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Resumen

El uso de injertos es el método mas utilizado en el tratamientos de defectos 6seos. Estos
presentan limitaciones en su disponibilidad y respuesta inmunolégica por lo que es de gran
importancia encontrar un tratamiento alternativo. Desde el campo de la ingenieria de tejidos
se ha propuesto el desarrollo de scaffolds para regeneracion oOsea, fabricados haciendo uso
de biomateriales que favorecen la osteointegracion y osteoinducién. Dentro de los diferentes
scaffolds, aquellos realizados con materiales compuestos permiten combinar unas adecuadas
propiedades mecanicas con una buena interaccién biolégica. En esta investigacién se sintetizo
un scaffold poroso a base de un compuesto de polietilenglicol y nanohidroxiapatita con puntos
de carbono embebidos (PEG-nHA-PC). La sintesis del los puntos de carbono (PC) se hizo por
reaccién asistida por microondas, los cuales exhibieron una fluorescencia caracteristica en el
rango de 400 nm a 500 nm. La nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono (nHA-PC)
fue sintetizada por el método de precipitacién continua réapida. Se estimo un 24.5% de incor-
poracién de PC en la nanohidroxipatita y el producto final nHA-PC, conservaba las mismas
propiedades fluorescentes de los PC originales. Diferentes scaffolds de PEG-nHA-PC fueron
sintetizados por el método de mezcla directa, variando la relacién de composicion PEG:nHA-
PC en 80:20, 70:30 y 60:40. Las probeta con relacién de composiciéon de 60:40 compactada con
una fuerza de 4000 N, presenté los resultados mas prometedores, con una densidad de 0,619
ﬁ. Por 1ultimo, se proponen e implementan dos protocolos que permiten la introducciéon de
compuestos espaciadores con el propésito de aumentar la porosidad del scaffold. Se determind
que el protocolo que hace uso de bicarbonato de amonio como compuesto espaciador como el
mas apropiado, al demostrarse la remocién total del compuesto espaciador y un tener proce-
dimiento experimental méas simple. La densidad estimada del scaffold PEG-nHA-PC poroso
fue de 0,504 Cm%, similar a la densidad del hueso trabecular. Esta similitud encontrada aporta
en el potencial de este scaffold en su posible uso para el tratamiento de defectos éseos.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

En este capitulo se contextualiza la problematica que genera los defectos 6seos de gran
tamafio y las limitaciones que estdn presentes en los tratamientos actuales. También se men-
cionan algunas de las soluciones que se estdn proponiendo desde la ingenieria de tejidos, por
medio del uso de scaffolds como estructuras de soporte que permiten la rehabilitacién rege-
nerativa del hueso. Posteriormente, se describen las caracteristicas que deben de tener los
biomateriales para este tipo de aplicaciones lo cual fundamenta el objetivo general de este
proyecto de grado.

1.1 Motivacion

Los huesos son estructuras rigidas cuyas funciones principales implican el soporte de carga
mecanica y proteccién, homeostasis mineral y hematopoyesis [1]. El hueso estd compuesto
principalmente por una fase mineral (aproximadamente 65 % de su peso) en su mayor parte
hidroxiapatita (HA), un mineral de fosfato de calcio. El hueso también cuenta con un compo-
nente organico (responsable de aproximadamente 20 %-25 % del resto de su composicién) que
en su mayor parte es coldgeno tipo I [1]-[3].

El hueso a nivel macroscopico consta principalmente de dos tipos de estructuras: el hueso
trabecular y el hueso compacto. El hueso trabecular se encuentra localizado en el interior del
tejido dseo y tiene una estructura esponjosa disefiada para dar tenacidad al hueso con un peso
minimo [4]. El hueso compacto estd localizado en la parte exterior del hueso y estd disefiado
para ser resistente a los movimientos de torsién, flexién y fuerza compresiva [5]. Es debido a
estas dos estructuras que el hueso puede cumplir con sus funciones mecéanicas ya que tiene
una estructura rigida resistente a la deformacién y al mismo tiempo flexible para absorber y
disipar energia mecanica en la propagacion de la fractura [6].

El tejido 6seo se mantiene en constante remodelacion lo que le permite al hueso actuar
como reserva de calcio y realizar correctamente su funcién de soporte mecanico sin perder sus
caracteristicas mecénicas [7]. Esta remodelacién es posible dado que este tejido cuenta con
células madre mesenquimales y tres tipos de células 6seas responsables de la regeneracion:
osteoblastos, osteoclastos y osteocitos [8]. Esta capacidad hace que el tejido éseo se pueda
regenerar correctamente cuando sufre algin dafio en su estructura. Sin embrago, hay casos en
donde el proceso regenerativo se ve comprometido debido a la necrosis vascular, osteoporosis



o defectos 6seos de gran tamano, haciendo que el hueso pierda sus propiedades mecénicas y
su integridad [9].

A nivel mundial aproximadamente 1710 millones de personas sufren de trastornos muscu-
loesqueléticos los cuales, en gran medida, limitan la movilidad y destreza de las personas
afectadas; como consecuencia presentan una menor calidad de vida al tener menor capacidad
de participacién social y bienestar [10]. Dentro de estos trastornos se encuentran patologias
que causan defectos 6seos como osteoporosis, osteopenia y fracturas. En algunas de estas pa-
tologias, se evidencia la falta de tejido 6seo en un area donde normalmente deberia de haber
hueso [11].

Anualmente 200 millones personas a nivel mundial sufren de osteoporosis lo que la hace
un problema de salud publica [12], y cerca de 9 millones de fracturas de hueso se dan por
esta causa [13]. El tratamiento mds comin actualmente para los defectos dseos es el uso de
injertos 6seos [9]. Debido a la gran cantidad de personas que necesitan un injerto, el tejido
6seo es el segundo tejido més trasplantado en el ser humano [14]. Estos pueden ser de tres
distintas fuentes: Auto-injertos, aloinjertos y xenoinjertos. El primer tipo, y maés utilizado,
consiste en extraer el tejido de una parte sana del paciente a tratar [15]. Sin embargo, este
requiere un segundo sitio de morbilidad lo que puede llevar a una infeccién o molestia en este
sitio, y para defectos muy grandes la cantidad de tejido es insuficiente [16]. Por otro lado, los
aloinjertos son trasplantes provenientes de un donador de la misma especie, y los xenoinjertos
los cuales son trasplantes provenientes de otra especie [17]. A pesar de no tener la limitacién
del tejido, estos presentan problemas de inmunocompatibilidad y pueden ser portadores de
enfermedades del donante [16].

Debido a las limitaciones expuestas, desde el campo de la ingenieria de tejidos se ha pro-
puesto el desarrollo de scaffolds con propiedades mecanicas y caracteristicas fisicas similares
a las del hueso, que sean un soporte para el crecimiento del tejido y que pueden ser usadas
con células progenitoras y moléculas de senalizacién [8]. En este caso un scaffold puede tener
caracteristicas osteoinductoras, es decir, ser capaz de promover la diferenciacién de células
progenitoras de osteoblastos. También puede ser osteoconductor, y permitir el crecimiento del
tejido 4seo en su interfaz, proporcionando las propiedades mecdnicas adecuadas para soportar
la carga [18].

Dependiendo el material que se use en los scaffolds, se van a tener ciertas ventajas y limi-
taciones. Los materiales que cuentan con mejores propiedades mecanicas son los metales [19].
Estos son biocompatibles, sin embargo, tienen desventajas tales como su estabilidad a largo
plazo y su elevado médulo eldstico que puede aumentar el riesgo de osteopenia [19], [20]. Es
por esta razon, que la mayoria de scaffolds que estan siendo usados para esta aplicacién son
disenados a base de polimeros, cerdmicos bioactivos y compuestos [21]. Los polimeros pueden
provenir de fuentes naturales o sintéticas y pueden ser bioactivos y biodegradables [22], pero
cuentan con baja resistencia mecanica y su tasa de degradacion puede ser dificil de controlar
[21]. Los ceramicos bioactivos presentan propiedades osteoconductivas y osteoinductivas, no
obstante, controlar su tasa de reabsorcién puede presentar un problema y su manipulacién a
formas 3D sigue siendo un desafio [19]. Los compuestos son aquellos que estan hechos de dos
o méas materiales con el propésito de mejorar alguna caracteristica de los materiales usados



por separado [21], [22].

Uno de los materiales mas usados actualmente es la hidroxiapatita (HA). Este es un mi-
neral que comprende alrededor del 50 % del peso del tejido 6seo, y cuenta con propiedades
de osteoconduccién y osteointegracion [23]. Es importante destacar que al usar la HA en
la escala nanométrica se han reportado ventajas en términos de biocompatibilidad, mejores
propiedades osteoconductivas, y cuenta con la capacidad de promover la proliferacion celular
[24], [25]. Sin embargo, las propiedades mecénicas de la HA son limitadas, ya que presenta
fragilidad tanto en escala nanométrica como micrométrica [24], [26]. Para mejorar sus pro-
piedades mecénicas se han propuesto scaffolds compuestos de HA con una matriz polimérica
[19]. En 2019 se logré la fabricacién de un scaffold con un compuesto de nano-hidroxiapatita
(nHA), gelatina y PLGA que mostré migracién mejorada de células madre mesenquimales en
un modelo in vivo [25]. Una manera de implementar la HA a escala nanométrica y al mismo
tiempo mejorar las propiedades mecanicas es por medio de puntos de carbono, los cuales son
nanopariculas fluorescentes biocompatibles basadas en carbono [27]. El uso de estés particulas
no solo ayuda a mejorar las propiedades mecanicas, también mejora la adhesién de osteoblas-
tos, las diferenciacién osteogénica y la proliferaciéon celular [28]. En 2021 Degiovanni et al.,
[29] desarrollaron el protocolo para la sintesis de puntos de carbono embebidos en nanopar-
ticulas de HA (nHA-PC) y posteriormente, Molina et al., [30] sintetizaron un compuesto de
polietilenglicol-nHA incorporando los puntos de carbono embebidos(PEG-nHA-PC). Esto con
el fin de desarrollar un scaffold multiescala para la regeneracién del tejido 6seo que aproveche
las ventajas del compuesto nHA-PC como biomaterial para regeneracién osea y que cuente
con propiedades mecanicas mejoradas de un compuesto polimero-ceramico, al anadirle poli-
etilenglicol al scaffold.

