura 4.8 se puede observar el resultado del ensayo MTT realizado en donde las
barras representan las viabilidad celular de las células Vero al ser expuestas a una soluciéon de
nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA) y una solucién de nanoparticulas de hidroxiapatita
embebidas con puntos de carbono (nHA-PC). El ensayo se llevo a cabo con diferentes concen-
traciones de cada solucién (0, 50, 75, 125, 250 y 500 pg/mL). Se realizaron tres repeticiones
del ensayo para cada concentracién de cada solucién analizada, las cuales se promediaron
y normalizaron. Teniendo en cuenta que el control (0 pug/mL) no contiene ninguna de las
nanoparticulas sintetizadas se establece que una viabilidad celular completa equivale a 1.

Evaluacion de la citotoxicidad
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Figura 4.8: Resultados obtenidos del ensayo MTT en las nanoparticulas de hidroxiapatita y
puntos de carbono sintetizadas.

Se realiz6 la prueba ANOVA con el fin de analizar los resultados obtenidos del ensayo
MTT. En esta prueba estadistica se busca determinar si existen diferencias significativas entre
las medias de la viabilidad celular que presentaron las soluciones de nHA y las soluciones de
nHA-PC al ser analizadas a diferentes concentraciones. Para el anélisis de la prueba ANOVA
se establece como hipétesis nula que las medias de la viabilidad celular de las dos soluciones a
diferentes concentraciones son iguales. De los resultados obtenidos en esta prueba estadistica
se dice que si el valor de la estadistica F es mayor al valor critico de F (F >F crit) se rechaza
la hipétesis nula [77].

De acuerdo a los resultados de la prueba estadistica (Tabla 4.1) se puede observar que
F <F crit, es decir que no se encontraron diferencias significativas en la viabilidad celular
presentada al exponer las células Vero a nanoparticulas de hidroxiapatita y a nanoparticulas
de hidroxiapatita embebidas con puntos de carbono. Esto se da en gran parte ya que las
células estdn expuestas en su gran mayoria los &tomos de la nanohidroxiapatita mas que a los
atomos de los puntos de carbono, considerando que los tltimos estan embebidos dentro de la
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nanohidroxiapatita. Al comparar la viabilidad celular obtenida de las soluciones a diferentes
concentraciones con el control, se puede establecer que las nHA y las nHA-PC presentaron
una baja citotoxicidad al tener valores de viabilidad cercanos al control.

Adicionalmente, en base a los resultados obtenidos de la prueba ANOVA se puede decir
que las concentraciones de 125 pug/mL de la solucién de nHA-PC y 500 pg/mL de la solucién
de nHA, que superan el 100 % de viabilidad se debe un valor grande de la desviacién estan-
dar, sin embargo por la prueba ANOVA se sabe que no hay diferencias significativas entre las
medias de las dos soluciones de nanoparticulas a diferentes concentraciones.

Tabla 4.1: Prueba ANOVA

Fueflte” de SS df MS F P-valor F crit
Variacién

Entre Grupos | 0,449714 11 0,040883 0,906047 0,549632 2,236419
Enlos Gru- 1 (o715 | 93 0,045122

