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RESUMEN

El tejido 6seo tiene una gran capacidad regenerativa, que puede verse afectada o ser
insuficiente cuando existen grandes defectos por lesiones o patologias, lo que genera la
necesidad de encontrar un tratamiento. Los tratamientos actuales se basan en injertos para
los defectos Gseos, sin embargo, no logran satisfacer la demanda y pueden generar otros
problemas como la necesidad de un segundo sitio de morbilidad y el riesgo de contraer o
desarrollar infecciones. Para resolver estos problemas, en el afio 2021 y en continuacion al
2022, se desarrollaron scaffolds compuestos de polietilenglicol y nanohidroxiapatita
embebida en puntos de carbono con espaciador de Bicarbonato de Amonio y como parte
de un macroproyecto entre el semillero SYNERGIA de la Universidad del rosario (UR) y la
Escuela Colombiana de Ingenieria Julio Garavito (ECIJG), siendo sus principales
expositores Degiovanni. S, Molina M, Mancipe. P y Ballestas. J. Teniendo esto en cuenta,
se desea continuar y expandir en el desarrollo de este, por medio de llevar a cabo la
evaluacion de la resistencia a la tensién y la resistencia a la compresion en términos del
esfuerzo aparente en los scaffolds de PEG-nHA vy scaffolds de PEG-nHA-PC luego de la
remocién del espaciador Bicarbonato de Amonio.



1) INTRODUCCION

A nivel mundial, alrededor de 1710 millones de personas sufren de trastornos musculo
esqueléticos [16], los cuales limitan en gran medida la movilidad y destreza de las personas
afectadas. Adicionalmente, cada afio 200 millones personas a nivel mundial sufren de
osteoporosis convirtiéndolo en un problema de salud puablica [18], y cerca de 9 millones de
fracturas de hueso se dan por esta causa [19]. Para Colombia se evidenciaron 2,440 casos
por cada 100,000 habitantes [20]. Por otro lado, la Sociedad Americana Contra el Cancer,
estimo que se diagnosticaron 3600 nuevos casos de cancer de hueso durante el 2020,
donde el tratamiento primario era la cirugia de extraccion de tejido [22].

Las personas que sufren de estos trastornos presentan una menor calidad de vida, debido
a que se reduce su capacidad de participacion social y bienestar. Asimismo, los huesos con
grandes defectos 6seos, derivados de osteosarcoma 0 traumatismos severos, pueden
presentar fallas en su remodelacién, produciendo perdida permanente de masa y una
disminucion de la movilidad [21].

El tratamiento mas comun actualmente, es el uso de injertos 6seos [15]. Estos pueden ser
de tres distintas fuentes: Autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos. El primer método es el mas
usado y consiste en la extraccion de tejido de una parte sana del paciente a tratar [23]. Al
requerir un segundo sitio de morbilidad, pueden llegarse a presentar infecciones o molestias
en este sitio. Adicionalmente su capacidad se ve limitada e insuficiente, al aplicarse con
grandes defectos en el tejido [24].

Por otro lado, estan los trasplantes provenientes de otro donador, y se diferencian segun
su procedencia. Siendo los aloinjertos de la misma especie, y los xenoinjertos de otra
especie [25]. Los cuales pueden proveer una mayor cantidad de tejido, pero pueden
presentar problemas de compatibilidad o inmunidad, hasta la trasmisién de enfermedades
o infecciones del donante [24].

Debido a estas limitantes, se han propuestos varias soluciones; una de ellas es la creacion
de scaffolds, que consisten en matrices sintéticas, generalmente de ceramicos, metales o
polimeros para la reconstruccion de los tejidos, mediante las cuales es posible la
proliferacion de las células provenientes de paciente a tratar [26]. Se necesita que sus
propiedades mecéanicas, como la resistencia a la compresion y la resistencia a la tension,
sean lo mas similares posibles a las del hueso y se complementen con el uso de células
(osteoblastos, osteoclastos y osteocitos), factores de crecimiento, diferenciacion
(osteoinductor), farmacos y otros componentes [14]. También puede promover el
crecimiento e integracion del hueso (osteoconductor y osteointegrador) [27].

Ademas de contar con las propiedades mecanicas necesarias, es importante que el scaffold
cuente con una buena porosidad. Dado que, en la literatura, el tamafio de poro es
importante para la integracion del implante con el tejido, los poros interconectados entre 50
y 150 um permiten la penetracion 6sea [64]., y entre 150 y 500 um [65] la osteoconduccion.
Una manera de cumplir con este requisito es el uso de espaciadores, los cuales son
particulas, que usadas en el proceso de fabricacion del scaffold que se remueven antes o
durante el sinterizado [49], dejando asi espacio para los poros. Con esta técnica se puede
controlar la localizacion y la uniformidad de los poros a un bajo costo [50][51][52].



En la actualidad, uno de los espaciadores que generan mejores resultados cuando trabaja
en conjunto con la hidroxiapatita es el Bicarbonato de Amonio [4][45], el cual, comparado
con otros espaciadores, presento una diferencia significativa en el porcentaje de remocion
de los espaciadores, y dado que requiere una menor cantidad de procesos experimentales
de igual forma requiere de un menor tiempo de preparacion [45].

Gracias a estos requerimientos, surge la necesidad de evaluar las propiedades mecénicas

de resistencia a la compresion y resistencia a la tensién en scaffolds, para identificar cuales
corresponden a un comportamiento similar al tejido 6seo.
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2) PROYECTO RELACIONADO

En el afio 2021, Molina. M como trabajo de grado determino protocolos para la creacién de
scaffolds de Polietilenglicol (PEG) con nanohidroxiapatita(nHA) embebida en puntos de
carbono (PC) [2], basandose en el proyecto propuesto por S. Degiovanni Morales sobre
sintesis de nanohidroxiapatita embebida a diferentes concentraciones de PC (5,10,20 y
40mg/mL)[1] agregando el método de mezcla directa para sintesis de scaffolds a base de
PEG modificado por Kumar [46]. Con una composicion 20% PEG y 80% nanohidroxiapatita
embebida a diferentes concentraciones de PC, evalud la distribucion uniforme de las
particulas mediante Microscopia electronica de barrido (SEM), las propiedades mecéanicas
mediante pruebas de pruebas de compactacion, usando una maquina Universal Shimadzu
AGS-X con un molde para compresion [47]. Y pruebas de densidad usando el “Standard
Test Methods for Density and Specific Gravity (Relative Density) of Plastics by
Displacement” designado por la norma ASTM -D792-13. C, la cual permite calcular la
densidad del agua segun la temperatura usada [2]. Los resultados de Molina. M,
determinaron nHA homogéneas y con tamafios similares a los cristales de nHA presentes
en el hueso natural (50nm), aumentando la similitud con el tejido huésped [48]. Los
resultados de compresion indican valores parecidos a la resistencia de compresion del
hueso trabecular o esponjoso segun la presion usada, y las densidades indican la ausencia
de poros, por lo que recomienda hacer uso de espaciadores para futuros proyectos [2].

