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RESUMEN

Actualmente las protesis 6seas son altamente utilizadas en el area de la salud,
fabricadas de metales como titanio y sus aleaciones. Algunas de las desventajas de
estos materiales son la integracion de manera pasiva con el hueso, debido a su
naturaleza bio-inerte y el aflojamiento de la protesis y su subsecuente falla. Debido
a esto, se ha buscado la implementacion de un material compuesto de PLA e
hidroxiapatita, ya que el PLA es un polimero biocompatible y biodegradable, el cual
es muy utilizado en la ingenieria de tejidos debido a estas propiedades; mientras
que la HAp es ampliamente utilizada debido a sus cualidades de bioactividad,
biocompatibilidad, osteoconduccion, alta resistencia a la compresion, estabilidad y
no toxicidad. En este proyecto se sintetizaron fibras electrohiladas de PLA e
hidroxiapatita, generando asi fibras compositas, las cuales tendran potencial
aplicacion al sector salud y representan una posible alternativa para la obtencion de
prétesis de titanio funcionalizadas con material de origen natural, como los huesos
de bovinos. Se evalud la bioactividad, asi como la biocompatibilidad de fibras
electrohiladas de PLA y bio-hidroxiapatita obtenida a partir de hueso de res, las
cuales se compararon con fibras de PLA e hidroxiapatita comercial (C-HAp)
esperando resultados semejantes o incluso una mejoria en las que contienen bio-
hidroxiapatita (B-HAp). Se caracterizaron las fibras compositas mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), Espectroscopia de Infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR), Difraccibn de Rayos X (DRX), propiedades
mecanicas, Analisis Termogravimétrico (TGA), y viabilidad celular para hacer una
comparacioén tanto en el uso de ambas hidroxiapatitas, como también su integracién

en las fibras electrohiladas.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el cuerpo humano se puede ver afectado por diferentes
padecimientos como enfermedades, lesiones o traumatismos no reversibles, los
cuales necesitan una gran variedad de tratamientos para hacer posible su
reparacion, reemplazo o regeneracion. Para la regeneracion de tejido 6seo, en
comparacién con otros tipos de tejido, es mas dificil y, por lo tanto, en su mayoria
se necesita de tratamientos restauradores como distintos injertos o implantes
metalicos para llevarse a cabo (Martin-Piedra A, 2019). Por estas razones la
ingenieria de tejidos ha buscado otras opciones como la implementacion de

biomateriales.

En la ingenieria de tejidos, las diferentes estructuras y propiedades de los andamios
son de vital importancia para el control de actividad de las células de interés, ya que
los andamios deben tener compatibilidad con los tejidos que los rodean y también
contar con sitios para que se lleve a cabo la adhesion celular. (Kwak, S., et al.,
2016). En la fabricacion de estos andamios, se encuentra el electrohilado como la
técnica mas aceptable, asi como una de las mas utilizadas ya que es una técnica
versatil, econdmica y con una gran facilidad de operacién (Robles-Garcia, M. A. et
al., 2014).

La técnica de electrohilado es una técnica versatil y facil de utilizar, en la que se
pueden producir fibras a diferentes escalas, tanto nano como micrométricas, las
cuales imitan una matriz extracelular o bien sirven como un andamio en la ingenieria
de tejidos. La versatilidad de esta técnica se debe a los materiales que se pueden
utilizar, polimeros que pueden ser naturales, sintéticos o compuestos, ademas que
a estos diferentes polimeros se le pueden integrar una gran variedad de materiales
y por diferentes métodos. En el proceso de electrohilado, se pueden ajustar varios
parametros, produciendo asi una gran variedad de fibras con diferentes morfologias
y, por lo tanto, también aplicacion. Los procesos de control se pueden dividir en

estos diferentes parametros de la solucion: viscosidad, concentracion del polimero,



conductividad y distancia de la punta de la jeringa hasta el colector metalico (Castro
M., 2017).

El 4cido polilactico (PLA) es un biopolimero termoplastico obtenido a partir de la
polimerizacion del acido lactico. EI PLA es altamente utilizado en la actualidad
debido a sus propiedades, tales como biodegradabilidad y biocompatibilidad.
Debido a su biodegradabilidad, el PLA es utilizado en diversas aplicaciones en
medicina, industria alimentaria, textil, cosméticos y otras. En medicina, el PLA es
utilizado debido a que se asimila por el organismo y, por lo tanto, sus aplicaciones
son multiples, tales como ortodoncia, oftalmologia, traumatologia y otras ramas de
la medicina. Un campo para destacar en el cual es ampliamente utilizado es en la
ingenieria de tejidos (Li, G. et al., 2020).

La hidroxiapatita es un fosfato de calcio que se encuentra entre las ceramicas que
es altamente estudiado, ya que en areas de la medicina como la ortopedia y
odontologia se han estudiado materiales que demuestran su biocompatibilidad, la
cual permite el crecimiento 6seo alrededor del material implantado en un corto
periodo de tiempo, por lo cual la hidroxiapatita se considera como material a integrar

en protesis e implantes éseos (Reis, P. R. S., 2018).

En este proyecto se sintetizaron fibras electrohiladas de PLA e hidroxiapatita,
generando asi fibras compositas las cuales tendran potencial aplicacion al sector
salud y representan una posible alternativa para la obtencidén protesis de titanio

funcionalizadas con material de origen natural, como los huesos de bovinos.

Se evaluo la bioactividad, asi como la biocompatibilidad de hidroxiapatita obtenida
a partir de hueso de res (bio-hidroxiapatita), la cual se compard con hidroxiapatita
comercial esperando resultados semejantes o incluso una mejoria en el uso de la
bio-hidroxiapatita. Se caracterizaron las fibras compositas micrométricas mediante
microscopia electronica de barrido (MEB), espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier (FT-IR), difraccién de rayos X, propiedades mecanicas,
analisis termogravimétrico (TGA) y se estudid la viabilidad celular (Citotoxicidad y
adhesion) de las fibras electrohiladas para hacer una comparacion tanto en ambas
hidroxiapatitas, como también su integracion en las fibras electrohiladas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar y caracterizar fibras compositas de PLA e Hidroxiapatita con aplicacion

potencial al sector salud.

Objetivos Particulares

1.- Sintetizar fibras electrohiladas de PLA con hidroxiapatita comercial (C-HAp) y

Bio-hidroxiapatita (B-HAp) agregando la hidroxiapatita mediante sonicacion.

2.- Sintetizar fibras electrohiladas de PLA con hidroxiapatita comercial (C-HAp) y
Bio-hidroxiapatita (B-HAp) agregando la hidroxiapatita mediante tratamiento

quimico.

3.- Caracterizar las fibras electrohiladas mediante microscopia electronica de
barrido (MEB), espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR),
difraccion de rayos X (DRX), mediciones de propiedades mecanicas y propiedades

térmicas.

4.- Estudiar la viabilidad celular (Citotoxicidad y adhesidén) de las fibras

electrohiladas de PLA con Hidroxiapatita comercial y Bio-hidroxiapatita.



ANTECEDENTES

Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es una rama de la biomedicina que tiene como objetivos
reemplazar, reparar o mejorar la funcion bioldgica de érganos o tejidos dafnados
mediante la implementacion de materiales que son utilizados como sustitutos
biologicos. Algunos de los factores de mayor relevancia en la ingenieria de tejidos
es que los materiales a utilizar proporcionen viabilidad celular al implante, las
propiedades requeridas por el area a tratar y una buena interaccion entre el huésped
y el implante o injerto. Los materiales utilizados en la ingenieria de tejidos suelen
ser estructuras tridimensionales, en las cuales es muy importante su disefio para
gue se pueda adaptar al huésped, ademas de servir como matriz o plantillas que

permiten la adhesion y proliferacion celular de interés (Hollander & Hatton, 2003).

Ingenieria de tejido 6seo

En la actualidad, el cuerpo humano se puede ver afectado por diferentes
padecimientos, tales como enfermedades, lesiones o traumatismos no reversibles,
los cuales necesitan una gran variedad de tratamientos para hacer posible su
reparacion, reemplazo o regeneracion. En el caso del tejido 6seo, la mayoria de las
veces no puede haber una regeneracion propia y, en casos como fractura, es
necesario recurrir a tratamientos 6seos restauradores como autoinjertos (en el
mismo paciente), aloinjerto (de otro individuo), isoinjertos (de un donador
relacionado genéticamente con el receptor) incluso de animales (también llamado
xenoinjertos) o también implantes metalicos de titanio y sus diferentes aleaciones,
solo que todas estas opciones pueden tener algunas complicaciones como el
rechazo en el caso del trasplante o una integracion pasiva de los materiales en el
caso de las protesis metalicas (Soto & Texis, 2005). Debido a las complicaciones



de compatibilidad, existe poca disponibilidad de tejidos, cuando hablamos de los

gue dependen de donantes, para estos tipos de tratamientos o restauraciones.