pos

Total 1,487533 34

4.4 Scaffold a base de PEG y puntos de carbono embebidos en
nanohidroxiapatita

Con el fin de dar inicio a la evaluacion de la viabilidad de este tipo de biomateriales para
aplicaciones en la regeneracién de tejidos 6seos, se propone la fabricacién de un scaffold a base
de PEG y puntos de carbono embebidos en nanoparticulas de hidroxiapatita por medio del
procedimiento descrito en la seccién 3.3. En primer lugar se obtuvo el precipitado resultante
del proceso de centrifugacién (Figura 4.9). Finalmente tras pasar por un tratamiento térmico,
se obtuvo un polvo compuesto por PEG y puntos de carbono embebidos en nanoparticulas
de hidroxiapatita (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Polvo obtenido del proceso de fabricacién de scaffolds a base de PEG y puntos
de carbono embebidos en nanoparticulas de hidroxiapatita.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos de este proyecto, enfocados a la modificacién de nanoparticulas
de hidroxiapatita con puntos de carbono se logré la sintesis de nanohidroxiapatita embebida
con puntos de carbono y una evaluaciéon preliminar de su citotoxicidad. Se realizé la sintesis
de puntos de carbono por método de reaccién por microondas que exhibian una absorcién a
longitudes de onda entre los 200 y 300 nm y una emisién a longitudes de onda entre los 300
y 450 nm. El uso de etanol y dimetilformamida como solventes para la sintesis de los puntos
de carbono, tienen un impacto significativo en las propiedades Opticas presentadas por los
mismos. Las propiedades de fluorescencia se atribuyen a los grupos funcionales presentes en
estos solventes utilizados. De igual forma se realizé la sintesis de nanohidroxiapatita embebida
con puntos de carbono por método de precipitacién rapida que presentaron una absorcién a
longitudes de onda entre los 200 y 250 nm. Se pudo confirmar la incorporacién de puntos de
carbono en las nanoparticulas de hidroxiapatita por medio de los espectros de emisiéon obte-
nidos, donde se evidencia una curva de emisién con un comportamiento del fluoréforo similar,
donde se presenté una emision a longitudes de onda entre 380 y 500 nm.

De acuerdo a los resultados obtenidos del ensayo MTT realizado, se identifica que los
puntos de carbono y la nanohidroxiapatita presentan una baja citotoxicidad que permite la
viabilidad celular de células Vero y su actividad metabdlica. Este resultado representa una
informacién inicial de la biocompatibilidad de estas nanoparticulas.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES Y
TRABAJOS FUTUROS

6.1 Recomendaciones

Para obtener mejores resultados con este estudio es importante realizar distintas técni-
cas de caracterizacién que permitan determinar las propiedades bioactivas y las propiedades
morfolégicas de las nanoparticulas sintetizadas, tales como microscopia electronica de barrido
(SEM), espectrofotometria de transformada de Fourier (FTIR) y difraccién de rayos X (XRD).
Se propone evaluar la citotoxicidad de los puntos de carbono embebidos en nanoparticulas de
hidroxiapatita en distintas lineas celulares, tales como fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos
y osteocitos, con el fin de obtener una mayor informaciéon acerca de la biocompatibilidad de
estas nanoparticulas.

Adicionalmente, con el fin de determinar si el método propuesto para la fabricacion del
scaffold es el indicado para la aplicacion propuesta, se debe realizar una caracterizacién del
scaffold obtenido, con el fin de determinar si estos cuentan con las caracteristicas morfoldgicas
y propiedades mecéanicas y biologicas adecuadas para el tratamiento de defectos éseos.

6.2 Trabajos futuros

En términos generales, a corto plazo se plantea culminar la fabricacion de los scaffolds
a base de PEG y puntos de carbono embebidos en nanoparticulas de hidroxiapatita y reali-
zar pruebas de caracterizacion de las propiedades épticas y morfolégicas de los mismos. Asi
mismo, se plantea evaluar la citotoxicidad de los scaffolds fabricados por medio de ensayo
MTT utilizando fibroblastos, que son células encontradas en el tejido conectivo cuya funciéon
principal es segregar proteinas de colageno utilizadas para conformar el marco estructural de
muchos tejidos como el tejido dseo.

A mediano plazo, se busca optimizar la cantidad de puntos de carbono empleada para la
sintesis de nanohidroxiapatita de acuerdo a sus propiedades mecanicas y su cambio ante la
presencia de puntos de carbono.

Por dltimo, a largo plazo se propone la realizacién de pruebas in vitro con diferentes cul-
tivos celulares tales como lineas celulares de osteoblastos, y evaluar su adhesion, proliferacién
y diferenciacion celular. De igual forma se propone realizar estudios in vivo en modelos de
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animales con osteoporosis para analizar el comportamiento, comprobar la efectividad y aplica-
bilidad de los scaffolds a base de PEG y nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono
para el tratamiento de defectos dseos.
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