Por lo cual, en el afio 2022, como trabajo de grado y continuacién del macroproyecto,
Mancipe. P realizo pruebas de citotoxicidad de evaluacion de la viabilidad celular de las
lineas celulares 3T3 y VERO con los ensayos de MTT y Azul Tripan a diferentes
composiciones de scaffolds de PEG y nHA (80-20 %,70-30 % y 60— 40 % de composicion,
manteniendo siempre el de mayor porcentaje al PEG y el de menor la nHA) con y sin PC.
Donde determino, que el scaffold que presento mayor viabilidad celular en ambas lineas
fue el scaffold de composicion 60% PEG y 40% nanohidroxiapatita embebida en PC.
Recomendando para siguientes proyectos el uso de esta composicion con esas
proporciones [2].

Para determinar qué tipo de espaciador se debe usar en la sintesis de los scaffolds de este
macroproyecto, en el afio 2022 Ballestas. J en la realizacién de su trabajo de grado [4],
realizo una revision bibliografica, donde determino que los dos mejores espaciadores
usados con la hidroxiapatita presentados en la literatura hasta esa fecha y que presentan
una alta solubilidad en agua [53] [54] y una porosidad uniforme [55],[56]; corresponden al
cloruro de sodio (NaCl) y al bicarbonato de amonio. El primero requiere un proceso de
inmersion para remover el espaciador [55]. Mientras que el bicarbonato de amonio presenta
no requiere de una inmersion, [54], [58].

Por lo que Ballestas. J desarrollo dos protocolos para la incorporacion de los espaciadores

en los scaffolds definidos en el macroproyecto, el primero con el uso de espaciador NaCl y
el segundo con bicarbonato de amonio. Sus resultados determinaron un 17.99% de
remocion para el espaciador de NaCl y un 100% de remocion para el espaciador de
bicarbonato de amonio [4], y que requiere una menor cantidad de procesos experimentales
y un menor tiempo de preparacion respecto al NaCl [45]. Estableciendo de esta forma el
uso de espaciador de bicarbonato de amonio en la sintesis de los scaffolds para los
siguientes proyectos [4].
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3) OBJETIVOS

Para este trabajo de grado se plantean los siguientes objetivos, basandose en el contexto
anteriormente presentado. Generando asi la posibilidad de preguntarse ¢(Como se
comportan las propiedades mecanicas en los scaffolds propuestos de nano hidroxiapatita y
PEG y bicarbonato de amonio, pero cambiando la inclusion de con o sin PC, Para identificar
cbémo se ven afectados por el uso de puntos de carbono?

3.1. General

Evaluar el impacto de variar la inclusion o no de los PC en las propiedades
mecanicas de un scaffold de PEG y nano hidroxiapatita con puntos de carbono
embebidos y con espaciador bicarbonato de amonio.

3.2. Especificos

Objetivos especificos del proyecto.

a) Sintetizar los diferentes scaffolds segun el protocolo establecido en el
macroproyecto, variando si se incluyen PC o si no se incluyen PC en la
composicion de estos.

b) Realizar y evaluar pruebas mecéanicas de tension/ compresion a los scaffolds
sintetizados, para la medicién de resistencia a la tension y resistencia a la
compresion.

12



4.1.

4) ESTADO DEL ARTE

ESTRUCTURA DEL TEJIDO OSEO

Los huesos son estructuras rigidas cuyas funciones principales implican el soporte
de carga mecanica y proteccion, homeostasis mineral y hematopoyesis [1].
Adicionalmente, el hueso debe encontrar un equilibrio entre ser una estructura rigida
gue se resiste a la deformacién, y al mismo tiempo flexible para permitir la movilidad

[6].

La composicion del hueso es un alrededor del 65% mineral, el otro 20-25 % restante
es de componente organica, principalmente colageno tipo | [5]. Es de esta forma
gue el hueso se compone principalmente de dos tipos diferentes de estructura:

El hueso trabecular, localizado en el interior del tejido éseo, compuesto de una
estructura esponjosa, disefiado para distribuir la fuerza en el hueso con el menor
peso posible [7]. Por otro lado, el hueso compacto, localizado en la parte exterior,
diseflado para ser resistente a los movimientos de torsion, flexion y fuerza
compresiva [8].

Tabla 4.1-1: Promedio de los valores en la poblacion mundial sana entre la nifiez y la adultez sobre las
propiedades mecanicas longitudinales de hueso cortical y esponjoso [9], [12].

Resistencia | Resistencia | Modulo de | Porcentaje
Material a I.ar ala 3 ‘I"nu.nrg de 3 Derj.sidaad
tensién |compresién| tensién | elongacion| ( g/cm”)
(MPa) (MPa) (MPa) (%)
H
UeSe 1 107-170 | 156212 | 11,4202 13 1,38
cortical
H
ueso 1-20 1,5-9,4 0,2-5 1-5 0,48
esponjoso

Para identificar el comportamiento general del hueso en la poblacién sana entre la
nifez y la adultez, en la tabla 4.1-1 se recopilan las diferentes pruebas mecéanicas
gue evallan las estructuras del tejido 6seo. Donde se establece, a partir de sus
propiedades, que el hueso cortical es un material con una gran rigidez, durezay una
alta resistencia al soportar cargas. En contraste, el hueso esponjoso, posee menor
resistencia a la traccién y a la compresion debido a la orientacién de las fibras de
coladgeno [9], [10]. Por tanto, es necesario que los materiales que interactien con el
tejido 6seo no interfieran en las propiedades mecanicas de este [11].