Uno de los objetivos de la ingenieria de tejidos es generar sustitutos de tejidos
naturales o simularlos, esto debido a la poca disponibilidad de tejidos para los
tratamientos. No solo se busca remplazar los tejidos dafados, si no también
regenerar los tejidos comprometidos, en ocasiones desde unas pocas células o
hasta desarrollar simuladores biolégicos que ayuden a desarrollar, mantener o

mejorar la funcidn del tejido natural, en este caso del tejido éseo.

Algunos de los componentes del tejido 6seo son organicos como el colageno,
osteonectina, factores de crecimiento, proteoglicanos y proteinas morfogenéticas
del hueso (BMP), asi como también componentes inorganicos como hidroxiapatita,
que es uno de los principales componentes de la matriz extracelular (MEC), donde
se lleva a cabo el desarrollo de células especificas como osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos. El hueso sano tiene excelentes cualidades como su regeneracion con
el detalle de que, si su lesion o defecto compromete la integridad 6ésea superando
cierto nivel critico, este no se podra auto regenerar y se necesitara recurrir a alguna
intervencion probablemente quirdrgica. En el caso del trasplante autogénico, este
consiste en utilizar injertos 6seos del mismo paciente, siendo una opcidén con
grandes ventajas ya que este tipo de trasplantes son histocompatibles y no

presentan inmunogenicidad (Martin-Piedra A, 2019).
Un material de injerto 6seo debe de presentar las siguientes propiedades:

Osteoconduccion: proceso donde, por medio de una matriz, es permitido el
crecimiento de células pasivamente, asi como también tejidos y vascularizacion en

la zona donde se llevd a cabo el implante.

Osteoinduccién: En este proceso, la diferenciacion de células madre es promovido

por factores de crecimiento exdgenos, logrando la formacién de nuevos huesos.

Osteogénesis: Proceso que se lleva a cabo cuando las células madre procedentes

del donante o del huésped permiten sintetizar nuevo hueso.



Osteointegracion: Proceso en el cual se da un crecimiento de hueso con macro y

microporos de la matriz.

Los autoinjertos presentan todas las propiedades necesarias antes mencionadas,
pero también cuentan con sus limitaciones y complicaciones, las cuales suelen ser:
una segunda intervencion quirurgica, que ademas de ser procedimientos costosos
también afectan la calidad de vida del paciente, otro punto que destacar es que en
ocasiones el paciente llega a necesitar cantidades de trasplante mayores a las
disponibles (Martin-Piedra A, 2019).

Los trasplantes de un donador externo, ya sea vivo o cadaver son otros de los mas
utilizados, siendo estos los aloinjertos. Estos materiales llegan a ser
histocompatibles o se procesan segun los requisitos de la zona donde se injertaran
y esto suele reducir sus propiedades osteoinductoras. Algunos riesgos de los
aloinjertos son que se pueden transmitir infecciones o provocar reacciones inmunes.
Otra alternativa como ya se menciond, son los implantes metalicos compuestos por
titanio y sus diferentes aleaciones, estas proporcionan un gran soporte, pero como
todo, también presentan algunas limitaciones y desventajas como que no se
degradan, tienen elevada rigidez, pueden llevar a fractura, no se integran con el

tejido del aceptor y pueden transmitir posibles infecciones (Martin-Piedra A, 2019).

La ingenieria de tejidos ha buscado durante los ultimos afios otra alternativa para el
caso en que las dimensiones de los defectos 6seos son criticas, asi como también
mejorar la disponibilidad de terapias 6seas. Generalmente podemos mencionar “la
triada de la ingenieria de tejidos”, la cual se compone de tres elementos necesarios

para la regeneracion del tejido, estas son:

1.- Andamios tridimensionales o matrices: estos elementos estan formados por
biomateriales que brindan cierta porosidad, soporte y entorno de crecimiento, lo cual
aporta un medio apto para desarrollar la proliferacion celular de interés.

2.- Células: que las células de interés logren replicarse y/o diferenciarse en la matriz

para poder formar tejidos.



3.- Factores de crecimiento: debe de haber factores como hormonas o proteinas
que logren estimular la diferenciacion, proliferacién y crecimiento celular. En algunos
casos, estos factores de crecimiento se pueden llegar a sustituir por medio de
estimulos fisicos, los cuales inducen la evolucién de las células e inician con un
proceso in vitro y llegando a la implementacién, siempre y cuando sea en el lugar

adecuado.

En el caso de la ingenieria de tejido 6seo (ITO), como en toda ingenieria de tejidos,
el imitar la morfologia, estructura y propiedades de la matriz extracelular (MEC) es
de vital importancia, ya que en ella es donde se lleva a cabo el desarrollo de las

células que conformaran el nuevo tejido.

Las Matrices constructoras de tejido 6seo (MCTO) deben cumplir con distintas

propiedades basica como las siguientes:

Biocompatibilidad: Es cuando el material se logra integrar con el tejido del huésped

sin causar respuesta inmune. Algunos ejemplos pueden ser los fosfatos de calcio.

Biodegradabilidad: Proceso en el cual el material se degrada para adaptarse y
permitir el desarrollo de nuevo tejido mientras que se reemplaza el material de la

matriz. Un ejemplo son los vidrios bioactivos de borato.

Bioabsorbilidad: Proceso que se lleva a cabo a cierta velocidad a la cual se logra
degradar el material, similar a la regeneracion y al crecimiento del nuevo tejido.

Algunos ejemplos son el Acido polilactico (PLA) y el Acido poliglicélico (PGA).

Biomimésis: En este proceso se adopta la estructura macro y microscopica que imita

la caracteristica del tejido que se planea imitar.

Bioactividad: Proceso en el cual se estimulan respuestas celulares, también el
material logra contribuir con algunas caracteristicas similares al tejido que se quiere

simular.

Propiedades mecanicas: Proporcionan soporte a los defectos y fuerzas de carga in

Vivo.



Microarquitectura: Son estructuras que distribuyen las tensiones en la matriz,

logrando uniformidad.

Osteoconductividad: Propiedad que logra que las células osteoprogenitoras

promuevan su diferenciacion celular en el area con defecto.

Porosidad: El material cuenta con poros que tienen tamafio adecuado para permitir
vascularizacion y en los cuales se da un area superficial que permite el crecimiento
celular (Martin-Piedra A, 2019).

Entre algunos de los materiales estudiados por la ingenieria de tejidos destacan la

preparacion de andamios o fibras basados en materiales poliméricos.

Polimeros

Los polimeros son macromoléculas formadas a partir de unidades (monomeros),
estos se encuentran en cadenas unidas entre si por enlaces quimicos. El peso
molecular de estas macromoléculas es definido como peso molecular promedio y
es la suma de las masas atdmicas en cada molécula. La gran mayoria de los
polimeros se basa en atomos de carbono ya que son organicos, aunque también
existen polimeros inorganicos como por ejemplo siliconas basadas en redes de Si-
O. Ademas de encontrarse en la naturaleza como ADN, proteinas y lipidos por decir
algunos, existen polimeros sintéticos y semisintéticos, siendo estos ultimos una
combinacién de los naturales y sintéticos. Los plasticos forman parte de los
materiales poliméricos ya que estan constituidos principalmente de polimeros
sintéticos o semisintéticos. En la polimerizacion, pequefias moléculas (monémeros,
de una unidad) se van uniendo por enlaces covalentes desde pocas unidades
(oligbmeros) hasta formar polimeros (moléculas gigantes), se van produciendo
largas cadenas donde los atomos quedan fuertemente unidos. Los polimeros son
muy utilizados en distintas areas y una gran variedad de aplicaciones, entre las
cuales podemos nombrar la industria textil, jugueteria, recubrimientos, pinturas,

neumaticos, adhesivos, empaques para alimentos, industria automotriz, electrénica,



cosmeéticos, incluso en medicina e ingenieria de tejidos (Askeland, 2004). Los
polimeros se utilizan con mas frecuencia en areas como biomedicina, siendo la
ingenieria de tejidos la que mas centra sus investigaciones en estos materiales para
aplicaciones como protesis de érganos o huesos, simuladores de injertos de piel,

entre otros (Koltzenburg, 2017).