Ademads de contar con las propiedades mecénicas necesarias, la geometria y morfologia de
los scaffolds diseniados es de vital importancia, ya que si se tiene una porosidad e interconecti-
vidad definida se puede obtener una osteoconductividad mejorada [31]. Una manera de lograr
obtener un scaffold poroso, es el uso de espaciadores, los cuales son compuestos que usados en
el proceso de fabricacion del scaffold que posterior a este proceso, son retirados, favoreciendo
la generacién de poros en la estructura del scaffold [32]. Con esta técnica se puede controlar
la localizacién y la uniformidad de los poros a un bajo costo [33].

Dado que la HA es uno de los materiales méas usados en para el tratamiento de defectos
Oseos por sus propiedades y que con la técnica de espaciadores se puede lograr un buen control
sobre la geometria del scaffold, este proyecto busca sintetizar y estudiar un scaffold con cam-
bios en la proporciéon PEG:nHA-PC y posteriormente hacer la introduccién de compuestos
espaciadores que permitan incrementar la porosidad del material.

1.2 Proyecto relacionado

Este proyecto se realiza bajo el marco del proyecto "Modificacion de scaffolds poliméri-
cos a base de PEG mediante la incorporacion de puntos de carbono y nanohidroxiapatita para
aplicaciones de regeneracion de tejidos dseos” que tiene como objetivo evaluar las propiedades
biolégicas y mecénicas de espumas de PEG modificadas con puntos de carbono embebidos en



nanoparticulas de hidroxiapatita para aplicaciones de tejidos 6seos. Este proyecto fue benefi-
ciado para ser financiado en la Convocatoria Interna - Proyectos de programa de la Escuela
Colombiana de Ingenieria Julio Garavito, y desarrollado por el semillero de investigacion Sy-
nergia del programa de Ingenieria Biomédica de la Escuela Colombiana de Ingenieria Julio
Garavito en convenio con la Universidad del Rosario y en colaboracién con el semillero SiBio
perteneciente a la Universidad del Rosario.

1.3 Objetivos del proyecto

Teniendo en cuenta el contexto presentado, se plantean los siguientes objetivos para este
trabajo de grado.

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el impacto de la composicién y la introduccién de compuestos espaciadores en la
densidad de un scaffold de PEG y nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono.

1.3.2. Objetivos especificos

= Sintetizar un scaffold a base de un compuesto de PEG y nanohidroxiapatita embebida
con puntos de carbono variando las proporciones del componente polimero-ceramico.

= Establecer el efecto de la variacién de la composiciéon en la densidad de los scaffolds
obtenidos, a través de una prueba estandar.

= Disenar un protocolo para incorporar espaciadores en la sintesis de un scaffold a base
de un compuesto de PEG y nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono.

1.4 Contribuciones

En esta investigacion se logré sintetizar puntos de carbono por el método hidrotermal,
los cuales presentaban florescencia en el rango de 450 nm a 500 nm. También se realizé la
sintesis de nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono mediante el método de pre-
cipitacién continua rapida. Se confirmé la presencia de puntos de carbono en la muestra y se
logré cuantificar el porcentaje de pérdida de puntos de carbono en el proceso de sintesis de la
nanohidroxiapatita.

Se desarrollaron scaffolds con forma cilindrica de PEG y nanohidroxiapatita embebida
con puntos de carbono por el método de mezcla directa. Se propusieron e implementaron
2 protocolos para la inclusiéon de compuestos espaciadores en los scaffolds. Los compuestos
espaciadores usados fueron cloruro de sodio y bicarbonato de amonio, el segundo evidencio
ventajas en su procedimiento experimental y su completa remocién. De esta manera se de-
termind que el protocolo propuesto para el uso de bicarbonato de amonio como compuesto
espaciador en la sintesis de scaffolds de PEG-nHA-PC permite crear scaffolds porosos.



1.5 Organizacion del documento

En este documento se divide en seis capitulos principales. El primer capitulo presenta la
introduccién donde se muestra la problematica a tratar con la presente investigacién, se plan-
tean los objetivos para abordar esta problemética y se expone la organizacién del documento.
El segundo capitulo consiste en el estado del arte, donde se abarcan todos los conceptos ne-
cesarios para entender la problemaética tales como la arquitectura, composicién y propiedades
mecénicas del tejido 6seo. Posteriormente, se abordan los defectos 6seos y la importancia de
encontrar un tratamiento para estos, como el uso de scaffolds. Se exploraran los requerimientos
bioldgicos y estructurales para que un scaffold sea capaz de realizar una regeneracion dsea.
Por ultimo, en este capitulo se discuten los distintos materiales y técnicas que pueden ser
usadas para fabricar scaffolds.

Los materiales y la metodologia son expuestos en el tercer capitulo donde se explica en
detalle los procedimientos experimentales llevados a cabo para la sintesis de PC, nHA-PC y
scaffolds compuestos de PEG-nHA-PC y las técnicas de caracterizacion de todos los mate-
riales desarrollados. Los resultados son presentados y discutidos en el cuarto capitulo. En el
quinto capitulo se concluyen los resultados encontrados, por ultimo, en el sexto capitulo se
realizan las recomendaciones a tener en cuenta y se proponen trabajos futuros que se puedan
llegar a realizar con base en los resultados obtenidos.



Capitulo 2

ESTADO DEL ARTE

En este capitulo se aborda la arquitectura, composicién y propiedades mecanicas del tejido
6seo, asi como la definicién y mayores desafios que presentan los defectos éseos. Posterior-
mente, se muestran las caracteristicas de los scaffolds para la regeneracion Osea.

2.1 Tejido 6seo

El tejido 6seo es una estructura jerarquica que soporta el movimiento del cuerpo y su
locomocién [34]. Gracias a su organizacién multiescala, el hueso también estd adaptado para
soportar cargas repetitivas y evitar fallas por fatiga [1]. El esqueleto humano contiene mas
de 200 huesos los cuales se clasifican en 4 distintos grupos segin su forma. Los huesos largos,
los cuales se encuentran en las extremidades y son los encargados de producir los principales
movimientos en el cuerpo. Los cortos localizados en la muneca y son casi iguales de ancho que
de largo. Los planos que se encuentran la mayoria en en craneo y aquellos que no correspon-
den a ninguna otra de las tres categorias se clasifican como irregulares [4], [6]. Los huesos son
responsables por la producciéon de eritrocitos, y el almacenamiento de minerales y factores
de crecimiento, el almacenamiento de iones de fosfato y calcio para mantener el equilibrio
hidroelectrolitico en el tejido tisular y sangre. El tejido 6seo también sirve de amortiguador
en la sangre ya que libera o absorbe sales alcalinas de fosfato y carbonato cuando hay cambios
excesivos de pH [4], [34].

2.1.1. Arquitectura del tejido 6seo

Dependiendo de su arquitectura el hueso se puede clasificar en dos tipos: Trabecular (o
esponjoso) y cortical (o compacto) [5], [6]. El hueso cortical corresponde al 80 % de la masa
total del tejido 6seo, y cuenta con una estructura densa que se encuentra como una cubierta
externa del hueso como se puede observar en la figura 2.1. Esta cubierta encierra la cavidad
medular la cual contiene la médula ésea que se divide en dos tipos, la médula ésea roja (tejido
mieloide) que es un tejido hemopoyético encargado de producir sangre y la médula 6sea ama-
rilla que es médula ésea roja transformado en grasa y que carece de la habilidad de producir
sangre [4]. Por otro lado, el hueso trabecular cuenta con una alta porosidad de un 50 % - 90 %
de su volumen total, lo que le confiere una mayor drea de contacto para la médula espinal
roja, los vasos sanguineos, y los tejidos conectivos que estan en contacto con el hueso, estas
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caracteristicas facilitan el rol del hueso en la hematopoyesis y la homeostasis mineral [6].
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Figura 2.1: Anatomia macroscépica de un hueso largo [6].

2.1.2.

El hueso estd compuesto de aproximadamente 65 % de mineral, principalmente HA [1].
Su componente orgénico corresponde a 30 % de su composicién, que en su mayoria son fibras
de coldgeno tipo I y el porcentaje restante del hueso es agua [35]. Existe un intercambio de
agua en razén 1:1 con el mineral, lo que hace que cuando el hueso pasa por un proceso de
mineralizacién el contenido del agua disminuye y viceversa [1].

Composicion

El hueso es una estructura jerarquica que varia desde el nivel macroscépico hasta la escala
nanométrica [6] como se puede observar en la figura 2.2 y es descrita en mayor detalle en
la tabla 2.1. En esta estructura el colageno fibrilar y componentes minerales como HA con-
forman en menor nivel a una escala nanométrica, seguido a esto en un rango de 1 mm a 1
pm se encuentran las laminas y los dsteones que son cilindros de matrices mineralizadas. Por
ultimo, en la escala macroscdpica se encuentra el hueso trabecular y cortical. Conocer todas
las escalas del hueso es de vital importancia puesto que las propiedades mecédnicas varian

dependiendo la escala en la que se trabaje [36].

Tabla 2.1: Distintos niveles jerdrquicos del hueso [36].

Nivel jerarquico

Componentes principales

Macroesctructura Hueso cortical y trabecular

Microestructura Osteones y trabéculas individuales
Submicroestructura Laminas

Nanoestructura Colageno fibrilar y componentes minerales como HA
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Figura 2.2: Anatomia en las distintas escalas de un hueso largo[6].

2.1.3. Propiedades mecanicas

En términos mecédnicos, el hueso es un componente compuesto con varias fases sélidas
y liquidas [37]. Su componente inorgénico le confiere flexibilidad y resiliencia mientras que
su componente organico le da gran resistencia a la traccién en sentido longitudinal gracias
a unién mediante enlaces cruzados de una triple hélice de cadenas que forman las fibras de
coldgeno [36], [37]. El hueso es un material anisotrépico porque sus propiedades mecénicas
difieren dependiendo la direccién en la que se aplique la fuerza [37]. También es un material
viscoelastico donde dependiendo el tiempo y la frecuencia en la que se aplique la carga se van
a tener distintas respuestas mecénicas. Para el caso del hueso, este muestra mayor resistencia
a cargas aplicadas con alta velocidad de deformacién [37], [38].