Si se desea asegurar, de forma constante las caracteristicas mecanicas del tejido,
es necesario mantener periddicamente una remodelacion del tejido [13], la cual es
posible gracias a las células 6seas (osteoblastos, osteoclastos y osteocitos) y a las
células madre mesenquimales, brindandole al tejido una capacidad regenerativa
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

[14]. Sin embargo, en ocasiones se puede llegar a comprometer esté proceso,
debido a una necrosis vascular u osteoporosis, induciendo a la perdida de
propiedades mecénicas e integridad [15].

PROBLEMATICA

Estas pérdidas de propiedades mecdanicas estan asociadas a defectos 6seos, los
cuales se definen como la falta de tejido 6seo, en un area donde normalmente
deberia de haber hueso y son ocasionados cominmente por grandes traumas,
infecciones o enfermedades como osteoporosis, osteopenia, fracturas y otras
patologias que afectan al hueso [17]. Asimismo, estos trastornos pueden derivarse
de osteosarcoma o traumatismos severos, provocando fallas en su remodelacion
[21].

ALTERNATIVAS

Los materiales usados en la sintesis de scaffolds estan basados en: metales, que
cuentan con buenas propiedades mecanicas, pero pueden reducir la densidad 6sea
en el sitio del implante y en algunos casos es necesario remover el implante por
medio de una cirugia [28], [29]; polimeros (naturales o sintéticas), cuyas
propiedades mecanicas son bajas y dificiles de controlar [30], sin embargo, pueden
ser bioactivos y biodegradables [31]; ceramicos bioactivos, buenos
osteoconductores y osteoinductores, aunque, dificiles de controlar y manipular [28].
Y compuestos, dos 0 mas materiales combinados para mejorar sus caracteristicas
[30] [31].

HIDROXIAPATITA

Uno de los materiales mas usados en la actualidad es la cerdmica hidroxiapatita
[32], [33], [34], [35], [36]. Un mineral que constituye el 50 % del peso del tejido 6seo
y cuenta con propiedades de osteoconduccién y osteointegracion [37]. Destacando
su uso a nivel nanométrico, debido a que ha presentado ventajas en términos de
biocompatibilidad, osteoconduccién, deposiciébn de calcio en sus superficies y
proliferacion celular [38]. [40], ademas de mejorar la citocompatibilidad y formacion
de hueso, gracias a su relacion superficie/volumen, que aumenta la tasa de
reabsorcion [41].

PUNTOS DE CARBONO

Una manera de complementar la hidroxiapatita a escala nanométrica
(nanohidroxiapatita) y al mismo tiempo mejorar las propiedades mecanicas es por
medio de puntos de carbono (Pc), los cuales son nanoparticulas basadas en
carbono que poseen propiedades Opticas como la absorcién y emision de luz por
fluorescencia en el espectro UV-VIS [42]. El uso de estas particulas no solo ayuda
a mejorar las propiedades mecanicas como la resistencia a la tension y a la
compresion, también se estima que puede mejorar la adhesién de osteoblastos, la
diferenciacién osteogénica y la proliferacion celular [42]. No obstante, a pesar de
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4.6.

4.7.

4.8.

estas mejoras, la nanohidroxiapatita embebida de puntos de carbono (hnHA-PC) aln
puede aumentar los valores de resistencia a la tensién y resistencia a la compresion.
Por lo que se han hecho compuestos de hidroxiapatita con una matriz polimérica
para mejorar las propiedades mecanicas y biolégicas [28], [38], [43].

POLIETILENGLICOL

El polietilenglicol (PEG) es un poli éter no degradable, que presenta una excelente
biocompatibilidad y alta hidrofilicidad en su superficie, favoreciendo la absorcion de
proteinas y la adhesion celular. Siendo apto para aplicaciones en ingenieria de
tejidos [44], en conjunto con la nanohidroxiapatita mejora caracteristicas como la
osteoconductividad, viabilidad, adhesion y proliferacion celular [45].

POROSIDAD

Existe también la necesidad de tener una estructura con poros, que permita el
transporte de nutrientes y el crecimiento celular. Para esto se propone el espaciador
Bicarbonato de Amonio, el cual es de los que mejor compatibilidad tienen en el uso
de la hidroxiapatita hasta esa fecha y que presentan una alta solubilidad en agua
[53] [54] y una porosidad uniforme [55],[56], y no requiere de una inmersion, debido
a que se genera una degradacién completa al sinterizarse a temperaturas entre
150°C y 175°C descomponiéndose en diéxido de carbono, amoniaco y agua en
estado gaseoso, de tal forma que a medida que se abre espacio para salir del
scaffold, va dejando una red de poros interconectados [54], [58].

especificos del proyecto.

CARACTERIZAR PROPIEDADES MECANICAS

Para determinar la rigidez o elasticidad de un material, se debe someter a pruebas
de caracterizacién, donde el material se somete a una fuerza constante en una
misma direccidn, con el fin de observar el esfuerzo maximo que resiste por unidad
de area [67][69], estas pruebas pueden ser:

4.8.1. COMPRESION AXIAL

Normalmente en este tipo de pruebas se suele usar la normativa ASTM d695 [68],
ademas de haber sido la que se usé para determinar la resistencia a la compresion
del hueso compacto que oscila entre los valores 156-212 MPa y para el hueso
esponjoso que esta entre 5-9,4 MPa [9][10][11].

En esta metodologia se va a usar de igual forma como referencia esta normativa,
sin embargo, esta requiere que la altura sea el doble del didmetro, por lo que
requiere el doble de recursos por scaffold [68]. Adicionalmente como se menciond
anteriormente, no solo es una cuestién de ahorrar material, sino que facilita la
comparacion con la prueba de resistencia a la tensién al reducir el nimero total de
variables que entran en juego.
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Una vez determinada las fuerzas y el desplazamiento de cada scaffold, es necesario
calcular la resistencia a la compresion, o, en otras palabras, el maximo esfuerzo
aparente, el cual es posible calcular conociendo la fuerza y el area del scaffold como
se puede ver en la ecuacion 4.8.1.1 [67][69]

ot=F/A (4.8.1.1)

Por lo cual solo hace falta conocer el area del scaffold, para una probeta cilindrica
en posicion frontal a los platos seria la ecuacion. 4.8.1.2 [70]

2mrh+2mr3 (4.8.1.2)

4.8.2. COMPRESION DIAMETRAL

Normalmente en este tipo de pruebas se suele usar la normativa ASTM Standard
D638, y a pesar de que se uso esta prueba para determinar la resistencia a la tension
para el hueso compacto 107-70 MPa y 3-20 MPa para el hueso esponjoso
[9][10][11], esta normativa es para polimeros [71].