Las aplicaciones de estos materiales dependen mucho de su composicion y sus
propiedades, algunas de las propiedades a tomar en cuenta son: resistencia
mecanica, estabilidad térmica, resistencia a la degradacion tanto por quimicos como
por radiacién ultravioleta (UV), resistencia a campos eléctricos, apariencia, costos

de produccidn, peso, resistencia al fuego, entre otras (Koltzenburg, 2017).

Biopolimeros

Los biopolimeros son polimeros presentes en los seres vivos o bien, polimeros
sintéticos a partir de materiales biocompatibles con los seres vivos. Estos pueden
ser producidos mayormente de recursos naturales, ya que algunos son producidos
por microorganismos o por alimentos como el maiz. Algunos biopolimeros
desarrollados en el campo de los biomateriales son los polimeros sintéticos, que
son bioabsorbibles al tener la capacidad de degradarse en el organismo; esto los
hace muy buenos candidatos para su uso en medicina y el campo biomédico. Esta
degradacion es posible gracias a la hidrélisis que se da en el cuerpo humano, la
cual ayuda a que después los restos del material puedan ser eliminados o
metabolizados por el mismo organismo. Al implementar el uso de este tipo de
materiales, se evitan consecuencias como infecciones, fibrosis u otras secuelas que
suelen presentarse en el uso de materiales de injertos o implantes. Algunos de los
biopolimeros mas estudiados son el acido polilactico (PLA), el acido poliglicélico
(PLGA), entre otros (Valero-Valdivieso et al. 2013).



Acido polilactico (PLA)

El PLA es un poliéster termoplastico, biodegradable, biocompatible y ampliamente
utilizado en la ingenieria de tejidos debido a estas propiedades, ademas, es
producido a partir de recursos ecolégicos como el trigo y el maiz, entre otros. Se ha
demostrado en estudios previos que el PLA tiene capacidad de permitir el
crecimiento de tejido biolégico mientras se degrada, simulando asi una excelente
matriz polimérica, la cual como ya se mencion0, al hidrolizarse no provoca reaccion
de rechazo y se reabsorbe, ademas de ser no téxico e inerte (Luisa F. Ardila et al.,
2011). El PLA tiene una gran variedad de aplicaciones en distintas areas como
medicina, industria alimentaria, textil, cosmeticos, electronica, entre otras (Li,G. et
al., 2020).
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Figura 1. Composicién quimica del acido polilactico (PLA) (Bouamer et al. 2018).

Sintesis de PLA

La sintesis del PLA se lleva a cabo polimerizando el acido lactico, esta se ha logrado
por diferentes vias, siendo la policondensacion la mas sencilla. Por esta via, se logra
obtener el PLA con la caracteristica de que su peso molecular es bajo. En el caso
de la obtencién de PLA con alto peso molecular, la via a seguir de esta sintesis es

por medio de polimerizacion por apertura de anillo (ROMP) del dimero de lactida
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(dimero ciclico de acido lactico), y es necesario utilizar catalizadores y/o iniciadores,
los cuales pueden ser acidos y bases de Lewis con compuestos organometalicos
como o6xidos, carboxilatos y alcéxidos. Ambas reacciones se pueden observar en
las Figuras 2 y 3 (Ali & Ismail, 2018).
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Figura 2. Polimerizacién del PLA por policondensacion (Ali & Ismail, 2018).
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Figura 3. Polimerizacién del PLA por apertura de anillo (Ali & Ismail, 2018).
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Hidroxiapatita

La hidroxiapatita (HAp) es un fosfato de calcio que se encuentra entre las ceramicas
mas altamente estudiadas, ya que en areas de la medicina como la ortopedia y

odontologia se han estudiado materiales que demuestran su biocompatibilidad.

La HAp permite el crecimiento 6seo alrededor del material implantado en un corto
periodo de tiempo, por lo cual la HAp se considera como material a integrar en
prétesis e implantes 6seos (Reis, P. R. S., 2018). La férmula general de HAp, en su
forma estequiométrica, es Ca1o(OH)2(PO4)s, como se observa en la Figura 4, siendo
esta un mineral que tiene una composicion quimica muy similar a la parte de la
matriz inorganica que forma al hueso, por lo tanto, la HAp presenta una gran

similitud y afinidad con el tejido 6seo (Rodriguez, 2014).

La HAp puede obtenerse de forma sintética, o de forma natural a partir de huesos
de humanos o animales, asi como también de esqueletos de corales y cascara de
huevos. Dependiendo del método de obtencion de la HA, variaran sus propiedades

morfolégicas y fisicoquimicas (Orozco Cardona et al., 2014).

En el caso del hueso humano, este tiene en su composicion iones Ca2*, PO4%*, CO3?%
, Mg?*, Na*, K*, CI'y F-y la HAp natural contiene ademas de iones de P-, Ca%*y OH-
también pequefias cantidades de CO3%, Mg?*, Na* y trazas de algunos elementos
como F-, Cl'y K" hacienda la relacion Ca/P diferente a la estequiométrica obtenida
artificialmente, las trazas de estos iones la hacen mas similar al hueso humano y a

esto se atribuyen las ventajas en los procesos biolégicos (Mendez Gonzalez, 2016).
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Figura 4. Estructura de la hidroxiapatita (K. Hapuhinna et al.2019).

Materiales compdésitos

Aunque existe una gran variedad de materiales, no se ha encontrado el material
ideal, el cual cuente con todas las propiedades necesarias para su aplicacion. Si
hablamos de aplicaciones biomédica, propiedades tales como biodegradabilidad,
bioabsorcion, firmeza, propiedades mecanicas, e induccién de la adhesion y
proliferacion celular, entre otras, son deseables. Los materiales compédsitos o
materiales compuestos estan formados por dos o0 mas materiales que estan
combinados macroscépicamente pero no son solubles entre ellos. Como resultado
de estos materiales compositos, se ha logrado obtener las aportaciones deseadas
de ambos materiales, haciendolos excelentes candidatos para areas como la
ingenieria de tejidos, como por ejemplo ceramicas y polimeros. Estos materiales se
pueden procesar en su mayoria por las mismas técnicas que los distintos polimeros,
como la extrusién, la compresion, entre otras, pero una que en particular destaca
por su utilidad y versatilidad en la ingenieria de tejidos es la técnica de electrohilado
(Luisa F. Ardila et al., 2011).
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Técnica de electrohilado

La técnica de electrohilado es una técnica versatil y facil de utilizar, en la cual se
pueden producir fibras a diferentes escalas, tanto nano como micrométricas. Las
fibras fabricadas pueden imitar una matriz extracelular o bien sirven como un
andamio en la ingenieria de tejidos. La versatilidad de esta técnica se debe a los
materiales que se pueden utilizar, polimeros que pueden ser naturales, sintéticos o
compuestos, ademas que a estos diferentes polimeros se le pueden acoplar una
gran variedad de materiales y por diferentes métodos. El proceso del electrohilado
consiste en el uso de fuerzas electrostaticas para sintetizar fibras, el dispositivo se
divide en 3 componentes basicos: una fuente de alto voltaje que consta de una
corriente eléctrica con varias decenas de kV, un sistema de inyeccién y un colector
metalico. Al aplicar un alto voltaje a la solucion, se induce la carga de la solucion y
se crean las fuerzas repulsivas entre las cargas de la solucién, esto aumenta el
campo eléctrico inducido por el cambio de voltaje aplicado. Cuando las fuerzas
electrostaticas se equilibran con la tensién superficial, se forma el cono de Taylor,
una regioén en la cual se observa una forma cénica en la punta de la jeringa orientada
hacia el colector metalico. Una vez que las fuerzas electrostaticas superan la tension
superficial, un chorro de la fibra cargada es expulsado desde la punta de la jeringa
que tiene el cono de Taylor, depositandose asi en el colector metalico. Mientras el
contenido de la jeringa viaja al colector, el disolvente se esta evaporando, por lo
tanto, en el colector sélo queda depositada la fibra. En el proceso de electrohilado,
se pueden ajustar varios parametros (Figura 5), produciendo asi una gran variedad
de fibras con diferentes morfologias y, por lo tanto, también aplicaciones. (Castro
Menezes, 2017).

Parametros de electrohilado. Como se muestra en la Figura 5, existen distintos
tipos de parametros al momento de ejecutar la técnica de electrohilado. De acuerdo
con Long, Y. Z. y colaboradores (Long, Y. Z., et al.,, 2019) y Molfino, H. y

colaboradores (Molfino, H. et al., 2020) los parametros de electrohilado pueden
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definir las caracteristicas de las fibras electrohiladas y como muestran en la Tabla
1.