Para comprender en mayor medida las propiedades mecanicas del hueso, este se puede
exponer a pruebas de tensién, compresion, flexion y torsion. La pruebas de tensién o compre-
sién son las mas importantes puesto proveen informacién del cambio de las dimensiones de
un material cuando se le aplica una fuerza perpendicular al area de interés[38]. Al hacer esta
prueba se obtiene informacién como el médulo de young asociado a la rigidez o flexibilidad del
hueso. También se obtiene el valor de resilencia el cual da informacion sobre cuanta energia
puede absorber el hueso antes de sufrir una deformacién permanente. De igual manera, con
estas pruebas se puede determinar la zona elastica para comprender cuales esfuerzos puede
soportar el hueso con deformacién reversible, y la zona plastica que permite cuantificar la
deformacién que se va a obtener antes de una rotura [35]. En la tabla 2.2 se muestran los
valores de resistencia y modulo elastico para el hueso cortical humano, donde las variaciones
en los valores se deben a la regién de procedencia y la edad de la muestra [36]. Las densidades
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son 1.88 g/cm? y 0,48 g/cm? para el hueso cortical y trabecular respectivamente[36], [39].

Tabla 2.2: Valores de resistencia maxima y médulo elastico del hueso cortical humano para
los distintos tipos de ensayos mecénicos [36].

Ensayo Resistencia (MPa) Modédulo de Young (GPa)
Compresién 167 - 213 14,7 - 34,3

Tension 107 - 170 11,4 - 29,2

Flexion 103 - 238 9,8 - 15,7

Torsion 65 - 71 3,1-3,7

A la hora de desarrollar un scaffold se requiere que sus propiedades mecénicas sean lo
mas parecidas a las del hueso para que pueda soportar la carga y se integre de mejor manera.
Si un scaffold presenta un modulo de elasticidad significativamente inferior al del hueso, el
implante puede fallar al no soportar la carga, pero si el modulo de elasticidad del implante es
altamente superior puede causar blindaje por estrés en el hueso.

2.2 Defectos 6seos

Cuando hay una falta de tejido en un area donde normalmente deberia haber hueso, se
considera como defecto 6seo y las causas méas comunes de estos son grandes traumas o in-
fecciones posteriores [11]. El tejido dseo es capaz de regenerarse ya que cuenta con células
madre mesenquimales las cuales establecen una base de cartilago para que sea mineralizado
durante la mineralizacion endocondrial [8]. También cuenta con células déseas (osteoblastos,
oteoclastos y osteocitos), que son células progenitoras de hueso [9]. El proceso de remodelacién
6sea ocurre durante toda la vida de la persona y es capaz de reparar microfracturas. Esto se
da por una accién conjunta de los osteoblastos y osteoclastos donde dependiendo de senales
mecanicas, endocrinas o fisiolégicas que el hueso reciba se va a aumentar (por accién de los
osteoblastos) o disminuir (por accién de los osteoclastos) la densidad 6sea. Si este proceso no
ocurre en sincronia y uno de los dos desplaza al otro u ocurren demasiado réapido esto puede
llegar a patologias como osteoporosis [4].

Cuando este proceso se ve comprometido el hueso pierde su integridad y en consecuencia
sus propiedades mecénicas [9]. Adicionalmente, cuando el defecto es muy grande la capaci-
dad de regeneracién del hueso es insuficiente e incluso no se realiza después de intervenciones
quirirgicas[40]. Estos defectos se definen como criticos y son demasiado grandes para sanar
espontdneamente o por medio de un injerto estindar de hueso esponjoso [41].

El tratamiento para defectos 6seos méas usado actualmente es por medio de injertos dseos
[9]. Los injertos mas utilizados son los autoinjertos, los cuales consisten en extraer tejido de
una parte sana del paciente que no esté expuesta a una carga mecanica muy alta, buscando
asi una mejor respuesta inmunolédgica. Sin embargo, este tipo de tratamiento necesita de un
segundo sitio de morbilidad y su disponibilidad es muy limitada por lo que se dificulta tratar
defectos de gran tamano con este tipo de injertos [16], [42]. Por esta misma razén se hace
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uso de aloinjertos y xenoinjertos que son transplantes provenientes de un donador donde se
tiene una mayor disponibilidad, pero esto conlleva a problemas de inmunocompatibilidad y
transporte de enfermedades del donante [17], [42]. Adicionalmente es importante mencionar
que debido a la cantidad de personas con esta patologia la demanda de injertos sigue siendo
superior a los disponibles.

Por las razones previamente expuestas, desde la ingenieria de tejidos se ha propuesto el
desarrollo de scaffolds con el proposito de suplir la demanda de injertos y favorecer la rege-
neracién del tejido 6seo en situaciones donde las intervenciones quirirgicas actuales no son
suficientes o no logran la rehabilitacién del hueso.

2.3 Scaffolds para regeneracion 6sea

En la ingenieria de tejidos 6seos se busca superar las limitaciones que los implantes comu-
nes suelen tener tales como la escasez de donantes, insuficiencia de suministros de injertos,
transmision de patologias y rechazo inmunolégico del implante [43].

A la hora de disenar scaffolds se tiene que tener en cuenta que estos deben de cumplir
ciertos requisitos. En primer lugar, los scaffolds deben de estar compuestos por un biomate-
rial, que se define como una matriz temporal que provee la arquitectura y el entorno para que
el hueso pueda crecer [21]. El biomaterial debe ser capaz de ayudar a la adhesién, migracién
y proliferacién celular, de manera que debe contar con una microestructura porosa con una
alta interconectividad de los poros que permita un buen intercambio de nutrientes en el scaf-
fold [8]. Teniendo en cuenta la anatomia del hueso y que las propiedades mecénicas varian
dependiendo de la escala, se tiene que un scaffold para la regeneracion del tejido éseo debe
tener una macroporosidad y microporosidad con tamano de poro mayor a 20 ym y menor a
100 pm respectivamente [22]. Esto se hace con el propésito de imitar la arquitectura del hueso
para que este sea capaz de soportar las cargar mecanicas sin causar blindaje de estrés o sufrir
una falla. Por esta misma razén se ha estudiado la inclusién de nanocompuestos ya que estos
tienen buenas propiedades mecénicas y una buena integracién con su entorno y pueden si-
mular las dimensiones de alguno de los componentes del hueso como las fibras de coldgeno [44].

En segundo lugar estan los requerimientos biolégicos donde se busca la mayor integracion
posible del scaffold con el tejido 6seo. Esto se logra disenando biomateriales que sean bio-
compatibles, y biodegradables teniendo en cuenta que sus productos de degradacién tampoco
pueden ser téxicos [8], [21]. En algunos casos, el usé de células juega un papel importante en
el aspecto biologico del scaffold porque se necesita que estas sean osteoprogenitoras y ayuden
al crecimiento del hueso. Las células madre mesequimales son usadas porque son de ficil ob-
tencién y cultivo, ademas son multipotentes y tienen baja inmunogenicidad lo que les permite
diferenciarse en hueso o cartilago [8], [45]. También se han usado células madre derivadas de
tejido adiposo ya que estas contienen células endoteliales, células musculares lisas y células
madres mesenquimales [46]. Por dltimo, un factor importante en la integraciéon biolégica del
scaffold con el tejido 6seo son las seniales, es decir, todas las biomoléculas que permiten a las
células del scaffold y del hueso facilitar la regeneracién de este mismo. Por lo general estas
biomoléculas son proteinas y factores de crecimiento como el factor de crecimiento transfor-
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mante 3, factor de crecimiento insulinico, factor de crecimiento de fibroblastos, la proteina
morfogénica désea, y el factor de crecimiento endotelial vascular [22]. Estos factores pueden fa-
cilitar la migracion de las células o inducir etapas de proliferacién. En la tabla 2.3 se resumen
las caracteristicas previamente mencionadas y se resaltan otros aspectos importantes en los
criterios de disefio de un scaffold.

Tabla 2.3: Requerimientos de disefio de un scaffold para tejido 6seo [8], [21]

Biocompatible

Biodegradable
Requerimientos biolégicos Bioabsorbible
No inmunogenico
No téxico (ni sus productos de degradacion)
Biomimético
Alta porosidad
Poros altamente interconectados
Arquitectura correcta a todos los niveles
Topografia de superficie
Propiedades mecéanicas similares a las del hueso

Requerimientos estructurales

2.3.1. Scaffolds poliméricos

Los polimeros son una buena opcién para su uso en scaffolds al ser biocompatibles y bio-
degradables, y ofrecer un gran control sobre sus propiedades mecédnicas, composicion y forma
[47]. Los polimeros naturales ofrecen una mejor integracién bioldgica que contribuye a la adhe-
sion celular, sin embargo, sus propiedades son mas dificiles de controlar debido a la presencia
de impuridades naturales lo que dificulta la tarea de controlar su tasa de degradacién y com-
posicién. Ademaés, su disponibilidad es limitada lo que los hace més costosos en comparacién
a los polimeros sintéticos [43]. Por el contrario, estos tltimos tienen la caracteristica que son
altamente reproducibles y sus propiedades mecanicas se pueden controlar facilmente porque
pueden ser sintetizados de manera que se obtiene mayor uniformidad y predictibilidad en su
estructura. Dentro de los polimeros sintéticos mas frecuentemente utilizados se encuentran el
acido poliglicélico (PGA), el acido polilactico (PLA), la policaprolactona (PCL) y el polieti-
lenglicol (PEG) [48], [49].

El PGA es un material termoplastico y cuenta con una alta cristalinidad lo que hace que
no sea soluble en compuestos organicos. Este material puede ser procesado por técnicas como
extrusion, inyeccion y modelado por compresion. Es un material utilizado en la ingenieria de
tejidos puesto que cuenta con una buena biodegradabilidad y sus productos de degradacién son
metabolitos naturales [48], [50]. E1 PLA tiene una alta resistencia a la traccién, elongacién y un
modulo de Young lo que hace que sea ideal para aplicaciones con carga. Este puede ser usado
para la fabricacién de scaffolds 3D por medio de las técnicas como fundicién por disolvente,
fundiciéon en gel, lixiviacién de particulas y electrohilado [48]. Los polimeros mencionados
anteriormente estédn limitados por su naturaliza hidrofébica, es por esto que el PEG es de
gran interés, ya que éste no presenta respuestas inmunogénicas ni toxicas y puede generar
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Figura 2.3: Distintas estructuras del PEG [49].

interacciones hidrofilicas. Sus posibles estructuras se pueden ver en la figura 2.3, y gracias
a éstas se favorecen los enlaces PEG-OH lo que atrae a las moléculas de calcico y fésforo
que a su vez mejora la osteointegraciéon [49], [51]. Este es un polimero que permite modificar
las propiedades mecédnicas y la tasa de degradaciéon de los biomateriales haciendo posible
el diseno de un scaffold que pueda igualar la tasa de regeneracién osea [52]. Los diferentes
grupos funcionales terminales del PEG facilitan la copolimerizacién lo que puede cambiar las
propiedades del polimero como cristalinidad, punto de fusién, y sus propiedades mecanicas
[53]. Es por esto que el PEG se ha utilizado para disenar materiales biomiméticos para permitir
la inmobilizaciéon de compuestos bioactivos, de manera que los polimeros sean capaces de unirse
a las proteinas en una reaccién instantdnea y de esta manera mejorar la capacidad del scaffold
de apoyar el crecimiento del tejido [53]. De igual manera, las propiedades mecanicas del PEG
se pueden controlar facilmente, donde cambios en el proceso de sintesis pueden hacer que se
mejore el médulo de Young y se obtenga una mayor resistencia a la tension, pero también
puede llegar a ocurrir que el material presente fragilidad, si tiene una alta cristalinidad al final
del proceso de sintesis [49].