Es posible usar otros materiales como ceramicos y metales, pero la complejidad de
la produccion de las piezas lo hace una opcién bastante complicada de realizar. Sin
embargo, existe otra alternativa, el método brasilefio o también conocido como el
ensayo de tensién indirecto, este ensayo funciona de forma parecida al ensayo de
compresion axial, con la diferencia de la disposicion del scaffold, en este caso la
cara frontal esta mirando a los lados, para que la fuerza se haga en un costado de
forma diametral, de aqui su otro nombre, esta prueba esta estandarizada por la
normativa ASTM Standard D3967 del 2016. [72].

Ahora, la otra diferencia son las ecuaciones aplicadas, dado que el area donde se
aplica la fuerza es diferente, la normativa sugiere la ecuaciéon 4.8.2 donde ct es la
resistencia a la tensién por rotura (MPa), P es carga maxima aplicada(N), indicada
por la maquina de ensayo t es el espesor de la muestra(mm)y D es el diametro de
la muestra(mm) [72][67][69].

ot=2P/(trt D) (4.8.2)
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5) METODOLOGIA

La realizacion de este proyecto se dividié en 4 etapas que se muestran en la figura 5.0.
Empezando con la sintesis de puntos de carbono, le sigue la sintesis de nanoparticulas de
hidroxiapatita con puntos de carbono embebidos, luego se encuentra la sintesis de scaffolds
de PEG-nHA-PC y espaciador de Bicarbonato de Amonio, para finalmente realizar pruebas
mecanicas a estos scaffolds y determinar sus propiedades mecanicas.

SINTESIS DE
COMPUESTOS DE PEG-
A-PCY ESPACIADOR

SINTESIS PC

EVALUACION DE
PROPIEDADES
MECANICAS

Figura 5.0: Diagrama de la metodologia general, dividido en cuatro etapas principales. Empezando con la
sintesis de PC, pasando a la sintesis de nHA con y sin pc, siguiendo a la creacion de scaffolds hechos de
sintetizar PEG-nHA con y sin PC y la inclusion de Bicarbonato de Amonio, para finalizar con la evaluacion de
las de diferentes propiedades mecanicas de los scaffolds con y sin pc.

5.1. SINTESIS DE PUNTOS DE CARBONO(PC)

Los PC se sintetizaron por medio de una metodologia dividida principalmente en tres
fases: sintesis, purificacion y secado, cuyo bosquejo aproximado se puede ver en el
diagrama de la figura 5.1-1 usando como referencia el método reportado por D. Gao
en el 2018 [59].

Siendo la primera fase, la sintesis, la cual consiste en la creacion de una mezcla
homogénea empezando con una agitacion a una velocidad de 3.200 rpm y una
Orbita de agitado de 5 mm con un Reax top (heidolph Alemania) y una sonicacion a
una frecuencia de 37 kHz con el Elmasonic Easy+(Elma, Alemania) durante un
tiempo entre 2 a 5 minutos; este proceso se repite las veces que sea necesario hasta
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gue la mezcla este hasta homogenizar, usando como precursor organico de carbono
0.5g de acido citrico monohidratado(Sharlau, Espafia), en tanto que la N, N-
Dimetilformamida y el etanol absoluto al 99 % se usaron como solventes en una
relacion 1:1 de un total de volumen de 6mL; Para nuevamente homogenizar y llevar
a cabo una reaccién por microondas usando un reactor Monowave 50 (Anton Paar,
Austria), a 175°C, por 5 minutos en el modo AFAP (As Fast As Posible).

MEZCLAR REACTIVOS

Arialle

A,
7re 029

FILTRACION

EXCITACION UV |

SECADO

FILTRACION

Figura 5.1-1: Proceso de sintesis de PC. Donde se empieza con la mezcla de los reactivos (Acido
Citrico, Etanol y Dimetilformamida); esta mezcla se pone en un reactor microondas configurado en
AFAP, a 175°C por 5 minutos por medio de un Falcon de cristal y un agitador magnético;
posteriormente se filtra con un filtro 0.2 um y una dialisis por filtrado por 24 horas con un papel de filtro
de celulosa de 0,22 um. Para finalmente secarse por 40 horas a 65°C y verificar su excitacion con luz
ultravioleta a 365nm de longitud de onda.

En la segunda fase, se desea purificar la solucion, para esto se debe eliminar los
restos del precursor que quedaron en la muestra, empezando centrifugando la
solucién por 10 minutos a 10000 rpm durante 10 minutos con una Minicentrifuga
mySPIN (Thermo Fisher Scientific, USA) posteriormente se filtra con un filtro de 0,2
pm (Minisart NY 25, PTFE), finalizando esta fase se filtra mediante un proceso de
didlisis por 24 horas con una bolsa de filtrado a través de un papel de filtro de
celulosa de 0,22 ym y un maximo de 6ml de la solucion, esta bolsa se sumerge en
un Matraz de Erlenmeyer con 1 litro de agua destilada y se deja en agitacion
magnética constante de 200rpm por 24 horas[73].

En la tercera fase, se realiz6 el secado con la modificacién reportada por Molina D

[3] en un horno concentrador de vacio (CentriVap micro IR Vacuum Concentrator,
Labconco) a 65°C en la opciéon IR/HEAT (Infrarrojo/Calor) por un periodo
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5.2.

aproximado de 40 horas, donde finalmente se seca y se deja en una solucion 1:1 de
agua destilada y del mismo etanol usado con anterioridad a una concentracion de
75mg/ml, se verifica la presencia de los PC al excitar la soluciéon con una lampara
de luz ultravioleta(UV) de 365nm de longitud de onda. Se recomienda usar esta
concentracion debido a que se desea usar para la sintesis de nanohidroxiapatita
embebida puntos de carbono (nHA-PC).