Tabla 1. Parametros de Electrohilado.

PARAMETRO

AUMENTADO

DISMINUIDO

Variables del entorno

Humedad Fibras con poros. Disolventes volatiles se evaporaran muy
rapido.
Temperatura Al aumentar la temperatura se produce disminucién del diametro de las fibras.

Variables de la solucion

Concentracion

Dificulta a la solucién pasar por el capilar

Las fibras no se logran formar antes de

llegar al colector, en su lugar se forman

gotas.
Conductividad Fibras mas delgadas debido al mayor transporte de cargas. Menor estiramiento, fibras mas gruesas
debido al menor transporte de cargas.
Viscosidad Menor generacion de perlas, aumento del diametro de las Se producen perlas.

fibras.

Peso molecular

Reduccién de la cantidad de perlas y gotas.

Presencia de perlas y gotas.

Volatilidad del solvente

Presencia de poros en la superficie. Rapida evaporacion.

Lenta separacion de las fases y lenta
evaporacion del solvente. Grosor en las

fibras.

Estructura molecular

El polimero rara vez es totalmente cristalino, ya que, al solidificarse la viscosidad se ve aumentada e

impide el movimiento de las macromoléculas al ordenarse como cristal.

Variables del electrohilado

Distancia A distancias muy elevadas, las fibras se pueden romper El solvente no se alcanza a evaporar,
debido al peso y/o se obtienen fibras delgadas. Aparecen aparecen defectos como perlas.
defectos como perlas.

Voltaje Fibras de diametros menores, perlas de mayores tamafios Falta impulso para que la solucion llegue

al colector y se evapore el solvente.

Flujo Fibras con  mayores didmetros, perlas de tamafios Fibras sin defectos, tiempo de
aumentados. evaporacion aumentado, menores

diametros.

Colector Placa metalica: fibras ordenadas al azar. Rotor: fibras alineadas.
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g Temperatura ........ Variables de la solucion
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Conductividad @ Volatilidad del Solvente

Viscosidad @ Estructura Molecular

Gl Variables del electrohilado

Figura 5. Esquema representativo del proceso de electrohilado (Long et al., 2019).
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EXPERIMENTAL

Materiales

Sintesis de las fibras: Poli (acido lactico) (PLA, peso molecular =119 kDa, Nature
Works Ingeo), N-hidroxisuccinimida (Sigma-Aldrich), N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-
etilcarbodiimida hidroclorida (Sigma-Aldrich), Acido L-Glutamico (Sigma-Aldrich),
N,N-Dimetilformamida (Sigma-Aldrich), Diclorometano (Sigma-Aldrich), Bio-
hidroxiapatita obtenida de hueso de res tratada quimica y térmicamente (=20 pum,

CINVESTAV, Querétaro, México), Hidroxiapatita comercial (Captal).

Cultivo celular: Medio de cultivo RPMI (con piruvato, L-glutamina, rojo de fenol,
CLAISSON), Bicarbonato de Sodio (Sigma-Aldrich), Suero Fetal Bovino (PBS,
BioWest), Penicilina-10 mg de Estreptomicina/mL, (Sigma-Aldrich), tripsina-EDTA
(0.25%, Sigma-Aldrich), azul de tripano (solucion 0.4%, Sigma-Aldrich).

Metodologia

Preparaciéon de soluciones.

Tratamiento de sonicacion a Hidroxiapatita.

Se prepararon las soluciones poliméricas al 15% (p/v) de PLA en los solventes DMF
y Diclorometano (80:20) agitando hasta homogenizar. Se agregd 5% (p/v) de C-HAp
a la solucion polimérica previamente preparada y homogenizada, se agité hasta
homogenizar y, posteriormente, se dio tratamiento de sonicacion por 30 min. Se

repitié el mismo procedimiento para la solucion PLA y B-HAp.

17



Tratamiento quimico a Hidroxiapatita.

Se colocaron en un reactor 0.5 g de acido L-Glutamico, 0.2 g de NHS (N-
hidroxisuccinimida) y 0.2 g de EDC (N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida
hidroclorida) en 10 mL de PBS, se mantuvieron en agitacion constante a
temperatura ambiente por 13 h. Una vez pasado el tiempo, se agregaron 0.5 g de
C-HAp y 10 mL de PBS a la solucion previamente preparada y se dejo reaccionar
por 6 h agitando constantemente a temperatura ambiente. La solucion se dializd
durante 3 h a temperatura ambiente con agua desionizada en membranas de
celulosa manteniendo un pH de 7.4. Se descarto el sobrenadante y se puso a secar
durante 2 h a 50 °C con vacio. Una vez concluido el tratamiento quimico de la C-
HAp, se pesaron 0.5 g y se agregaron a la solucidén polimérica, se agité hasta
homogenizar. Se siguieron los mismos pasos para el tratamiento quimico de la B-
HAp.

Electrohilado.

Se electrohilaron las diferentes formulaciones utilizando los mismos parametros de
electrohilado: volumen de 5 mL, distancia de la punta de la aguja al colector metalico
de 15 cm, voltaje de 17 kV y un flujo de inyeccidén de 3.6 mL por h. El arreglo de
electrohilado fue sencillo y horizontal con una placa recolectora de aluminio
conectada a tierra. Una vez electrohiladas las fibras se secaron por 24 h en estufa
de vacio a 50 °C para eliminar los restos de solvente que pudieran haber quedado.

En la tabla 2 se muestran las formulaciones preparadas.
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Tabla 2. Formulaciones de las fibras electrohiladas.

Formulacién Cantidad de Cantidad de Solvente
polimero (%) HAp (%)

PLA 15 DMF-DCM

PLA-HACSON 15 5 DMF-DCM

PLA-HACTQ 15 5 DMF-DCM

PLA-bHASON 15 5 DMF-DCM

PLA-bHATQ 15 5 DMF-DCM

Microscopia electrénica de barrido -Espectroscopia de energia dispersiva de

rayos X (MEB-EDS).

Se analizaron las fibras electrohiladas con sus distintas formulaciones utilizando un
microscopio marca JEOL JSM modelo 5410LV. Las muestras se colocaron en un
porta muestra de cobre utilizando cinta doble de carbono y se realizd6 un
recubrimiento con oro. El fin del analisis fue estudiar la morfologia, las distribuciones
de didmetro y tamafo de poro de las fibras, las cuales se analizaron mediante el
software ImageJ® (Instituto Nacional de Salud (NIH), USA). Se utiliz6 la técnica de
EDS para confirmar la presencia de HAp con un analisis elemental semicuantitativo,
para lo que se realizaron mapeos en zonas de la muestra para evaluar la distribucion

de los elementos que componen la fase de la HAp en las muestras y corroborar su

presencia.

Caracterizacion de las nanofibras.

Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Con el fin de demostrar los espectros caracteristicos del material, se analizaron las
fibras por medio del sistema ATR con detector de diamante en un equipo Perkin




Elmer Frontier utilizando un barrido del espectro de numero de onda desde 4000

cm™' hasta 400 cm' con una resolucion de 4 cm™ y 16 barridos.

Difraccion de Rayos X

La estructura cristalina de las muestras fue analizada mediante la técnica de
difraccion de Rayos X (DRX) en el difractometro marca Rigaku modelo SmartLab,
usando radiacion CuKa (A= 1.54 A), y a 40 kV y 20 mA. La medicion se realizé en
el rango de 7° a 70° en 26, con un paso de 0.02° y un angulo de incidencia de 2°.
Los datos se graficaron utilizando el software OriginLab®. El analisis se realiz6
antes y después de recubrir las fibras y se identificd la presencia de la fase de la
HAp. Para corroborar la presencia de HAp se tomdé como referencia la ficha
identificada como JCPDS:00-009-0432.

Analisis termogravimétrico (TGA)

Se analizaron las propiedades térmicas de las fibras por medio de TGA utilizando
un equipo Pyris 1 con automuestreador marca Perkin Elmer. Se pesaron
aproximadamente 5 mg por muestra y se realizaron corridas de 25 °C hasta 900 °C,
utilizando una velocidad de calentamiento de 10 °C/min y un cambio de gases N202
a 600 °C. Los termogramas obtenidos sirvieron para determinar las temperaturas

de velocidad maxima de descomposicion de los materiales.

Pruebas Micromecanicas.