2.3.2. Scaffolds ceramicos

Para la regeneracién de tejido 6seo, los scaffolds fabricados a base de ceramicos de fosfato
de calcio son ampliamente utilizados debido a sus propiedades de superficie que contribuyen a
la proliferacién y adhesién de osteoblastos [54]. Este tipo de materiales, es libre de proteinas
lo que le confiere una minima respuesta inmunolédgica, reaccién de cuerpo extrafio y toxicidad
sistémica al ser implantados [55]. El fosfato tricdlcico cumple con estas caracteristicas ya que
cuenta con buenas caracteristicas de osteoconduccién, osteointregracién y osteoinducién, lo
que le provee una excelente biocompatibilidad, sin embargo, presenta una limitaciéon en sus
propiedades mecénicas ya que tiene tenacidad baja y alta fragilidad [56]. Otros ceramicos co-
mo la HA, el fosfato de calcio amorfo, y el fosfato de calcio bifasico son cominmente utilizados
par aplicaciones de ingenieria de tejidos dseos [54], [57].

La HA es un material con propiedades de osteoconduccién y osteointegracién y al ser uno
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de los mayores componentes del hueso hacen que sea un material prometedor para el disefio
de scaffolds [23]. La HA puede ser obtenida de fuentes naturales como huesos de pescado o
cascaras de huevo, o de fuentes sintéticas al implementar métodos de sintesis como precipi-
tacion continua rapida, sintesis hidrotermal e hidrélisis [58]. Sin embargo, las limitaciones de
este material estan relacionadas con su alta fragilidad debido a su naturaleza ceramica [26].
Para intentar mejorar estas propiedades mecanicas la HA se ha trabajado a nivel nanomé-
trico donde se encontré que presenta mejores propiedades en términos de biocompatibilidad,
porque en estas escalas los compuestos presentan una mayor superficie de area que genera
un aumento en la adsorciéon de proteinas. También presentan una mejor osteoconductividad,
adhesion y proliferacion celular debido a que los scaffolds con estructuras nanométricas pro-
veen un soporte estructural a las células [24], [28], [59]. No obstante, en la escala nanométrica
la nHA sigue presentando alta fragilidad por lo que es necesario reforzar el material creando
un compuesto con propiedades mejoradas [24].

2.3.3. Materiales compuestos

Los materiales compuestos son disenados con el propésito de mejorar una o méas propieda-
des que los materiales de forma individual presentan [60]. Para el desarrallo de scaffolds para
regeneracién de tejido O6seo, se han sintetizado compuestos de polimeros y ceramicos con el
propésito de mejorar la estabilidad mecéanica del scaffold al mismo tiempo que se mejora la
integracién con el tejido 6seo [61]. Un ejemplo de esto es el trabajo reportado por Wei et al.,
quienes sintetizaron un scaffold a base de nHA y acido polilactico y se obtuvo una porosidad
de més de 90 % lo que permiti6 que el compuesto tuviera una capacidad mejorada de adsorcién
de proteinas al mismo tiempo que sus propiedades mecanicas mejoraban [62]. Una manera de
integrar la HA con el acido polilactico es creando un recubrimiento delgado de HA sobre el
scaffold polimérico, lo que mejoré la interaccion del scaffold con los osteoblastos [63].

Otros polimeros como el PLA han sido usados para la creacién de compuestos ceramico-
polimero, este polimero cuando se une con HA o con fosfato tricalcico presenta un comporta-
miento viscoelastico con un moédulo de tensién aumentado lo que le confiere la arquitectura
necesaria para aplicaciones en ingenieria de tejidos éseos [64]. Para obtener un mayor control
sobre la arquitectura, el PLA ha sido usado en un compuesto con nHA para sintetizar un scajf-
fold por medio de modelado por deposicién fundida, la cual es una tecnica de impresién 3D
que permite obtener mayor control en la geometria del scaffold. Al implementar estd técnica
se logré obtener mejores propiedades mecanicas junto con una biocompatiblidad y osteoge-
nicidad mejorada [65]. Una de las limitaciones de este tipo de tecnologias es la eficiencia de
costos y el tiempo de impresién necesario para obtener un scaffold [66], [67].

Una manera de controlar la porosidad a bajo costo es por medio de compuestos espacia-
dores. Kumar et al., desarrollaron un scaffold compuesto de nanoparticulas de HA con PEG
con el propésito de evaluar sus propiedades morfologicas y mecanicas. El scaffold se sintetizo
por el método hidrotermal y para controlar su porosidad se usoé la técnica de espaciadores. Se
encontré que los scaffolds presentaban un médulo elastico de 134.189 MPa y un esfuerzo de
compresion de 12.01 MPa. En la caracterizacion morfologica se pudo evidenciar la formacién
de poros y se concluyé que la topografia era la apropiada para que hubiera una buena degra-
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dacién y absorcion del injerto [51].

2.4 Puntos de carbono (PC)

Los puntos de carbono (PC) son nanoparticulas fluorescentes y biocompatibles de tamanos
hasta de 10 nm y baja citotoxicidad lo que les confiere excelentes propiedades para aplicacio-
nes en bioimagen [68]. Estas particulas usualmente estdn compuestas por grupos de carbono
sp? con un alto contenido de oxigeno, y exhiben una buena fotoluminiscencia en la regién
espectral en el UV-Vis [69], [70]. Los PC se pueden obtener por medio de enfoques top-down o
bottom-up. Los enfoques top-down consisten en obtener los PC a partir estructuras de carbono
mas grandes como lo son los polvos de carbono, nanotubos o nanofibras de carbono, columnas
de grafito, grafeno, entre otras. Para poder lograr esto se pueden utilizar técnicas como la
sintesis electroquimica, oxidacién quimica o sintesis solvotermal [69], [71]. Para el enfoque
bottom-up se obtienen los puntos de carbono a partir de precursores que bajo las condiciones
necesarias hacen una tranformacién en su estructura molecular. El método hidrotermal es
directo y eficiente para lograr esta transformacion a través de reacciones de carbonizacién y
polimerizacién. También se tiene la sintesis asistida por microondas que cuenta con una ve-
locidad de reaccién mayor y a su vez aumenta la calidad del producto. Por tltimo, se pueden
obtener puntos de carbono por medio de la carbonizacién de los precursores donde se calienta
pequenas moléculas organicas haciendo que se deshidraten [71].

Los PC han sido utilizados para reforzar un scaffold de nHA donde se encontré que no
solo mejoraba las propiedades mecanicas sino que también contribuia a mejorar la adhesion
de los osteoblastos, la diferenciacién osteogénica y la proliferacién celular [27], [51].

2.5 Revisién bibliografica: Espaciadores

Una manera de controlar la porosidad (localizacién y uniformidad de los poros) que se
obtiene al sintetizar un scaffold es con la técnica de espaciadores, donde compuestos son
anadidos al polvo predecesor del scaffold, luego este es compactado y los espaciadores son
removidos antes o durante el sinterizado dejando asi el espacio para los poros [32], [33].

Se desarrollé una revisién bibliografica con el propésito de desarrollar un protocolo para la
adiciéon de compuestos espaciadores en un scaffold compuesto de PEG y nanohidroxiapatita
embebida con puntos de carbono. La busqueda se realizé en las bases de datos de Google
Schoolar, Science Direct y Pubmed. Los criterios de inclusién fueron libros, articulos de in-
vestigacion, y articulos de revision en inglés y/o espanol. En el criterio de exclusién fueron
incluidos los articulos previos a 2013. Las ecuaciones de bisqueda implementadas se pueden
observar en la tabla 2.4.

En esta revisién se encontré que solo con el sinterizado de los scaffolds se puede obtener
una porosidad. El maximo porcentaje de porosidad obtenible es del 35 % y la porosidad resul-
tante depende tinicamente de las caracteristicas del polvo que se esté compactando, esto hace
que los espaciadores sean una manera econdémica de controlar en gran medida la porosidad
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Tabla 2.4: Ecuaciones de busqueda usadas para la revisiéon bibliografica.

NG
Ecuacién de biisqueda Base de datos imero de

resultados

« . . . . Science direct 183
Bone tissue Engineering Goosle Scholar 903
AND “space holder* Pgubmed i
“Bone® Science direct 733

AND “space holder* GO(;glllii(j;olar 2';110
“Bone tissue Engineering® Science direct 4T

« « Google Scholar 5.910
AND “porogen Pgubmed o1

[33]. Esta porosidad va a depender en gran medida del tamano de la particula espaciadora
seleccionada, la cantidad de esta misma con relacién al material del scaffold y la manera como
se mezcle [32]. Para determinar la fraccién de volumen de los espaciadores se puede utilizar la
ecuacion 2.1 donde P es la porosidad, Ve s el volumen de poro, V. es el volumen total del
scaffold, Vg, y Vgep son los volimenes de los compuestos espaciadores y el volumen total de
la preforma del scaffold respectivamente. Usando la ecuacion 2.2 se puede definir la porosidad
por medio de la masa m y la densidad p del polvo predecesor del scaffold, los subindices sh y
m en la ecuacion 2.2 corresponden a el espaciador y el polvo de la matriz respectivamente [72].

v, V.
P =2~ —VS’L (2.1)
sc scp
Msh
P = ™ (2.2)
Psh Pm

Los compuestos espaciadores también deben de cumplir con el requisito de ser biocompal-
tibles y no citotdxicos, ser quimicamente estables para que no interacciénen con los biomate-
riales del scaffold y deben de tener la capacidad de poder ser removidas de este mismo [73].