Teniendo esto en cuenta, se siguid el procedimiento planteado en el macroproyecto
y se caracteriz6 por medio de pruebas de espectrofotometria de
fluorescencia(absorbancia), espectrofotometria UV-Vis(emision) y espectroscopia
infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) [ 2]. Dado que los datos efectivamente
son iguales a los reportados con anterioridad, no seran el objetivo de este trabajo.

SINTESIS DE NANOHIDROXIAPATITA EMBEDIDA EN PC (nHA-PC)

Para la sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita(nanohidroxiapatita) se sintetiza
por medio de una metodologia nuevamente dividida principalmente en tres fases:
sintesis, purificacion y secado, cuyo bosquejo aproximado se puede ver en el
diagrama de la figura 5.2, usando como referencia el método reportado por Mercado
et al [60].

Sintesis, la primera fase, consiste en la creacion de una mezcla homogénea de 2.5g
hidroxido de calcio (Emsure, Alemania) en una suspension de 20mL de agua
destilada filtrada, la cual se agitd magnéticamente a 200 rpm y calenté hasta
alcanzar una temperatura de 85°C durante 5 minutos., luego manteniendo la
agitacion y la temperatura se agrega por medio de una bureta un goteo de 12.5uL
por segundo(o una gota cada 4 segundos) de una mezcla homogénea de 2.22g de
acido meta-fosforico (Sigma-Aldrich, USA) en 30 mL agua destilada filtrada.

Siendo esto ultimo la modificacién reportada por Degiovanni M. [2] con la inclusion
de PC, donde los 30 mL de agua destilada filtrada se sustituyen por 22.5mL de agua
destilada filtrada mas 7.5mL de solucién de PC para obtener una concentracion de
2.5mg/mL. Para esto ultimo los 7.5mL deben ser de la solucién anterior de PC
concentrados a 7.5mg/mL, dado que se desea diluir en un total de 30 mL, por lo que
7.5mg/mL en 30mL da una concentracion de 2.5mg/mL como se puede ver en las
ecuaciones 5.2-1 donde CPC es la concentracién de puntos de carbono que hay por
cada gramo de nHA cuando se tiene una concentracién de PC diluida en un volumen
de agua destilada(V) [2] y 5.2.1 es si se usaran 7.5 mg de PC por cada 30 mL
necesarios para la sintesis de PC segun lo establecido en el macroproyecto.
Finalizado el goteo, se apaga la temperatura y se mantiene en la misma agitacion
por 24 horas para obtener una suspension de nanohidroxiapatita(nHA).

CPC =PC /V [2] (5.2.1)
2.5mg/mL =7.5 mg/30mL (5.2.2)
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5.3.

MEZCLAR REACTIVOS z SINTESIS POR GOTEO

MACERACION

CENTRIFUGACION
SECADO YLAVADO

Figura 5.2-1: Diagrama de sintesis de nHA-PC. Empezando con la mezcla de Hidréxido de Calcio en
una solucion de agua destilada y filtrada, mientras se agita u se calienta a 85°C se gotea sobre esta
mezcla una solucién de Acido Meta-Fosférico con agua destilada. Finalizando el goteo se debe
mantener en agitacion sin temperatura por 24 horas, se centrifuga y se reduce su pH entre 6 y 7 con
agua destilada filtrada y Etanol; posteriormente se seca en un horno entre 100 y 110°C por 6 horas.
Para finalmente macerar y almacenar para su uso.

Para el lavado, la segunda fase, la solucién se homogenizay se centrifuga 4000 rpm
por 10 minutos con un PK 131 R Centrifugadora MTP Rotor (Thermo Electron, USA),
se desecha el sobrenadante liquido y se realiza un lavado para reducir supH a6 o
7, realizando 5 veces una solucién homogénea con agua destilada centrifugando de
igual forma y se desecha el sobrenadante liquido, se repite tres veces lo anterior,
pero reemplazando el agua por etanol absoluto al 99 % (Sharlau, Espafia).

Para la tercera fase, el secado, se hace uso de otra modificacion reportada por

Molina D. [3], donde se deja secando la solucién entre 100 a 110°C por 6 horas para
hacer remocion del agua, se macera hasta dejar en polvo y se almacena.

SINTESIS DE SCAFFOLDS DE PEG-nHA-PC CON INCLUSION DEL
ESPACIADOR BICARBONATO DE AMONIO

Para la sintesis de los scaffold de PEG-nHA-PC con inclusion de Bicarbonato de
Amonio, se sintetiza por medio de una metodologia dividida principalmente en cuatro
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fases: sintesis, secado, compresién y secado final, cuyo bosquejo aproximado se
puede ver en el diagrama de la figura 5.3, usando como referencia el método de
mezcla directa modificado de Kumar et al [61]. En la fase de sintesis y secado son
parecidas a las descritas en la seccion 5.2 pero con diferentes variaciones
reportadas por los aportes de Ballestas J [4].

MEZCLAR REACTIVOS

SINTESIS POR GOTEO 3 CENTRIFUGACION a

= — BN

ELIMINAR MACERAR Y COMPACTAR
BICARBONATO DE CON BICARBONATODE SECADO
AMONIO AMONIO

Figura 5.3-1: Diagrama del proceso de sintesis de scaffold de PEG-nHA-PC y Bicarbonato de Amonio.
Donde se inicia con la mezcla de los reactivos de nHA con o sin PC y PEG en metanol y agua destilada
filtrada respectivamente, estas dos soluciones se mezclan por medio de gotear la solucion de PEG en
la nHA con agitacion, finalizando el goteo se esperan 4 horas en agitacion y posteriormente a una
temperatura de 40°C, se seca dos veces en un horno, primero entre 80-85°C por 24 horas y luego a
200°C por 6 horas, se macera y se mezcla con Bicarbonato de Amonio, se compacta y se vuelve a
secar a 200°C por 2 horas para evaporar el Bicarbonato de Amonio.