Ensayo de Traccion. Se determinaron las propiedades mecanicas de las fibras
electrohiladas con las diferentes formulaciones en una maquina universal de
pruebas Electroforce 51-10 utilizando Win Test 7. Se cortaron probetas (5 mm de

largo por 2 mm de ancho), se colocaron a una distancia de 12 mm y se alargaron a
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una velocidad de 1 mm/s hasta producir el fallo. Posteriormente, se calcularon la
resistencia a la traccion, el porcentaje de elongacién y el modulo de Young a partir

de las curvas de alargamiento de deformacion obtenidas.

Cultivo celular in vitro

Experimento de citotoxicidad por contacto directo.

Cultivo celular

Se cultivaron osteoblastos de la linea SAOS-2 en frascos de cultivo de 25 mm?, con
medio de cultivo RPMI (con piruvato, L-glutamina, rojo de fenol) suplementado con
2g/L de Bicarbonato de Sodio, 5% de PBS, 1% de antibioticos (10,000 U. I. de
Penicilina-10 mg de Estreptomicina/mL). Las células se mantuvieron en incubacion
a 37 °C y 5% de CO2 con cambios de medio cada segundo o tercer dia. Cuando las
células llegaban a confluencia se realizaba un pasaje celular de la siguiente manera:
se retiraba el sobrenadante del frasco de cultivo, se realizaba un lavado con solucién
salina estéril para después descartarla. Se agregaba 1 mL de solucién de tripsina-
EDTA (0.25%) al frasco con las células adheridas y se incubaba por 5 min a 37 °C
con COz2. Se agregaron 2 mL de RPMI suplementado al frasco de cultivo para
inactivar la tripsina y se subia y bajaba el medio con ayuda del pipetor para despegar
todas las células de la pared. Después se paso la suspension celular del frasco de
cultivo a un tubo cénico limpio y estéril. Se centrifugé por 7 min a 1200 rpm. Se saco6
el tubo de la centrifuga y se descart6 el sobrenadante evitando sacudir el tubo para
no perder el pellet celular observado al fondo del tubo cénico. Se agregaba 1 o 2
mL de medio RPMI para resuspender las células subiendo y bajando el medio con
el pipetor. Un quinto de la suspension se utilizaba para resembrar en el frasco de
cultivo o se contaban las células para prepararlas a la concentracion deseada y

sembrarlas para el experimento.
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Conteo Celular

Se tomaron 90 pL y se procedio a contar las células en camara Neubauer con 10

ML de azul de tripano (solucién 0.4%).

Preparacién de las muestras

Se cortaron las fibras electrohiladas de las distintas formulaciones: PLA, PLA-C-
HAp con tratamiento de sonicacion, PLA-C-HAp con tratamiento quimico, PLA-B-
HAp con tratamiento de sonicacién y PLA-B-HAp con tratamiento quimico en discos
de 5 mm de diametro y se esterilizan con luz ultravioleta por ambos lados por 15

min en la campana de flujo laminar.

Se colocaron las muestras en una placa para cultivo de 96 pocillos colocando 3
fibras de cada formulacién por cada dia a evaluar (dias 1, 3 y 5). Una vez colocadas

las fibras en la placa, se volvi6 a irradiar con luz ultravioleta antes de utilizar.

Sembrado de células

Se contaron 357500 cel/mL y se prepard una dilucion de 7 mL (6.021 mL medio
RPMI con 0.979 mL de células). Posteriormente, en la placa con las fibras, se
sembraron 100 pL de la dilucién de las células en cada pozo, sembrando también

un control sin fibras.

Determinacion de viabilidad celular mediante la prueba de la resazurina

Un dia después de sembrar las células en las fibras electrohiladas, se prepard una
solucion de resazurina 1:200. Se retiraron 100 pL de medio de cada dia,
correspondiente al dia de medicion y se agregaron 100 pL de la solucion de
resazurina y se incub6 por 4 h a 37 °C con CO2. Una vez pasadas las 4 h de
incubacion, se retiraron 50 uL de cada pozo correspondiente al dia y se colocaron

en una placa limpia para proceder con su lectura. Se agregd un control conteniendo
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solo medio RPMI y un control sin células (solo solucion de resazurina), estos
leyéndose por triplicado al igual que las muestras. Se midio la absorbancia en un
espectrofotometro SYNERGY HTX multi-mode reader, utilizando el software Gen
2007 donde se hicieron dos lecturas, una a 570 nm y otra a 600 nm,
correspondiendo a las concentraciones de resazurina y resofurina,
respectivamente. Se repitio el procedimiento para los dias 3 y 5 de cultivo para su
posterior analisis de datos. Se repitid el experimento de contacto directo, pero
sembrando 5 x103 células por pozo y evaluandose la viabilidad celular los dias 1, 2

y 3 de cultivo.

Preparacién de las membranas para observacion en el Microscopio electrénico de
Barrido (MEB)

Después de llevar a cabo las pruebas de citotoxicidad en contacto directo, se retird
el medio (resazurina/RPMI) restante de cada pocillo a evaluar, se fijaron las
muestras agregando a cada pocillo 200 pL de glutaraldehido 2% en PBS estéril
filtrado y se dejaron a temperatura ambiente por 5 h, después se lavaron con PBS
para después ser deshidratadas en series crecientes de etanol (al 50%, 60%, 70%,
80%, 95% y al 100%) por 10 min cada uno. Después del ultimo cambio de etanol,
se dejaron secar las muestras durante toda la noche en la cabina de bioseguridad
a temperatura ambiente y con el flujo de aire. Una vez secas las membranas, se

recubrieron con oro para después ser evaluadas morfolégicamente mediante MEB.

Experimento de citotoxicidad de extractos.

Las distintas formulaciones de las fibras electrohiladas se cortaron en discos de 5
mm de diametro y se esterilizaron con luz UV por 30 min por cada lado. Los
extractos se obtuvieron colocando 10 mg de las fibras electrohiladas en 2.5 mL de
medio RPMI (con piruvato, L-glutamina, rojo de fenol) suplementado con 2g/L de
Bicarbonato de Sodio, 5% de SFB (Suero Fetal Bovino), 1% de antibioticos (10,000
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U. I. de Penicilina-10 mg de Estreptomicina/mL). Después de 72 h, los extractos se

diluyeron a 1:2, 1:4 y 1:8 utilizando mas medio de cultivo RPMI suplementado.

Las células se sembraron en la placa de cultivo en una concentracién de 10 000
células/pozo y se incubaron por 24 h; pasado este tiempo, se retird el medio de
cultivo y se agregaron los extractos con las diferentes diluciones, estos se incubaron
a 37 °C por 1, 2 y 3 dias. Como control se usaron pozos con la misma cantidad de

células en medio de cultivo suplementado sin los extractos.

Después de cada tiempo de cultivo, se determiné la viabilidad celular mediante la
prueba de la resazurina. La absorbancia se leyé en un espectrofotdmetro
SYNERGY HTX multi-mode reader, utilizando el software Gen 2007 donde se
hicieron 2 lecturas, una a 570 nm y otra a 600 nm, correspondiendo a las

concentraciones de resazurina y resofurina, respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se sintetizaron fibras mediante la técnica de electrohilado obteniendo 5 diferentes
formulaciones, fibras de PLA, de PLA e C-HAp con tratamiento de sonicacion
(HAcSON), de PLA e C-HAp con tratamiento quimico (HAcTQ), de PLA y B-HAp
con tratamiento de sonicacion (b HASON) y de PLA y B-HAp con tratamiento quimico
(bHATQ). A simple vista las fibras de las diferentes formulaciones se veian

homogéneas, de color blanco y sin gotas depositadas en ellas.

Al estar sintetizando las fibras, se observo la notoria diferencia en la precipitacion
de la HAp en la solucion durante el electrohilado. En el caso de las fibras con
tratamiento de sonicacion, la solucidén dentro de la jeringa se tenia que agitar cada
1 mL depositado ya que se observaba como se iba depositando la HAp al fondo de
la jeringa, mientras que las formulaciones con tratamiento quimico no mostraban
este comportamiento, o que se puede atribuir a la contribucion del tratamiento

guimico en cuanto a la dispersion de la HAp desde la solucion en la jeringa.

Caracterizacion de las fibras electrohiladas.