En 2015 Rupérez et al., desarrollaron un scaffold poroso a base de tantalo utilizando NaCl
como compuesto espaciador. En este estudio se evaluaron las propiedades de las estructuras
porosas de tantalo con una porosidad de 60 %, 70 % y 80 % y fuerzas de compactacién de 350 y
450 MPa. Se logr6 obtener un scaffold a base de tdntalo con 70 % de porosidad y un modulo de
elasticidad similar al del hueso trabecular [73]. En 2018 se usaron espaciadores de este mismo
material para sintetizar un scaffold con porosidad distribuida simétricamente en una matriz
de TiAlg, donde se encontré que la remocién de las particulas espaciadoras por el método de
lixiviacién en agua fue efectiva ya que se removieron todas y en la fase de sinterizacién no
habia residuos de estas. También se evidenci6 la formacion de poros en los rangos de 300-500
pm junto con una porosidad total de mas del 70 % en la totalidad del scaffold [74].

Los espaciadores de NaCl también se han utilizado en scaffolds que cuentan con HA. Sah-
mani et al., sintetizaron un scaffold con un nanocompuesto recubierto con HA y éxido de
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magnesio con una porosidad de 65 % - 70 % [75]. De igual manera, en 2021 se hizo un scaffold
con compuesto de HA y titanio con NaCl como compuesto espaciador. En este estudio se
combina la técnica de espaciadores con el modelado por inyeccién de polvo donde se consiguio
una porosidad de 37.03 % y las propiedades mécanicas medidas (modulo de Young, dureza y
modulo de ruptura) fueron similares a las del hueso trabecular [76].

La sacarosa es otro compuesto espaciador utilizado por su capacidad de diluirse en el
agua y ser biocompatible [32]. En 2013 se sintetiz6 un scaffold con titanio y sacarosa como
espaciador, el método de remocién de las particulas espaciadoras fue lixiviacién con agua. Se
logré obtener una porosidad de cerca a 72% con un didmetro de poro variando de 0.8 - 1.0
mm [77]. También se encontré que al trabajar con estos dos materiales se puede obtener una
alta interconetividad y se tiene gran control sobre el tamaifio de los poros [78].

Hay compuestos espaciadores como la urea y el bicarbonato de amonio que son de gran
interés porque poseen temperaturas de degradaciéon bajas lo que permite que estos solo nece-
siten de un tratamiento térmico para realizar su remocién del scaffold [72]. El bicarbonato de
amonio presenta una degradaciéon completa a 150°C donde se descompone en diéxido de car-
bono, amoniaco y agua [79]. Por esta razon, este compuesto ha sido utilizado en la fabricacién
de un scaffold de magnesio recubierto con PCL donde se obtuvo una fuerza de compresién y
resistencia a la degradaciéon mejorada al mismo tiempo que se lograba una porosidad unifor-
memente distribuida [80)].

Hay otros materiales que son cominmente usados como espaciadores para el disefio de
scaffolds, estos materiales y sus principales ventajas se encuentran en la tabla 2.5.

Tabla 2.5: Lista de compuestos espaciadores y sus principales ventajas [72].

Compuesto espaciador Principal ventaja

Bicarbonato de amonio Baja temperatura de descomposiciéon

Urea Muy alta solubilidad en agua

Sacarosa Alta solubilidad en agua, biocompatible
Cloruro de Sodio Alta solubilidad en agua, biocompatible
Magnesio Buenas propiedades mecéanicas, biocompatible
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Capitulo 3

METODOLOGIA

La realizacién de este proyecto se dividi6é en 5 etapas que se muestran en la figura 3.1. La
primera consiste en la sintesis de puntos de carbono seguida por la sintesis de nanoparticulas
de hidroxiapatita con puntos de carbono embebidos y la sintesis de scaffolds de PEG-nHA-PC
con cambios en su composiciéon donde se va a evaluar su densidad para escoger una compo-
sicion y proponer un protocolo para realizar la inclusién de compuestos espaciadores en la
composicion escogida.

_—————————————— Sintesis de compuestos de
Sintesis de PC 1 [_ Sintesis de nHA-PC 1 PEG-nHA-PC con cambios en la
composicion

Sintesis de scaffolds de
PEG-nHA-PC con introduccién de [ Evaluacion de |a densidad I
compuestos espaciadores

Figura 3.1: Diagrama de la metodologia.

3.1 Sintesis de puntos de carbono (PC)

Los PC se sintetizaron por reaccién asistida por microondas. Se utiliz6 acido citrico mono-
hidrato como precursor de carbono y N,N-dimetilformamida, y etanol absoluto como solventes.
Todos los reactivos fueron adquiridos de la empresa Sharlau, Espana. El diagrama del proceso
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se puede ver en la figura 3.2

Se dispersaron 0,5¢g de acido citrico en una soluciéon de N,N-dimetilformamida : etanol en
relacién de volumen 1:1 (volumen total de 6mL). La solucién resultante es homogeneizada
por sonicacién y posteriormente se hace reaccionar por microondas en un reactor Monowave
50 (Anton Paar, Austria), a 175°C, por 5 minutos en el modo AFAP (As fast as posible).

Una vez terminada la reaccion, la solucién es centrifugada a 10000 rpm durante 10 mi-
nutos y filtrada a 0,2 um (Minisart NY 25, PTFE). Para hacer la separacién de los PC se
empled el método modificado de columna de cromatografia reportado por Hinterberg et al.,
[81]. Se separ6 1,5 mL de solucién de PC en una columna de vidrio con longitud de 230 mm y
volumen total de 3 mL. La fase estacionaria de la columna corresponde a gel de silice con alto
grado de pureza, con un tamano de poro de 4 nm y un tamano de particula de 0.063-0.200 mm
(Sigma Aldrich, USA). Se implementé una solucién de etanol : agua (con relacion de volumen
1:1) como eluyente. La solucién resultante de PC altamente fluorescentes fue filtrada con un
filtro marca Sartorius con tamafio de poro de 0,2 um y secada en un horno concentrador de
vacio (CentriVap micro IR Vacuum Concentrator, Labconco) a 65°C en la opciéon IR/HEAT
(Infrarrojo/Calor).

-‘\ /\ f.
W 4
| | S
[ Mezclar\dreactivos ] [Reaccién por microondas] [ Centrifugacion ] [ Filtrado J
] N\
i
] l Filtrado ] l Separacion

Figura 3.2: Diagrama del proceso de sintesis de PC.

3.2 Sintesis de nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono (nHA-PC)

La sintesis de nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono se realizé por el mé-
todo de precipitacion continua rapida, basada en el procedimiento modificado al reportado
por Mercado et al., [82]. Los reactivos para la sintesis de nHA fueron dcido metafosférico
(Sigma-Aldrich, USA) e hidréxido de calcio (Emsure, Alemania). El diagrama del proceso se
puede ver en la figura 3.3.

Se prepara una solucién acuosa de PC a una concentracién de 2.5 7+ (volumen total: 30
mL). A esta solucién se le afiaden 2.22 g de dcido metafosférico, se homogeniza y se agita por

medio de agitacién magnética durante 2 horas. Se agregaron 2,5 g de hidréxido de calcio a 20
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mL de agua y se agité esta soluciéon durante 5 minutos a 85°C. Posteriormente se anadié gota
a gota la solucion de acido metafdsforico a la suspension de hidréxido de calcio y se agité la
solucion resultante durante 24 horas a temperatura ambiente.

El precipitado se separé al centrifugar la muestra a 4000 rpm por 10 minutos y se lavoé la
suspension 5 veces con agua destilada y 3 veces con etanol. Para el secado de la nHA se uso
un horno (UM100, Memmert, Paises Bajos), a 100°C durante 12 horas.

=T
Y E

[ Mezclar reactivos ] l Sintesis por goteo l l Centrifugacion y lavado ]

o

Polvo nHA-PC macerado_] I_ Muestra sin macerar _] l

Figura 3.3: Diagrama del proceso de sintesis de nHA-PC.

3.3 Sintesis de scaffold de PEG-nHA-PC en funcién de la composiciéon

El proceso de sintesis del scaffold estd basado en el procedimiento modificado de Kumar
et al. [51]. En este procedimiento se implement6 el método de mezcla directa. Los reactivos
utilizados fueron metanol (Sharlau, Sharlab, Barcelona, Espana), polietilenglicol (polvo M,
3.350, Sigma Aldrich, Alemania) y la nHA-PC cuya sintesis se describe en la seccién 3.2. El
diagrama del proceso se puede ver en la figura 3.4.

Se sintetizaron 3 distintas composiciones de scaffolds, donde se dispersaron distintas can-
tidades de nanohidroxiapatita en metanol y PEG en agua. Las cantidades y composiciones
usadas se encuentran en la tabla 3.1. Posteriormente, se anadié lentamente la soluciéon de
PEG en la soluciéon de nHA con metanol, y se agitd esta muestra de forma continua durante 4
horas. Luego de este tiempo cuando la mezcla quedé completamente homogenizada, se calentd
a 40°C durante 2 horas con el propésito de eliminar los excesos de metanol.

Por dltimo, la solucién fue centrifugada a 5000 rpm durante 1 minuto para eliminar el

sobrenadante restante. El precipitado obtenido se secé en un horno (UM100, Memmert, Pai-
ses Bajos) a 80°C durante 24 horas. Luego de este tiempo se dispuso la mezcla saturada
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Tabla 3.1: Cantidad de reactivos usados para las distintas composiciones de PEG-nHA-PC.

g]cérgpos;c;{o;_éé) g%rgldad denII';Z(:-tfl)\gs () Fuerza de compactacién (N)
80 20 2,00 0,50 1500
70 30 1,75 0,75 1745
60 40 1,50 1,00 2000, 3000, 4000

en un horno a 200°C durante 6 horas. El producto final en forma de polvo fue macerado y
compactado con una Maquina Universal Shimadzu AGS-X a distintas fuerzas dependiendo
de su composicion (Tabla 3.1). Esto se hace ya que los materiales poliméricos y cerdmicos
son compactados a distintas fuerzas debido a sus limitaciones mecéanicas, en consecuencia se
escogen distintos valores de compactacion dependiendo la cantidad de polimero o cerdmico en
cada composicion. Los valores usados se basan en los reportados previamente en compuestos
de este tipo [83], [84].