Para su compactacion, el resultado debe ser macerado hasta quedar en forma de
polvo, ahora con los aportes de. Ballestas J [4],0.477g de este compuesto se
mezclan con 1.113g de Bicarbonato de Amonio también macerado para obtener un
compuesto 70% PEG Y 30% Bicarbonato de Amonio segun las recomendaciones
de Ballestas. J [4], el compuesto final en forma de polvo debe quedar uniformemente
distribuido, para esto se sugirié dejar una fina capa de Bicarbonato de Amonio y
agregar lentamente el PEG-nHA-PC. Con este polvo se compacta con una Maquina
Universal Shimadzu AGS-X a 4000N.Este valor se hace para obtener una densidad
(0.541 mg/m~3) parecia al tejido 6seo segln el reporte de. Ballestas J [4] y en otros
compuestos de este tipo reportados anteriormente [62], [63]. Finalmente se vuelve
a secar a 200°C por 2 horas para evaporar el Bicarbonato de Amonio para obtener
una estructura porosa.
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5.4.

CARACTERIZACION DE PROPIEDADES MECANICAS

Para facilitar la comparaciéon de los resultados de los dos tipos de compresién, se
optd por usar el mismo molde y la misma cantidad de material, es decir un
compuesto de 70% Bicarbonato de Amonio y 30%, en un cilindro de volumen 1, por
tanto, se dej6 a un diametro de 13mm y una altura de 8mm basandose en la
caracterizacién de compuestos de sintesis de compuestos. similares [66][67].

5.4.1. COMPRESION AXIAL

Se usara una maquina de prensa, en nuestro caso es una Maquina Universal
Shimadzu AGS-X con una velocidad constante de Imm/min, se posiciona el
scaffold en forma de cilindro y se deja centrado con la cara frontal entre los
platos de la prensa en el momento que se evidencien claras discontinuidades
en la gréfica de fuerza contra desplazamiento, es donde probablemente
existira una ruptura, esa sera la fuerza maxima que puede soportar [69]

5.4.2. COMPRESION DIAMETRAL

Loading platen Loadmng platen Loading platen Curved loading jaw
/.fl:‘\:_ctccl rod ,L—:r-——-:&||_4||o||

) ( ) ]

(b) (c)

(a) (d)

Figura 5.4.2-1: Figura que muestra las diferentes formas que los platos pueden tener para
ensayo de Brasil. A) son dos platos planos la distribucion de las fuerzas no es uniforme y la
probeta puede moverse) y C) son platos que focalizan en un mismo punto o region toda la
fuerza para ocasionar una falla focalizada. D) los platos son curvos y distribuyen la fuerza
alrededor de toda la probeta [72].

Entonces nuevamente se usara una maquina de prensa, en nuestro caso es
una Magquina Universal Shimadzu AGS-X con una velocidad constante de
1mm/min, se posiciona el scaffold en forma de cilindro y se deja centrado
con la cara frontal entre los platos de la prensa, estos platos pueden ser
diferentes formas como lo plantea la normativa y como se puede ver en la
figura 5.4.2-1 [72], cada forma se usa para ocasionar un tipo de fallo en
especifico [72][67], en esta metodologia se usaron platos planos que no
distribuyen de forma uniforme la fuerza de compresion diametral, para
mantener coherencia con la compresion axial.
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6.1.

6) RESULTADOS Y DISCUSION

SINTESIS DE PC

Objetivos especificos Para poder obtener suficiente material para 9 scaffolds, se
tuvo que hacer 2 sintesis de puntos de carbono(PC), con un total de 12mL entre las
dos, de los cuales solo 9mL se pusieron en dialisis y a secatr, los resultados de estas
sintesis se pueden observar en la figura 6.1, donde se puede ver en la figura 6.1-
1.A el resultado de los PC(donde se puede apreciar un tenue color amarrillo
traslucido) luego de aplicar la metodologia en la seccién 5.1, es decir mezclar los
reactivos, centrifugar, filtrar, dializar y secar. Para verificar la existencia de PC se
sometieron a una emision de luz UV a 365nm de longitud de onda, siendo la
evidencia de fluorescencia la figura 6.1-1.B. Finalmente estos PC se tienen que diluir
en una solucion 1:1 de Etanol y agua destilada filtrada en una concentracion de
75mg/mL, cuyo resultado al ser nuevamente sometido a una luz UV de a 365nm de
longitud de onda, siendo la evidencia de fluorescencia la figura 6.1.C, esta solucién
se dejo de esta forma para facilitar su uso en la siguiente sintesis.

Figura 6.1-1: Resultados de la sintesis de PC. A) PC en estado puro luego del secado,
aproximadamente 100mg por tubos de Eppendorf, sin someterse a luz ultravioleta de 365 nm de
longitud de onda B) los PC ya secados fluoreciendo al ser expuestos a la luz UV de 365 nm de longitud
de onda. C) Solucion de PC diluidos en una mezcla 1:1 de Etanol y agua destilada filtrada en una
concentracion de 75mg/mL fluoreciendo al ser expuestos a la luz UV de 365 nm de longitud de onda.

Se caracterizaron los PC, sin embargo, no se reportaron diferencias en las de
pruebas de espectrofotometria de fluorescencia(absorbancia), espectrofotometria
UV-Vis(emision) y espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)
establecidas en el macroproyecto [2].
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6.2.

6.3.

SINTESIS DE nHA Y nHA-PC

Usando los PC de la sintesis anterior, se sinterizaron 9 gramos de nHA -PC, el
resultado se puede ver en la figura 6.2-1.A, donde expuestos a 365 nm de longitud
de onda con una lampara UV, estas nHA tienen una pequefa fluorescencia, gracias
a la pequefia concentracion de PC.

También se sintetizaron otros 9 gramos de nHA, pero sin PC, al exponerlos ala
lampara de UV con 365 nm de longitud de onda, se puede ver en la figura 6.2-1.B,
que no presenta fluorescencia, los puntos que fluéresen eran polvo o algun
contaminante, por lo que se realiz6 su debida extraccion.

Figura 6.2-1: A) nHA imbuida en PC con una muy pequefia fluorescencia al expoerse a 365 nm de
longitud de onda con una lampara UV. B) nHA sin PC al exponerse a 365 nm de longitud de onda con
una lampara UV.

Se caracterizaron los nHA-PC, sin embargo, no se reportaron diferencias en las de
pruebas de espectrofotometria de fluorescencia(absorbancia), espectrofotometria
UV-Vis(emisidn) y espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)
establecidas en el macroproyecto [2].