Microscopia electrénica de Barrido (MEB)

En la Figura 6 se muestran las morfologias de las fibras electrohiladas con sus
diferentes formulaciones ordenadas de la siguiente manera: 6A y 6B son
micrografias de las fibras electrohiladas de PLA, 6C y 6D de fibras electrohiladas de
PLA e C-HAp con tratamiento de sonicacion (HAcSON), 6E y 6F de PLA e C-HAp
con tratamiento quimico a la HAp (HAcTQ), 6G y 6H de PLA y B-HAp con
tratamiento de sonicacién (bHASON), 61 y 6J de PLA y B-HAp con tratamiento
quimico a la HAp (bHATQ). En algunas de las micrografias de la Figura 6 se sefialan
con flechas algunas particulas de HAp presentes en las muestras. Los diametros
obtenidos de las micrografias se muestran en la Tabla 3; para obtenerlos, se
promediaron los diametros de 50 fibras por micrografia. En las micrografias se
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pueden observar fibras sin defectos como gotas o perlas y sin porosidades. Las
Figuras 6A y 6B muestran las fibras de PLA puro, estas fibras tuvieron los diametros
menores de todas las formulaciones y a diferencia de las que contienen HAp, se
observan fibras lisas y sin agregados. En las imagenes de las fibras de PLA e
HAcSON (6C y 6D) se observan fibras de mayor diametro (1.281 um) con agregados
de HAp. Para las fibras de PLA e HAcTQ (6E y 6F), se observan fibras mas delgadas
que con el tratamiento de sonicacion (con un diametro de 1.162 um), y se consigue
mayor distribucién de particulas de HAp. Este resultado podria ser un indicador de
que el tratamiento quimico aplicado a la HAp tiene un impacto en la distribucién de
la HAp en las fibras. En las imagenes de las fibras PLA y bHASON (6G y 6H) se
observa mayor cantidad de particulas de HAp incrustadas en las fibras distribuidas
en el polimero y, como se mostro en la Tabla 3, esta distribucion se refleja en un
aumento del diametro en comparacion de las fibras con tratamiento quimico, siendo
esta formulacion, la segunda con diametros mas gruesos. La HAp no se observa en
grandes aglomerados en la superficie de las fibras, si no aparentemente distribuida
homogéneamente, lo cual cumple con lo que se esperaba al plantear el
experimento. Por ultimo, se muestran las micrografias de las fibras de PLAy bHATQ
(6l y 6J), donde se observan fibras de menor didmetro (1.089 um) que, con el
tratamiento de sonicacion, se observan fibras sin poros, perlas o defectos, ademas
de que no se observan las particulas de HAp en la superficie como en las muestras
anteriores. Es importante resaltar los resultados obtenidos de esta nueva
comparacion en los tratamientos para la distribucion de la HAp en las fibras de PLA,
debido a que no se ha comparado antes estas metodologias y se han obtenido

resultados favorables demostrando mas eficiencia en el tratamiento quimico.
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Figura 6. Micrografias de las fibras electrohiladas. (A) y (B) sélo PLA, (C) y (D) HAc
SON, (E)y (F) HAc TQ, (G) y (H) bHA SON, () y (J) bHA TQ, barras marcadoras de
30 umy 6 pm.

Tabla 3. Didmetros obtenidos de las fibras electrohiladas.

Muestra Diametros (um)
PLA 0.803 + 0.166
PLA/HAcCSON 1.281+0.144
PLA/HACTQ 1.162 £ 0.170
PLA/bHASON 1.204 + 0.109
PLA/bHATQ 1.089 + 1.181

En la Figura 7 se observan las micrografias de las fibras electrohiladas de PLA y B-
HAp con tratamiento de sonicacion A, B y C, con tratamiento quimico D, Ey F a
diferentes magnificaciones; las imagenes C y D muestran los mapeos elementales
por EDS de las imagenes B y E. A diferencia de las imagenes de la Figura 6, en la
Figura 7 se logra apreciar la dispersion de la HAp en las fibras electrohiladas. Se

observa una mejor dispersion en las fibras con tratamiento quimico, ya que en las
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fibras con tratamiento de sonicacion se observan aglomerados de particulas de
HAp, lo que demuestra que el tratamiento quimico permitié lograr una distribucion

mas homogénea del ceramico en las fibras de PLA.

e

Figura 7. micrografias EDS y mapeo elemental de las fibras de B-HAp A, By C

con tratamiento de sonicacion y D, E y F con tratamiento quimico.

Se realizd mapeo elemental a las fibras electrohiladas de PLA y B-HAp con
tratamiento de sonicacion (Figura 8) y con tratamiento quimico (Figura 9) con el fin
de identificar la distribucion de los elementos presentes. Con este resultado, se logrd
identificar la presencia de los elementos que C (color rojo) y O (color azul)
correspondientes al PLA, como también P (color verde) y Ca (color morado)
correspondientes a la HAp. Ademas de los iones de P y Ca de HAp también se
lograron identificar trazas de algunos elementos como Mg y Na, correspondientes a
la fuente y metodologia de obtencién de la B-HAp (Giraldo Betancur 2013) (Figuras
10 y 11). La identificacién de estos elementos a nivel traza, si bien los muestra el
espectro, derivado de la mejorada dispersién de la B-HAp con el tratamiento quimico

son menos notorios al compararlos con la B-HAp con tratamiento de sonicacién, en
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donde se tienen cumulos bien marcados. De acuerdo con Méndez en el 2016
(Méndez Gonzalez, 2016), la presencia del Mg y Na, hacen a la HAp mas compatible
con el tejido 6seo humano que la C-HA y a los que se atribuye la mejor viabilidad

celular que evalua en el estudio de viabilidad celular in vitro.

Ca K series C K series

Sum ! P K series Sum O K series

Figura 8. Mapeo elemental de las fibras electrohiladas de PLA y bHASON

Ca K series C K series

| par—vew | | T |
Spm P K series Spum O K series

S ¥ | ST,

Spm Spm

Figura 9. Mapeo elemental de las fibras electrohiladas de PLA y bHATQ.
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Figura 11. Espectro EDS para fibras de PLA y B-HAp con tratamiento de quimico.

Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Se observaron las bandas caracteristicas del material compuesto, que
corresponden al PLA y la HAp (Figura 12), las senales observadas se asignan de la
siguiente manera: en la region de los 1050-1300 cm™' se identifican dos picos
correspondientes al enlace éster del polimero; las bandas de PLA corresponden a
las sefiales de 1085 y 1184 cm'. En la region de 1750 a 1753 cm' identificamos
una banda que corresponde al estiramiento del grupo C=0 caracteristica del PLA,
lo anterior coincide con lo reportado por Kareem, M. M et al. (2020).
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También se identifico la banda caracteristica del PLA, a los 2993 cm’
correspondiente al grupo CHs. En el caso de los demas espectros que contienen
tanto PLA como HAp, se observan las mismas bandas. Las muestras que contienen
HAp presentan un aumento en el ancho de las bandas en la regién de los 1183 y
1184 cm™', ya que la HA tiene una banda en la regién de los 1100 cm-', la cual nos
indica la presencia de los grupos (PO4)-3 caracteristico de la HAp. De acuerdo con
Marin Pareja y colaboradores (Marin Pareja, N. et al.,, 2008) la HAp presenta
sefales alrededor de los 3500 - 3600 cm-" atribuidos al grupo OH, en la Figura 12
alrededor de los 3630 cm™' se logra observar una banda muy débil que podria
atribuirse a los grupos OH-de la HAp, pero a simple vista puede confundirse con

ruido del espectro, pero no esta presente en el espectro correspondiente al PLA.

e
/ b R “\ - L""/“\. ;,‘? ; A
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Figura 12. Espectro FTIR de fibras electrohiladas donde a) PLA, b) PLA-bHASON,
c) PLA-bHATQ, d) PLA-HACSON y €) PLA-HACTQ.
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En la Figura 13 se muestran los espectros de deconvolucion gaussiana de las
muestras que contienen HAp en la regién 1200 cm'a 950 cm'. Se les realizo el
tratamiento matematico conocido como deconvolucidon a los espectros mostrados
en la Figura 7 mediante el software OriginPro para poder observar las bandas de la
HAp que se presenta alrededor de los 1100 cm-! perteneciente al grupo (PO4) y la
banda alrededor de los 1085 cm-' correspondiente al grupo éster del PLA, debido a
gue en el espectro original se observa un solapamiento de bandas por presentar

sefales tan cercanas. Las otras bandas sefaladas son pertenecientes al polimero.
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Figura 13. Espectros deconvolucionados de la Figura 12 de las fibras electrohiladas

que contienen HAp.
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De acuerdo con las bandas obtenidas en el espectro de FTIR de las fibras
electrohiladas, se propone la reaccidon que se muestra en la Figura 14, que es la
que posiblemente se lleva a cabo en el tratamiento quimico que se le da a la HAp.
Esta reaccidn se propone basandonos en el mecanismo reportado por Kim, H. H. y
colaboradores sobre los entrecruzantes EDC y NHS (Kim, H. H. et al., 2015). En el
espectro de infrarrojo no se muestran sefales de grupos amino como el mostrado
en la reaccion, esto se puede deber al hecho de que la proporcion de HAp es del
5% y la cantidad de los grupos amino es muy pequefia con respecto al polimero, lo
cual ocasiona que no se logren observar las senales caracteristicas de este grupo,
Kwak y colaboradores (2016) presentaron este tratamiento quimico y en su caso
evaluaron los espectros FTIR del polvo de la HAp con tratamiento quimico antes de
agregarla a la solucion para evidenciar la presencia del acido L-glutamico, esto

podria llevarse a cabo en un futuro para evidenciar la presencia de dichos grupos .