N
w LT e
l Mezclar reactivos ] I Sintesis por agitacion l l Centr-ifugacién ] [ Secado I

[ Scaffold resultante I l Compactacion ] Polvo seco

Figura 3.4: Diagrama del proceso de sintesis de scaffold de PEG-nHa-PC con variaciones en
la composicién.

3.3.1. Inclusién de compuesto espaciador: Cloruro de sodio

Con la informacién encontrada en la revisién bibliografica expuesta en la seccién 2.5, se
propone un protocolo para hacer la introduccién de cloruro de sodio (NaCl) como compuesto
espaciador del scaffold. Se escoge este compuesto por su alta solubilidad en agua y compatibi-
lidad. El porcentaje de volumen de porosidad tedrica se calcula con la ecuacién 3.1 reportada
previamente por E. Rupérez et. al, donde mesp ¥ pesp €s la masa y densidad del compuesto
espaciador respectivamente y Meom V Peom €S la masa y densiad del compuesto de PEG-nHA-
PC [73].

%wvol.Porosidad = Mesp/ Pesp * 100 % (3.1)
mesp/pesp + mesp/pesp
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Para obtener un volumen de porosidad de aproximadamente 40 %, se mezclé NaCl (70 %
p/p de PEG-nHA-PC) con el polvo seco y macerado de PEG-nHA-PC. Se agité continuamen-
te durante 2 minutos hasta que se obtuvo un polvo uniformemente distribuido. Este polvo
fue compactado a 4000 N en la Maquina Universal Shimadzu AGS-X. Primero se hizo un
tratamiento térmico a 200°C y luego se deposité el scaffold en agua a 60°C durante 4 horas
para remover completamente el espaciador. Por tltimo, se meti6é al horno a una temperatura
de 150°C durante 1 hora para el secado de la muestra.

La evaluacién de la cantidad de compuesto espaciador que es removido se hizo por medio
de la ecuacién 3.2 donde E, es el porcentaje de espaciador removido, m; es la masa de la
probeta antes del proceso de remocién, my es la masa de la probeta después del proceso y
Mesp €5 la masa de compuesto espaciador que inicialmente se agrega a la probeta.

%E, = " 100% (3.2)
Mesp

3.3.2. Inclusion de compuesto espaciador: Bicarbonato de amonio

El segundo compuesto espaciador implementado fue bicarbonato de amonio ya que este
presenta una baja temperatura de descomposicion, lo que implica que se puede prescindir del
proceso de inmersion necesario para remover el NaCl. Con el bicarbonato de amonio se puede
obtener un volumen de porosidad de aproximadamente 47 % usando la el mismo porcentaje
de peso a peso en el proceso descrito en la seccién 3.3.1.

Para sintetizar el scaffold con bicarbonato de amonio como compuesto espaciador se mez-
cl6 el bicarbonato de amonio (70 % p/p de PEG-nHA-PC) con el polvo seco y macerado
de PEG-nHA-PC. Se agit6 continuamente durante 2 minutos hasta que se obtuvo un polvo
uniformemente distribuido. Este polvo fue compactado a 4000 N en la Maquina Universal
Shimadzu AGS-X. Posteriormente, se deposité la muestra en el horno a una temperatura de
200°C durante 2 horas para hacer una remociéon completa del espaciador y obtener un scaffold
poroso. La evaluaciéon de la cantidad de compuesto espaciador que es removido se hizo por
medio de la ecuacién 3.2.

3.4 Pruebas de caracterizacion

Para caracterizar las propiedades épticas de los puntos de carbono, la nHA-PC y las distin-
tas composiciones de los scaffolds de PEG-nHA-PC se realizaron medidas de espectrofotome-
tria UV-Vis. De igual manera, para caracterizar los enlaces superficiales de estos compuestos
se realizaron medidas de espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR). Para
las pruebas de densidad y compactacion se caracterizaron los scaffolds por medio de pruebas
estandarizadas descritas en esta secciéon.
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3.4.1. Espectrofotometria UV-Vis

Para evaluar la absorcién de los PC, la nHA y la nHA-PC se empleé el espectrofotémetro
FLAMES-S-XR1-ES, junto con una fuente de luz de deuterio y ldmparas haldégenas, y el soft-
ware Ocean View ®. Se tomaron medidas en un rango de 200-500 nm, utilizando una celda de
cuarzo de lcm de paso éptico. Los datos obtenidos fueron procesados con los software Origin
Lab ® y Prism ®.

Las concentraciones de las soluciones usadas para evaluar los espectros de absorcién PC
fueron de 0.5 mg/mL a 5 mg/mL con un incremento de 0.5 mg/mL. Se tomé una solucién de
nHA y nHA-PC con concentraciones de 100 mg/mL y 120 mg/mL respectivamente, estas dos
muestras fueron filtradas a 0,2 gm (Minisart NY 25, PTFE) para evaluar los espectros. Para
evaluar la cantidad de PC embebidos en la nHA se procedi6 a hacer una curva de calibracion
calculado el area bajo la curva de las absorbancias presentadas en la figura 4.2. Con la regre-
sion lineal de la curva de calibracién se obtiene la ecuacién 3.3 donde z es la concentracion de
PC en una determinada solucién y y es el area de la curva de absorbancia que presenta dicha
solucién.

y = 18,49z + 29 (3.3)

Para evaluar la cantidad de PC que estan siendo embebidos en las muestras de nHA-PC
haciendo uso de la ecuacién 3.4 donde mpc es la masa total de puntos en la muestra que se
encuentra multiplicando la concentracion obtenida por medio de la curva de calibraciéon con
el volumen de la solucién inicial y m; es la masa total de la muestra.

mpc
my

%PC = 100 % (3.4)

3.4.2. Espectrofotometria de fluorescencia

Para evaluar la emision de los PC, la nHA y la nHA-PC se emple6 el espectrofotémetro
FLAMES-S-XR1-ES, en conjunto con una fuente de luz la cual consistia de un LED con lon-
gitud de onda de 365 nm. Se tomaron medidas en un rango de 200-800 nm, utilizando una
celda de cuarzo de 1cm de paso 6ptico. Los datos obtenidos fueron procesados con los software
Origin Lab ® y Prism ®.

Para evaluar la emisiéon de los PC se tomo una solucién de 10 mg/mL. Y para evaluar la
emision de la nHA-PC se realiz6 una solucién con concentracién 100 mg/mL filtrada a 0,2
pm (Minisart NY 25, PTFE).

3.4.3. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojos de las muestras de PC, nHA-PC y las distintas composiciones de
PEG-nHA-PC se midieron con el espectrometro FTIR Nicolet iS5 con un médulo de ATR, por
medio del software de adquisicion OMNIC ®. Los datos fueron adquiridos con una resoluciéon
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de 4 em™1

con 64 barridos. Los datos resultantes permiten identificar los enlaces covalentes
presentes en las muestras analizadas en un rango espectral de 4000 cm ™' a 400 cm~!. Los

datos obtenidos fueron procesados mediante el software OriginLab ®.

3.4.4. Pruebas de densidad

Se evaluo la densidad de todas las composiciones de las muestras compactadas de PEG-
nHA-PC implementando el método A del “Standard Test Methods for Density and Specific
Gravity (Relative Density) of Plastics by Displacement” designado por la norma D792-13.
Donde se usa una balanza analitica y un termémetro para realizar la medicién. El scaffold
compactado tiene que tener un volumen mayor a 1 em? y su superficie y bordes tienen que
estar lisos, también debe de contar un un espesor de al menos 1 mm por cada 1 g de peso.

Primero se midié la temperatura del agua y se pesé el scaffold en aire. Luego se hizo la
inmersién de la muestra en el agua a temperatura de 23°C £ 2°C con ayuda de un alambre
y se remueven las burbujas que estén pegadas al scaffold. Una vez sumergido se tomé el peso
de la muestra.

Para hallar la gravedad especifica (sp gr) de la muestra evaluada se emplea la ecuacién
3.5 donde a es la masa aparente de la muestra en el aire sin el alambre, b es la masa aparente
del espécimen totalmente inmerso y con el alambre parcialmente inmerso en el agua y w es
la masa aparente de alambre sumergido.

23° a
— (= — 3.5
spgr23 at+w-—2= (3.5)

Una vez se halla la gravedad especifica, se emplea la ecuacién 3.6 para hallar la densidad
de la muestra donde D es la densidad, t,, es la temperatura del agua.

kg 93°
D[cmi?’] = spgros * [997,5 + (ty — 23)] (3.6)
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se exponen y analizan los resultados obtenidos con la metodologia pre-
viamente explicada para la sintesis y caracterizacion de PC, nHA-PC, y el scaffold de PEG-
nHA-PC.

4.1 Puntos de carbono (PC)

Al realizar la sintesis de PC por el método de reaccién asistida por microondas el acido
citrico actiia como precursor de carbono, donde el reactor funciona como intermediario para
transferir la energia termal de la fuente externa a los solventes y en consecuencia a los reacti-
vos [85]. Este es un método de sintesis buttom up donde se saca provecho de la polaridad de los
solventes para obtener una reaccién con calentamiento homogéneo para que se de una rapida
reaccién de polimerizacién y carbonizacion haciendo de este un método directo y eficiente. Los
resultados de estd sintesis de pueden ver en la figura 4.1 donde se puede apreciar la fluorescen-
cia de los PC al irradiarse con una lampara-UV con longitud de onda de excitacién de 365 nm.

Figura 4.1: Puntos de carbono sintetizados a partir de acido citrico, N,N-dimetilformamida
y etanol bajo irradiacién de 365 nm. A) Puntos de carbono secos. B) Solucién de puntos de
carbono a una concentracién de 10 4.

24



Segun la literatura los PC presentan una banda de absorcion significativa en la regiéon UV
debido a la transicién de m — 7* de los carbonos arométicos sp? con enlaces C=C [69], [71],
[86]. Esto se puede comprobar en la figura 4.2 donde se muestran los espectros de absorcién de
las muestras de PC a varias concentraciones diluidas en agua : etanol (1:1) obtenidas con la
espectrofotometria UV-Vis. En la figura se observa como el la mayor absorbancia es obtenida
en en el rango de 220-230nm dependiendo de la concentracién. Este corrimiento en el pico de
cada curva se atribuye a la formacién de puentes de hidrégeno en la superficie de los PC con
las moléculas de agua y etanol que generan un cambio en los niveles de energia de los grupos
funcionales presentes [87].
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Figura 4.2: Espectros de absorcién de PC en funcién de la concentracién dispersos en solucién
de agua:etanol (1:1) excitados con fuente de luz de deuterio.