SINTESIS DE PEG-nHA Y PEG-nHA-PC
Obijetivos especificos Con la nHA sintetizadas anteriormente, tanto con PC como sin
PC, se sintetizaron alrededor de 4.5 gramos de PEG-nHA y otros 4.5 gramos de

PEG-nHA-PC. Luego de secar el resultado del PEG-nHA-PC se presenta en la figura
6.3-1.
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Figura 6.3-1: Resultado de la sintesis de PEG-nHA-PC luego de los dos secados y la maceracion.

Se caracterizaron los PEG-nHA-PC, sin embargo, tampoco se reportaron diferencias
en las de pruebas de espectrofotometria de fluorescencia(absorbancia),
espectrofotometria UV-Vis(emisién) y espectroscopia infrarroja de transformada de
Fourier (FTIR) establecidas en el macroproyecto [3].

Usando estos resultados, se mezclaron de forma homogénea 0.477 gramos de
PEG-nHA con 1.113 gramos de Bicarbonato de Amonio, de igual forma se mezcl6
PEG-nHA-PC con el Bicarbonato de Amonio, debido a que los 2.5mg de PC
disminuyen en el proceso de sintesis de PEG tal como lo demostr6 Ballestas. J [4]
y Mancipe. P [5], sus densidades son practicamente iguales y se desea esta
composicion para tener scaffolds de un 70% de Bicarbonato de Amonio y 30% de
PEG-nHA o PEG-nHA-PC. Los resultados de la compactacién de estos scaffolds se
pueden observar en la figura 6.3-2.A, y los scaffolds luego de la remocién del
Bicarbonato de amonio por medio del secado en la figura 6.3-2.B, donde se pude
apreciar algunos poros que presenta y el polvo a su alrededor, reflejo de una
inestabilidad estructural que no presentaba antes del secado.
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6.4.

Figura 6.3-2: A) Scaffold compactado de PEG-nHA-PC con compuestos espaciadores de
Bicarbonato de amonio, B) Scaffold compactado de PEG-nHA-PC luego de la remocion de los
compuestos espaciadores de Bicarbonato de Amonio mediante el secado.

CARACTERIZACION DE PROPIEDADES MECANICAS

6.4.1. COMPRESION AXIAL

Para la caracterizacion de los scaffolds, se usaron 3 scaffolds de PEG nHA y 3
scaffolds de PEG nHA-PC para la prueba de compresién axial, donde en la figura
6.4.1-1.A se puede ver el antes de la prueba, del scaffold en la correcta disposicion
visto desde una vista frontal. Mientras que la figura 6.4.1-1.B se puede observar el
después de la prueba, la cual se termina una vez la fractura pulveriza el scaffold.

Los resultados de estas pruebas se pueden observar en las figuras 6.4.1-2 para los
scaffolds sin PC y 6.4.1-3 para los scaffolds con PC, donde las A corresponden a
las gréaficas de los datos de la fuerza en Newtons(N) contra el desplazamiento(mm).
Mientras las graficas B corresponden a los datos procesados para observar con
mayor facilidad a la presién o el esfuerzo aparente (MPa) contra la deformacién (%)
en la altura de los scaffolds, las pruebas se realizaron hasta observar grandes
discontinuidades generadas por la compresion.
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Figura 6.4.1-1: A) Scaffold compactado de PEG-nHA-PC con remocion del Bicarbonato de Amonio en
posicién para someterse a la prueba de compresion axial. B) Scaffold compactado de PEG-nHA-PC
con remocién del Bicarbonato de amonio después de someterse a la prueba de compactacién axial.
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Figura 6.4.1-2: Grafica de pruebas de compresion axial, en scaffolds de PEG-nHA- compactados
después de realizar el proceso de remocion del Bicarbonato de amonio. A) Grafica de fuerza en
Newtons(N) contra el desplazamiento(mm). B) presion o e esfuerzo aparente (MPa) contra la
deformacién (mm/mm).

Comparando los resultados, se puede intuir que los scaffolds sin PC tienen un
comportamiento mas rigido, dado que soportan un mayor rango de fuerza a
compresion y de esfuerzo aparente y por tanto mas parecido al hueso compacto [8];
mientras que los scaffolds con PC son menos rigidos, debido a un menor rango de
fuerza y de esfuerzo aparente siendo mas parecidos al hueso esponjoso [7].
Adicionalmente, al comparar las graficas de las pruebas de compresién axial con
PC y las gréficas de compresion axial sin PC, se pueda identificar que las pruebas
con PC tienen mayores discontinuidades y una mayor dispersion.
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Sin embargo, gracias a los aportes de Ballestas. J, sabemos que la densidad de
estos scaffolds de PEG-nHA-PC es de 0,541 mg/cm3 [4], y que por la teoria que la
densidad del hueso esponjoso es de 0,48 g/cm3[8], los scaffolds estan mas cerca
de las propiedades del hueso esponjoso que del compacto. Y si observamos los
resultados recopilados en la tabla 6.4.1-1, es posible identificar que el maximo
esfuerzo aparente de ambas composiciones de scaffolds, no son suficientes ni para
el minimo de la resistencia en compresion del hueso que es de 3 MPa, siendo la
mas cercana 0.0126MPa para la composiciéon sin PC, en tanto que el mas alejado
es de 0.0209 para la con PC.

Tabla 6.4.1-1: . Tabla comparativa de maxima fuerza(N) y maximo esfuerzo aparente (MPa) entre de
las pruebas de compresion axial entre scaffolds de PEG-nHA cony sin PC.

Composicién Maxima fuerza(N) Maximo esfuerzo aparente (MPa)
1°. Sin pc 7.1446 0.0126
2°. Sin pc 11.723 0.0197
3°. Sinpc 5.6108 0.0099
1°. Con pc 1.2805 0.0023
2°. Con pc 2.4350 0.0043
3°. Con pc 2.7402 0.0048

6.4.2. COMPRESION DIAMETRAL
Se usaron 4 scaffolds de PEG nHA y 4 scaffolds de PEG nHA-PC para la prueba de

compresion, de los cuales 1 de cada composicién se realizé sin haber realizado la
remocién del Bicarbonato de Amonio para identificar los cambios que presentan al
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someterse a la compresiéon diametral y poder compararlos con aquellos que si
estuvieron en el horno, es decir 3 scaffolds de PEG nHA-PC y 3 scaffolds de PEG
nHA que si fueron al horno, mientras, 1 scaffold de cada tipo de composicién que no
fueron al horno, con el fin de identificar si existe una reduccion a la resistencia de la
tensién cuando el scaffold presenta poros y cuando no, donde en la figura 6.4.2-1.A
se puede ver el antes de la prueba, del scaffold en la correcta disposicion visto desde
una vista superior. Mientras que la figura 6.4.2-1.B se puede observar el después
de la prueba, la cual finaliza una vez la fractura divida en dos al scaffold.