Hidroxiapatita
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Acido L-glutamico

Figura 14. Representacion de la reaccion del tratamiento quimico dado a la HAp.

Difraccion de Rayos X

Se analiz6 la estructura cristalina por la técnica de difraccidon de rayos x (DRX). En
la Figura 15 se presentan los patrones de DRX de las fibras electrohiladas en sus
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distintas formulaciones. En los patrones de difraccidon se observan los planos
caracteristicos de HA utilizando como referencia JCPDS 09-0432. También se
observa un pico ancho alrededor de los 17°, el cual se atribuye al PLA segun Gorrasi
y Pantani (Gorrasi, G., & Pantani, R., 2013) ya que, al ser una mezcla de los
isdbmeros D y L, el PLA no es completamente amorfo; adicionalmente, tiene mayor
cantidad del isbmero D, a lo que se debe su caracteristica amorfa, pero puede tener
cristalinidad debido a la cantidad del isobmero L y esta se observa el patron de DRX.
Al presentar estos patrones, se demuestra que la HAp esta presente en las fibras
electrohiladas, lo que se contrasta con lo observado en las imagenes obtenidas por
MEB. En cuanto a las diferencias de los patrones obtenidos, se observan patrones
similares en las fibras tanto con B-HAp e C-HAp, donde se observan diferencias es
en los tratamientos a las HAp. Se observa una disminucién en la intensidad de los
picos de las fibras con tratamiento quimico a 25.8°, 31.8°, 32.19°, 32.9°, 39.8°,
46.7°,48.1°,49.4° y 64.07° a diferencia de las fibras con tratamiento de sonicacion,
lo que se puede atribuirse a que en las fibras con tratamiento quimico hay una mejor
dispersion del ceramico en las fibras de PLA, ya que en las fibras con tratamiento
de sonicacidon probablemente se hayan detectado aglomerados de HAp y por eso
presenten esa diferencia en la intensidad de los picos, como se observa en los
mapeos elementales. En el caso de Ramirez-Gutierrez y colaboradores (Ramirez-
Gutierrez et al., 2016), evaluaron HAp obtenida por diferentes métodos y evaluan
su cristalinidad, ellos reportaron que la diferencia en la intensidad de los picos puede
deberse a una mejora en el porcentaje cristalino, entonces se lo podemos atribuir
también a que con el tratamiento quimico se ve afectado el porcentaje cristalino

debido a la funcionalizacién con acido glutamico.
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Figura 15. Patron de Difraccion de Rayos X de las fibras electrohiladas.

Analisis Termogravimeétrico (TGA)

Se analizaron las fibras electrohiladas mediante analisis termogravimétrico y los
resultados se muestran en la Figura 16a. En el termograma de las fibras de PLA se
observo son las mas estables, mostrando un inicio de degradacion térmica a la
temperatura de 298 °C; también podemos destacar que las fibras que mas se
acercan a esta estabilidad térmica son las que se sometieron a tratamiento quimico,
tanto con C-HAp como con B-HAp, siendo asi las fibras menos estables
térmicamente las fibras con tratamiento de sonicacion, lo que evidencia que el

tratamiento quimico otorga mejor estabilidad térmica que el tratamiento de
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sonicaciéon de acuerdo a la Figura 16a. Se calculd la temperatura maxima de
degradacion con la derivada de la curva, como se observa en la Figura 16b, siendo
las fibras de PLA puro las mas estables con un pico a los 364 °C, seguidas de las
fibras de PLA e HAp con tratamiento quimico con una sefial de degradacion maxima
a los 362 °C. De acuerdo con algunos autores (Kareem et al. 2019), aqui
deberiamos observar que las fibras que contienen HAp son mas estables
térmicamente. De acuerdo con Kareem y colaboradores (Kareem et al. 2019) al
agregar la HAp a las fibras puede suceder que, al estar bien distribuidas las
particulas de HAp en las fibras del polimero, estas actuen como barrera ante la
transferencia de calor protegiendo asi al polimero y bloqueando la descomposicion,
por lo tanto tendrian mas estabilidad térmica las fibras con HAp, pero al no obtener
estos resultados, se podria decir que este comportamiento tal vez sea debido a
aglomerados de HAp que no permiten una integracion uniforme de la HAp en el

polimero y, por lo tanto, no otorga esa estabilidad térmica esperada.

a) b)
100 4 — — PLA HACTQ
—— bHASON = e — - —:;’:gg"
— bHATQ ' “;/362409 C :gl::SON
—— HACSON
HACTQ ' [
\L, 351.38°C

50

\ L/361 .92°C

334.58°C
»
M/ang"c
T

T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura °C Temperatura (°C)

% Peso

Figura 16. a) Termogramas y b) DTG de: Fibras de PLA, bHASON, bHATQ,
HAcSON, y HAcTQ haciendo un barrido de temperatura de 10 °C por min desde 25-

900 °C en atmosfera de Nitrogeno.
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Pruebas Micromecanicas

Ensayo de Traccion

Al realizar los ensayos de traccidn, cuyos resultados se muestran en la Tabla 4, se
observo que las fibras con mayor Médulo de Young fueron las dos formulaciones
con C-HAp, seguidas de las fibras que contienen B-HAp con tratamiento de
sonicacion. Con la evidencia anterior, se puede deducir que el agregarle HAp a la
solucion del polimero, aumentd su modulo de elasticidad, ya que las fibras que solo
contienen PLA son las que presentan menor Mdédulo de Young. Los resultados
obtenidos en cuanto al mddulo de Young son similares a los reportados por Muna
M Kareem y colaboradores (Muna M. Kareem et al. 2019) al evaluar fibras
electrohiladas de PLA e HAp de un solo nucleo en 2D. Es importante destacar que,
de acuerdo con Encinas M. (Encinas, M., 2015), los resultados obtenidos indican
que un area posible de aplicacion de estas fibras es en hueso cortical, ya que en
esta area se necesita un modulo de Young en un rango de 0-4 GPa. Otra cualidad
que destacar, es el hecho de que aumentd considerablemente el porcentaje de
elongacion de las fibras, lo cual seria una gran ventaja ya que ayudaria a que las
fibras soportaran mayor alargamiento antes de la fractura, las fibras de PLA con B-
HAp con tratamiento de sonicacién presentan alrededor del 50 por ciento mas
elongacion que las fibras de so6lo PLA y las formulaciones con tratamiento quimico
presentan mayor por ciento de elongacion que las de C-HAp con tratamiento de
sonicacion, lo cual podria ser una ventaja al momento de su aplicacion en la ITO,
ya que el material presentaria un mayor aumento en su longitud antes de la fractura
y esta propiedad podria ser sumamente importante al momento de evaluar su area
de aplicacion. Es posible que se haya obtenido mayor Médulo de Young en el caso
de las fibras que contienen C-HA debido a que el tamafio de particulas de la C-HA
es mas homogéneo que el de la bHA, ya que en la B-HA no se le realiz6 tamizado
para homogenizar su tamafno de particula y esto pudo afectar al momento de la

fractura.
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Tabla 4. Propiedades mecanicas.

PLA 34.236 £ 1.040 4.152 £ 0.791 166.265 + 1.934
PLA/bHASON 48.229 + 6.694 4.357 +0.826 224.906 + 3.975
PLA/bHATQ 33.417 £ 1.247 3.343 £ 0.172 136.466 + 4.500
PLA/HACSON 52.928 + 1.580 5.016 + 1.090 110.650 £ 0.212
PLA/HACTQ 55.507 + 1.650 6.002 £ 1.475 156.360 + 6.032

Cultivo celular in vitro.

Experimento de citotoxicidad en contacto directo.