Para evaluar la fluorescencia de los PC sintetizados, estos fueron irradiados con un LED
con longitud de onda de 365 nm. En la figura 4.3 se puede observar una banda con maximo
en a 365 nm correspondiente a la luz de excitacion. Adicionalmente se detalla dos bandas de
emisién en el rango de 400 a 600 nm correspondiente a la fluoresencia exhibida por los PC en
la figura 4.1. Este efecto de fluorescencia se debe a los defectos en la superficie de los PC donde
hay presencia de dominios sp? imperfectos, los cuales crean trampas de energia que pueden
servir para capturar excitones[86]. También contribuyen los grupos funcionales presentes en la
superficie y la formacién de impuridades fluorescentes durante el proceso de sintesis [70]. Todo
esto aporta al proceso de luminiscencia que ocurre cuando los electrones realizan un salto de
banda al ser excitados con determinada longitud de onda, dejando asi espacios en la banda de
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valencia, lo que crea huecos que interactiian con los electrones en la superficie, ocasionando la
liberacion de fotones con una energia dependiente de la distancia entre las dos bandas [69], [70].
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Figura 4.3: Espectro de emisién de soluciéon de PC irradiada con un LED con longitud de
onda de 365 nm. Valores normalizados con respecto al maximo.

4.2 Nanohidroxiapatita con puntos de carbono embebidos (nHA-PC)

Después de implementar el proceso de sintesis expuesto en la seccion 3.2 se obtiene la nHA
y nHA-PC (figura 4.4). Para evaluar la cantidad de PC embebidos en la nHA se procedi6 a
construir una curva de calibraciéon por medio del proceso descrito en la seccién 3.4.1. La curva
de calibracién obtenida se puede ver en la figura 4.5.

Figura 4.4: Foto del producto de sintesis de nHA-PC. A) Muestra con luz natural. B) Muestra
excitada con una lampara con longitud de onda de 365nm.
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Figura 4.5: Curva de calibracién obtenida por medio del proceso descrito en la secciéon 3.4.1.

Una vez se obtiene la curva de calibracién, se adquirieron los espectros de absorciéon de
las muestras de nHA y nHA-PC. En la figura 4.6 se puede evidenciar la similitud entre los
espectros de nHA-PC y PC donde se aprecia la misma banda de absorcién en un rango de
200 a 260 nm que de nuevo confirma la presencia de enlaces C=C junto con la transicion de
m — 7* de los carbonos aromaticos sp? en las muestras de nHA-PC. Adicionalmente, estas
muestras presentan una segunda banda de absorbancia reducida con pico en 205 nm que se
puede deber al ambiente quimico proporcionado por la nHA. El drea de bajo la curva de la
muestra de nHA-PC fue de 43.68 U.Arb., valor que se reemplaza como y en la ecuacién 3.3,
al despejar = se obtiene que en la muestra usada hay una concentracién de 0, 794%.

Para cuantificar el porcentaje final de puntos de carbono en la muestra de nHA-PC se
tiene una solucion inicial de 25mL a 1204 de manera que se tiene una masa total de 3000
mg. Haciendo uso de la ecuacién 3.4 se determina que el porcentaje de puntos de carbono en
la muestra es de 0.66 % (ecuacién 4.1).

19,85mg
3000mg
Para determinar el porcentaje de perdida se compara la masa inicial de PC usada con la

masa calculada con la curva de calibraciéon. Al hacer esta comparacién se obtiene un dopaje
de PC de 25.3 % en la matriz de nHA, es decir, que se esta perdiendo un 74,6 % de los mismos.

%PC = £100% = 0,66 % (4.1)

Se midi6 el espectros de emision de una muestra de nHA-PC se puede ver en la figura 4.7
que fue irradiada con un LED con longitud de onda de 365 nm. Se puede observar una banda
con maximo en a 365 nm correspondiente a la luz de excitacién. También se pueden detallar
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Figura 4.6: Espectros de absorbancia, nHA-PC (rojo), PC (azul).

dos bandas de emisién en el rango de 400 a 600 nm similares a las obtenidas en la figura 4.3
pero de menor tamano. La similitud entre la espectrofotometria de fluorescencia de los PC
y la nHA-PC confirma que el efecto de fluorescencia que presenta la muestra de nHA-PC se
debe al proceso de dopaje con PC realizado.

De esta manera se pudo comprobar que el método de precipitaciéon rapida permite obtener
una cantidad significativa de nHA y a su vez permite incorporar en esta PC conservando sus
propiedades épticas.

4.3 Scaffolds de PEG-nHA-PC

Al finalizar el proceso de sintesis del compuesto de PEG-nHA-PC se obtiene un polvo
como se reporta en la figura 4.8. En en la tabla 4.1 se puede observar la cantidad promedio
de masa obtenida por sintesis para cada una de las composiciones. Posteriormente, los polvos
fueron compactados a distintas fuerzas dependiendo su composicién usando como referencia
valores de compactacion para compuestos poliméricos reportados previamente en la literatura

183], [84].

Después de hacer la compactacién se obtienen probetas de la figura 4.9 con dimensiones
de 1,27 ¢cm de didmetro y 1,1 cm de alto. Posteriormente se realizé la prueba de densidad
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Figura 4.7: Espectros de emision de nHA-PC, irradiada con un LED con longitud de onda de
365 nm. Curva normalizada con respecto al valor maximo.

donde la probeta con composicién de 80:20 se deshizo totalmente en el agua, la composicion
de 70:30 perdi6 méas de la mitad de la masa mientras que la de 60:40 fue la que presentd
mejores resultados ya que perdié menos de la mitad de la masa. Para hacer la prueba de
compactacion a distintas fuerzas se escogié la composicién que mejor presentara resultados.
Teniendo en cuenta el estado final de las probetas después de la prueba de densidad, y los
resultados esta misma que se encuentran en la tabla 4.2, se continué con el desarrollo de los
scaffolds manteniendo una composicion de 60:40 ya que se obtuvo una densidad de 0,541 - gl =,
valor que es similar a la densidad ésea del hueso trabecular.

La densidad del scaffold de 60:40 compactado a 2000 N es superior a la del hueso tra-
becular, se desea un valor superior al de esta densidad porque se espera que al introducir
compuestos espaciadores, haya un aumento en la porosidad y como consecuencia, una dismi-
nucion la densidad del scaffold. Con el propésito de aumentar la densidad de las muestras se
decidi6 variar la fuerza de compactacion usando los valores expuestos en la figura 4.11 y de
esta manera se logré obtener un scaffold con densidad de 0,619 ﬁ. Es importante destacar en
en la figura 4.11 la probeta con composicion 80:20 muestra un resultado de densidad superior
a las deméds pero este valor se descarta porque la prueba no da un resultado concluyente en
vista del estado final de la probeta después de la prueba.

En la segunda serie de pruebas de densidad las probetas presentaron menos perdida de
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Figura 4.8: Polvo macerado de PEG-nHA-PC.

Tabla 4.1: Fuerzas de compactacién y masas promedio obtenidas en cada sintesis de cada
composicién de PEG-nHA-PC.

Composicién® Masa promedio obtenida (g) Fuerza de compactacién (IN)

60:40 0,7 2000
70:30 0,5 1745
80:20 0,3 1500

?El primer valor de la columna izquierda corresponde a al porcentaje de PEG, mientras el segundo valor
la cantidad de nHA-PC.

masa como se puede comprobar en la figura 4.10 donde la probeta compactada a 2000 N sufrid
una falla y se quebré, la fuerza de compactacion de 3000 N permitié que la probeta quedara
en mejores condiciones, sin embargo, también sufrié una perdida de masa significativa en la
parte superior. Por otro lado, la probeta compactada a 4000 N presenté una menor perdida
de masa en los extremos. Teniendo en cuenta la densidad deseada, se decidi6é proceder con la
composicién de 60:40 compactada a 4000 N.

El primer compuesto espaciador propuesto es NaCl. Al implementar el protocolo propues-
to en la seccién 3.3.1, se obtuvieron dos probetas con diametro de 1,27 c¢m y alto de 0,75
em (figura 4.12), antes de hacer el proceso de remocién de los espaciadores. Al completar
el protocolo propuesto se encontraron problemas con la fase de remocién del compuesto es-
paciador ya que después de sumergir la probeta en agua, estd presenté una falla después
de un tiempo de estar sumergida. De manera que se realizdé una segunda prueba modifican-
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Figura 4.9: Probetas obtenidas después de compactar los polvos de PEG-nHA-PC.

Figura 4.10: Probetas con composicién 60-40 después del ensayo de densidad. A) Compactada
a 2000 N. B) Compactada a 3000 N. C) Compactada a 4000 N.
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Figura 4.11: Densidad obtenida en funcién de la fuerza de compactacién.
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Tabla 4.2: Gravedad especifica y densidades obtenidas para las distintas composiciones y
fuerzas de compactaciéon.

Composicién Fuerza de compactacién Gravedad Especifica Densidad [-%;]

80:20 1500 N _ -
70:30 1745 N 0,415 0,413
60:40 2000 N 0,545 0,541
60:40 2000 N 0,556 0,553
60:40 3000 N 0,601 0,598
60:40 4000 N 0,622 0,619

do el protocolo al hacer la inmersién por un menor tiempo para evitar el colapso de la probeta.

Figura 4.12: Probetas compactadas con compuestos espaciadores antes de realizar el proceso
de remocién. A) Espaciador: NaCl. B) Espaciador: Bicarbonato de amonio.

El segundo compuesto espaciador implementado fue bicarbonato de amonio. Al llevar aca-
bo el protocolo propuesto en la secciéon 3.3.2 se obtuvo una probeta con didmetro de 1,27 cm y
alto de 0,9 em (figura 4.12) antes de hacer la remocién de los compuestos espaciadores. Para
cuantificar la cantidad de compuesto espaciador removido se pesaron las probetas antes y
después del proceso de remocion (tabla 4.3), y se aplica la ecuacién 3.2. Se asume que toda la
masa perdida corresponde a los compuestos espaciadores, aunque se debe de tener en cuenta
que a pesar que la estabilidad térmica de la nHA-PC ha sido comprobada a 200°C en trabajos
anteriores, esta present6 una perdida de masa de aproximadamente el 6 % a esta temperatura
[30], lo que significa que en el proceso de remocién también se podria estar perdiendo masa
de PEG-nHA-PC.