Figura 6.4.2-1: A) Scaffold compactado de PEG-nHA-PC con remocion del Bicarbonato de Amonio en
posicion para someterse a la prueba de compresion diametral. B) Scaffold compactado de PEG-nHA-
PC con remocién del Bicarbonato de amonio después de someterse a la prueba de compactacion
diametral.

Los resultados de estas pruebas se pueden observar, primeramente, en la figura
6.4.2-2 donde esta tanto para la composicion con PC como sin PC. Y en las figuras
6.4.2-3 para los scaffolds sin PC y 6.4.1-4 para los scaffolds con PC, donde las A
corresponden a las gréficas de los datos crudos de la fuerza en Newtons(N) contra
el desplazamiento(mm). Mientras las graficas B corresponden a los datos
procesados para observar con mayor facilidad a la presiéon o el esfuerzo aparente
(MPa) contra la deformacién (mm/mm) en la altura de los scaffolds, las pruebas se
realizaron hasta el momento donde se pudo apreciar discontinuidades notables en
esfuerzo o una ruptura en la composicion del scaffold.
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Comparando el comportamiento de las graficas de los resultados, es mas dificil intuir
cual es el comportamiento, debido a que la figura 6.4.2-2 esta contradiciendo tanto
a la figura 6.4.2-3 como a la figura 6.4.2-4, dado que en estas indican que los
scaffolds que deberian tener la mayor fuerza y el mayor esfuerzo aparente deberia
ser las de composicion sin PC; sin embargo, en la figura 6.4.2-2, sucede, al contrario.
Es necesario destacar, que, ese scaffold antes de ponerlo en el horno, ya se estaba
rompiendo en pequefios al presentar pequefias fricciones, y dado que los otros
tienen un mayor nimero de pruebas, es posible asumir que el scaffold de la
composicion sin puntos de carbono que no se puso en el horno, tenia un defecto en
su fabricacion.
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De acuerdo con los ensayos anteriores, las propiedades mecénicas de estos
scaffolds siguen estando lejos de las del hueso, ya que nuevamente, mirando la
tabla 6.4.2-1 siguen sin alcanzar las mismas propiedades que requiere el tejido
0seo, ya que la mas alta es de 0.0543 MPa correspondiente a la compaosicion sin
PC cuando la minima resistencia a la tension correspondiente al tejido 6seo seria
de 1.5 MPa para el hueso esponjoso. También es necesario destacar, que los
resultados sin sinterizado tienen mayor concordancia con los valores reportados en
la literatura, recordemos que los PC en teoria segin se mencioné en la seccién 4.5
los puntos de carbono deben aumentar las resistencias no disminuirlas [42], como
si se presentd en los sinterizados, por lo que es posible que la forma en que se esta
usando el bicarbonato y el sinterizado estan afectando la resistencia de los scaffolds.
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Figura 6.4.2-4: Grafica de pruebas de compresion diametral, en scaffolds de PEG-nHA-PC
compactados después de realizar el proceso de remocién del Bicarbonato de amonio. A) Grafica de
fuerza en Newtons(N) contra el desplazamiento(mm). B) presion o esfuerzo aparente (MPa) contra la
deformacion (mm/mm).
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Finalmente, comparando con la prueba anterior, también se puede apreciar que, en
promedio, estos scaffolds sin importar sin estan compuestos de PC o no, tienden a
soportar mayores cargas en una compresion axial que en diametral, y por tanto su
comportamiento se debe a la composicion del compuesto, siendo el PEG la matriz,
mientras que el refuerzo corresponde a la nHA.

Tabla 6.4.2-1: Tabla donde se presentan los resultados de maxima fuerza(N) y maximo esfuerzo
aparente (MPa) entre las pruebas de compresion diametral, para los scaffolds de PEG-nHA con o sin
PC.

Composicién Méxima fuerza(N) Méximo esfuerzo aparente (MPa)

Sin sinterizar

sin PC 17.031 0.1081
Sin sinterizar

Con PC 57.260 0.3672
1°. Sin pc 8.5449 0.0543
2°. Sin pc 4.8447 0.0308
3°. Sin pc 6.5883 0.0418
1°. Con pc 4.0340 0.0256
2°. Con pc 1.0649 0.0068
3°. Con pc 3.2902 0.0209
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7) CONCLUSIONES

Se sintetizaron scaffolds sin PC, cuyos rangos de resistencia a la compresion y resistencia
alatension en el orden de MPa fueron de: 0.0099-0.0126 y 0.0308-0.0543 respectivamente.

Se sintetizaron scaffolds con PC, cuyos rangos de resistencia a la compresion y resistencia
alatension en el orden de MPa fueron de: 0.0023-0.0048 y 0.0068-0.0256 respectivamente.

Se evidencia dificultades en la homogenizacién del espaciador Bicarbonato de Amonio, lo
gue puede afectar su estructura y por tanto la resistencia a la compresién y a la tension.

Es necesario buscar alternativas que permitan a los scaffolds alcanzar la resistencia a la

compresion y la resistencia a la tension del tejido 6seo. Es decir, minimo un 1.5y un 1 MPa
respectivamente.
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8) RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS
Aumentar el nUmero de ensayos en las pruebas de resistencia a la compresion y resistencia
a la tensién, para asegurar una mayor rigurosidad estadistica.

Mejorar el método de homogenizacion del Bicarbonato de Amonio, por medio de otras
técnicas, como macerar con bolas de acero.

Estudiar diferentes cantidades de espaciador del Bicarbonato de Amonio en el scaffold; asi
como diferentes temperaturas y tiempos de sinterizado. Para mejorar la resistencia a la
tension y la resistencia a la compresién de estos.

Realizar un andlisis de la porosidad en los scaffolds luego del sinterizado con el Bicarbonato
de Amonio, mediante un microscopio electrénico de barrido.

Verificar la viabilidad celular, a través del andlisis de citotoxicidad, migracion y adhesion
celular.
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