Después del tratamiento térmico, los scaffolds con compuestos espaciadores de NaCl pre-

sentaron un %E, de 4.47 % para el caso de la muestra 1y 2.65 % para el caso de la muestra 2.
Debido al alto punto de fusién del NaCl se espera que la mayor parte del compuesto sea remo-
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Tabla 4.3: Masas obtenidas en el proceso de remocién del compuesto espaciador.

Compuesto Espaciador m;* (g) m1’ (g) ma° (g)
NaCl-1 1,5743 1,5476 -

NaCl-2 15541 15247 13544
Bicarbonato de amonio 1,5465 0,4560 -

“m; es la masa de la probeta después de la compactacion
m; es la masa de la probeta después de ponerla en el horno a 200°C
‘mgo es la masa de la probeta después de hacer sumergirla en agua y secarla

Figura 4.13: Scaffold poroso sintetizado por medio de la técnica de espaciadores, usando
bicarbonato de amonio como compuesto espaciador. A) Vista frontal del scaffold. B) Vista
superior del scaffold.

vido después de sumergir las muestras en agua y no en el tratamiento térmico. Sin embargo,
como se menciond anteriormente las probetas no soportaron el tiempo de 4 horas inicialmente
propuesto y al hacer la modificacién del protocolo con la muestra 2, solo se logré un %E,
de 17.99 %. Por otro lado, el scaffold con compuestos espaciadores de bicarbonato de amonio
logré un %E, del 100 % debido a que el bicarbonato de amonio presenta un punto de descom-
posicién entre los 150°C y 175°C [72]. La masa final de este scaffold es ligeramente menor a la
del polvo de PEG-nHA-PC inicialmente introducido por lo que se puede asumir que hay una
perdida de masa de solvente remanente en el proceso de remocién de los espaciadores, confir-
mado los resultados de estabilidad térmica del compuesto a 200°C reportada previamente [30].

Por 1ltimo, se hizo la evaluacion de la densidad del scaffold poroso sintetizado usando
bicarbonato de amonio como compuesto espaciador. Se obtuvo un valor de 0,504 % que es
menor comparado con el valor de densidad del scaffold compactado a la misma fuerza sin
compuestos espaciadores, confirmando de esta manera la correcta creacién de poros. Este va-
lor de densidad obtenido en el scaffold final es comparable con el de la densidad del hueso
trabecular (0,48 ﬁ) lo que confirma el potencial del compuesto de PEG-nHA-PC para tratar
los defectos déseos sin causar fallas debido a la diferencia de las densidades del implante y el
hueso. Con estos resultados se propone que la inclusién de compuestos espaciadores se haga
por medio del protocolo propuesto en la secciéon 3.3.2 para obtener probetas como la que se
observa en la figura 4.13. Teniendo en cuenta que la evaluacién que se hizo del %FE, solo tiene

en consideracion el peso de los compuestos del scaffold para obtener una mejor cuantificacién
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del porcentaje compuesto espaciador removido se propone una caracterizaciéon 6ptica como
una microscopia electrénica de barrido y una caracterizacién quimica como una espectrosco-
pia de energia dispersiva que me permita conocer la informaciéon de los elementos presentes
en la muestra.

4.4 Caracterizacion por FTIR

La caracterizacién por FTIR permite analizar la superficie de las muestras y determinar
los enlaces y estructuras de las moléculas presentes en la muestra. En la figura 4.14 se puede
apreciar el espectro FTIR de las muestras de PC, nHA, nHA-PC y PEG-nHA-PC. Debido a
la presencia de PO formado en la reaccion del hidréxido de calcio y el acido fosférico, todas las
muestras con nHA presentan una banda caracteristica en 1015 cm~!. En 553 cm ™! se puede
apreciar otra banda correspondiente a bandas caracteristicas de O-P-O de grupos fosfato lo
que representa una buena critalizacion de la nHA [88].

34'00 17'20 ‘!580 191 5 5?
‘ PEG-nHA-PC (60-40) | | § §
P i V
nHA-PC i
S | m
© u 1 ;
S » 1 1
© nHA
=
£
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Figura 4.14: Espectro FTIR de las diferentes muestras de PEG-nHA-PC, nHA-PC, nHA y
PC.

Para las muestra de puntos de carbono se puede apreciar una banda cerca a los 3400
em™ ! que corresponde a las vibraciones de los enlaces -OH. También se observa presencia
de bandas de 1800 em ™" a 1500 em ™! debido a los enlaces dobles presentes en los PC, més
especificamente, la banda en 1580 ¢m ™! representa los enlaces C=C y la banda presente en
1720 cm~! corresponde al estiramiento de los enlaces C=0 de los grupos carboxilos forma-
dos con moléculas resultantes de la descomposicién del acido citrico en el proceso de sintesis.
Debido al bajo contenido de PC en la muestra de nHA-PC en 1720 em ™! se puede apreciar
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una banda de baja intensidad en la muestra que correspondiente al enlace C=0 de los PC [89].

Con esta caracterizaciéon se puede confirmar la presencia de nHA y PC en las distintas
muestras, indicando que el procesos de sintesis de reacciéon de microondas, método de preci-
pitacion continua rapida y el método de mezcla directa mantienen la estrucutra multiescala

del scaffold PEG-nHA-PC. .
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

Con el objetivo de desarrollar un scaffold de PEG-nHa-PC con potencial para la regenera-
cion tejido Oseo, se logrod sintetizar puntos de carbono por el método asistido por microondas,
y por medio de la espectrofotometria se hizo una caracterizacion de sus propiedades épticas.
La espectrofotometria UV-Vis permitié comprobar que los PC tienen una banda de absorciéon
significativa en la region UV debido a las transiciones m — 7* de los carbones aromaticos,
y mediante la espectrofotometria de fluoresecencia se evidencié que los PC presentaban una
florescencia en el rango de 400 nm a 600 nm al ser excitados por una fuente de 365 nm de
longitud de onda. Estas propiedades se deben a los grupos funcionales presentes en los solven-
tes utilizados para su sintesis. También se realiz6 la sintesis de nanohidroxiapatita embebida
con puntos de carbono (nHA-PC) mediante el método de precipitacién continua rapida. Los
espectros de emisién de la nHA-PC confirmaron la presencia de puntos de carbono en la
muestra y los espectros de absorcién de puntos de carbono permitieron crear una curva de
calibracién para posteriormente cuantificar el porcentaje de dopaje de PC en el proceso de
sintesis de la nHA. se obtiene un dopaje de PC de 25.3% de PC en la matriz de nHA, y sus
propiedades Opticas se conservan ya que estos presentan fluorescencias similares.

Se desarrollaron scaffolds de PEG y nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono
(PEG-nHA-PC) con el método de mezcla directa variando la composicién PEG:nHA-PC. Los
scaffolds sintetizados presentaron una forma cilindrica con didmetro de 1,27 ¢m y alto de 1,1
cm. Al variar el porcentaje cerdmico:polimero se obtuvieron cambios en la densidad y en el
comportamiento del scaffold al sumergirlo en agua. La composicién de 60:40 fue la que mejor
se conservd después de la prueba de densidad, y fue la que mejor densidad presenté (0,541
::1%) de manera que se continué trabajando con esta composicién. Al experimentar distintas
fuerzas de compactacién se obtuvo mejores resultados con el scaffold compactado a 4000 N
ya que a esta fuerza el compuesto presenté una densidad superior con respecto a las otras

probetas y por ende se conservo mejor después de la prueba.

Después de realizar la revisién bibliografica sobre el uso de compuestos espaciadores, se
propusieron e implementaron 2 protocolos. Al ensayar el protocolo de implementacién de NaCl
en los compuestos, este tuvo que ser modificado para que las probetas lo pudieran soportar
sin colapsar, aun asi, se presenté un bajo porcentaje de remocién de espaciadores (17,99 %)
por lo que se descarta este protocolo. Cuando se implement6 el segundo protocolo para el uso
de bicarbonato de amonio como compuesto espaciador, no solo presenté una diferencia signi-
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ficativa en el porcentaje de remocion de los espaciadores al ser eliminados por completo, sino
que es un proceso que requiere de menos tiempo y procesos experimentales. La densidad de
este scaffold dio un resultado menor al obtenido en la probeta compactada a la misma fuerza
sin compuestos espaciadores, confirmando la creacién de poros. De esta manera se determind
que el protocolo propuesto para el uso de bicarbonato de amonio como compuesto espaciador
en la sintesis de scaffolds de PEG y nanohidroxiapatita embebida con puntos de carbono,
permitiendo el desarrollo de scaffolds porosos.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES Y
TRABAJOS FUTUROS

En este capitulo se exponen las recomendaciones y trabajos futuros del proyecto.

6.1 Recomendaciones

Se recomienda hacer las replicas de los ensayos de densidad como se hizo con el scaffold
compactado a 2000 N (figura 4.11), con el propédsito de reconfirmar los datos y lograr hacer
un analisis estadistico de los valores para obtener una mejor caracterizacién de la variacién de
la densidad del scaffold en funcién de la composicion y fuerza de compactaciéon. También es
importante hacer la evaluacién del porcentaje de remocién de espaciador, porosidad e interco-
nectividad de los poros por medio de un ensayo de desplazamiento volumétrico, o por medio
de una microscopia electrénica de barrido (SEM) que permita caracterizar 6ptimamente estas
propiedades.

6.2 Trabajos futuros

A corto plazo se plantea hacer un proceso de optimizacién para encontrar la mejor fuer-
za de compactacién donde se obtenga un scaffold con una densidad similar a la ésea y que
presente buenas propiedades fisicas. De igual manera, es de vital importancia determinar
las propiedades mecanicas del scaffold sintetizado con espaciadores por medio de ensayos de
compresién y tensién con el fin de determinar su viabilidad mecéanica en aplicaciones dseas.
También se plantea evaluar las propiedades mecanicas en scaffolds porosos sin puntos de car-
bono con el fin compararlas con las obtenidas en los que si cuentan con puntos de carbono
y de esta manera cuantificar en que medida los puntos de carbono mejoran las propiedades
mecanicas del scaffold.

A mediano plazo, se plantea evaluar la viabilidad bioldgica del scaffold poroso con ensayos
de citotoxicidad y migracién celular por medio de protocolos como MTT o azul tripan.

Finalmente, a largo plazo se espera disenar un protocolo para realizar la funcionalizacion
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del scaffold con factores de crecimiento o células madre que permitan mejorar la osteointe-
gracién y osteoinduccién del scaffold para regeneracion dsea.
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