Los resultados obtenidos en el experimento de citotoxicidad por contacto directo
evaluado en los dias 3, 5y 7 se pueden observar en la Figura 17. De acuerdo con
la norma ISO 10993 para pruebas de Citotoxicidad In vitro, se considera citotoxico
a un material si su viabilidad es menor a 70%. En este caso, se obtuvieron muchas
variaciones, esto es comun en este tipo de experimentos, especialmente en
superficies heterogéneas, por lo que es necesario realizar mas repeticiones. Se
realizaron otros experimentos como el de evaluacidon de extractos para corroborar

si las muestras son citotdxicas o solo presentan problemas de adhesién.
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Figura 17. Evaluacién de citotoxicidad por contacto directo 1 de las distintas
formulaciones de las fibras electrohiladas y el control sin fibras mediante prueba de

resazurina con una densidad celular de 5,000 células por pozo.

Al obtener los resultados del estudio de citotoxicidad por contacto directo de los
primeros experimentos que se realizaron con la densidad celular de 5,000 células
por pozo, se procedid a evaluar la citotoxicidad en contacto directo también
aumentando la densidad celular a 10,000 células por pozo y, por lo tanto, se
cambiaron también los dias de lectura en el espectrofotometro a los dias 1, 2y 3
para evitar saturacion de la superficie por la cantidad de células. Al realizar este
experimento se obtuvieron mejores resultados, ya que todas las formulaciones
presentan viabilidad celular arriba del 80%, las cuales aumentaron desde el dia 1 al
dia 3 de cultivo, siendo las formulaciones con tratamiento quimico las que presentan
mejor viabilidad celular, ya que presentan resultados mayores a los del control sin

fibras con mas del 10% como se muestra en la Figura 18.
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Experimento de citotoxicidad de extractos.

Se evaluo la citotoxicidad de los extractos de las fibras electrohiladas, ya que en el
experimento de contacto directo los resultados tenian bastante variabilidad. En la
Figura 19 se observan los extractos de las muestras en sus diferentes formulaciones

antes de filtrar y sembrar para su evaluacion de citotoxicidad.

Figura 19. Extractos de las fibras electrohiladas en sus distintas formulaciones antes

de filtrar.

La Figura 20 muestra las imagenes del control sembrado en los dias (A) cosecha
de la botella de cultivo, que fue cuando se despegaron y sembraron las células, (B)
dia 1 de cultivo, (C) dia 2 de cultivo y (D) dia 3 de cultivo. En las imagenes se puede
observar cada vez mas confluencia, lo que indica que conforme a mas dias de

cultivo deberia dar mejores resultados porque habia mas células.
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Figura 20. Imagenes del microscopio optico invertido.de la evaluacién de
citotoxicidad de extractos de las fibras electrohiladas en el pocillo de control sin
muestras. (A) células en la botella de cultivo, (B) dia 1 de cultivo celular, (C) dia 2

de cultivo celular y (D) dia 3 de cultivo celular.

En las Figuras 21, 22 y 23 se muestra la viabilidad celular obtenida a partir de
extractos de las fibras de PLA, PLA-HAcSON, PLA-HAcTQ, PLA-bHASON y PLA-
bHATQ en medio de cultivo RPMI suplementado. Como se observa en las graficas,
los extractos con mayor concentracion de las fibras de PLA-HAp en sus diferentes
formulaciones mostraron mayor viabilidad para las células 6seas, a diferencia de los
extractos de solo PLA, que estos a menor concentracion, mayor viabilidad, siendo
la dilucion 1 el extracto de las fibras y las diluciones 1:2, 1:4 y 1:8 las diluciones 2,
3 y 4 respectivamente. En todas las formulaciones se evidencia que los lixiviados
de las fibras electrohiladas no presentan citotoxicidad para las células cultivadas, lo
gue indica la evidencia de que los solventes utilizados al igual que el tratamiento
realizado fueron exitosos para tener esta viabilidad celular. Las formulaciones que
presentan resultados mas prometedores son las que contienen B-HAp; esto puede
deberse a que la B-HAp cuenta con trazas de minerales que se asemejan mas al
hueso humano y esto brinda un mejor ambiente para las células, lo que puede
promover la osteoconduccion de acuerdo con Mendez Gonzalez (Mendez
Gonzalez, 2016). En el caso de la Figura 21, muestra valores mas bajos de
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viabilidad, pero esto se puede atribuir a que las células tuvieron menos tiempo de
cultivo en la placa; si se observa, en el dia 2 han tenido mas tiempo para

desarrollarse y aun mas en el caso del dia 3. En el caso de los dias 2 y 3 se

este present6 un valor de 100% de viabilidad.
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Después de evaluar la citotoxicidad de las fibras electrohiladas por contacto directo,
basandonos en la metodologia reportada por Rodriguez Saenz y colaboradores
(Rodriguez Saenz et al. 2019), se fijaron y se deshidrataron las muestras utilizadas
para dar continuidad al experimento de citotoxicidad y asi evaluar la adhesion
celular en las muestras. Se observaron las imagenes de MEB de las fibras
electrohiladas con sus diferentes formulaciones en los dias 1, 2 y 3 de cultivo como
se muestran en las imagenes de las Figuras 24, 25 y 26. Trabajos reportados como
el de Rodriguez Saenz y colaboradores muestran resultados con mas dias de cultivo
celular y, comparando con los resultados obtenidos en este trabajo, es evidente que
es poco el tiempo de cultivo para observar mas notoriamente la adhesion de las
células a las muestras electrohiladas. Es posible que hayan quedado células fijadas
al fondo de la placa de cultivo y estas no se hayan adherido al material, lo cual si se
hubiera llevado a cabo el cultivo celular por mas tiempo probablemente presentaria
mas ceélulas fijadas a las muestras como en el caso de Kwak y colaboradores (Kwak,
Sanghwa, et al., 2016).

En las fibras de PLA se puede observar como se aumenté el diametro casi un 80%
de acuerdo con la Tabla 5. Se observa en las Figuras 24, 25y 26 (A y B) que, al
aumentar los dias de cultivo celular, las fibras van aumentando de diametro, sin
defectos o roturas. Como se senala en la Figura 26A, se observa matriz extracelular
adherida a las fibras, similar a lo reportado por Tanir, T. E. y colaboradores (Tanir,
T. E. et al. 2014).

En la formulacién PLA-HAcSON comparando las imagenes MEB de las muestras
sin cultivo celular y después del dia 3 de cultivo celular, se pueden observar fibras
con mayor diametro, mas compactas y se alcanzan a observar cdmo esta sefialado
en las Figuras 26C y 26D, particulas de hidroxiapatita y lo que parece ser células
adheridas.

La formulacion PLA-HAcTQ después del dia 3, muestra una reduccion en el tamafio
de particulas de hidroxiapatita, pero aun asi se siguen observando en las
micrografias. Al igual que en las imagenes de la formulaciéon anterior, se logran

observar aparentes células adheridas a las fibras, similares a lo reportado por Tanir,
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T. E. y colaboradores, con la diferencia que su estudio lo midieron hasta los 7 dias
(Tanir, T. E. et al. 2014).

En la formulacion PLA-bHASON es donde se observan mas particulas de
hidroxiapatita adheridas a las fibras y, después de 3 dias de cultivo celular
(imagenes 26G y 26H), se observan fibras con diametros mayores y se logra
apreciar lo que parece ser la matriz extracelular adherida a las particulas de
hidroxiapatita similar a lo reportado por Ayatollahi, M. R. y colaboradores (Ayatollahi,
M. R. et al. 2015). En la formulacién PLA-bHATQ se observan tanto particulas de
hidroxiapatita como la matriz extracelular adherida a las particulas de hidroxiapatita

al igual que en la formulacién anterior, pero en menor cantidad.

Figura 24. Imagenes de MEB de las fibras electrohiladas después del dia 1 de
cultivo celular. (A) y (B) sélo PLA, (C) y (D) HAcSON, (E) y (F) HAcTQ, (G) y (H)
bHASON, (I) y (J) bHATQ, barras marcadoras de 30 umy 6 pm.
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Figura 25. Imagenes de MEB de las fibras electrohiladas después del dia 2 de
cultivo celular. (A) y (B) so6lo PLA, (C) y (D) HacSON, (E) y (F) HacTQ, (G) y (H)
bHASON, (I) y (J) bHATQ, barras marcadoras de 30 umy 6 pm.

£ s

Figura 26. Imége;\es de MEB de las fibras electrohiladas después del dia 3 de
cultivo celular. (A) y (B) sélo PLA, (C) y (D) HACSON, (E) y (F) HAcTQ, (G) y (H)
bHASON, (I) y (J) bHATQ, barras marcadoras de 30 um y 6 pm.

Tabla 5. Comparacién de diametros de las fibras electrohiladas
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Muestra

Dia O cultivo celular (um)

Dia 3 cultivo celular_(um)

PLA 0.803 + 0.166 1.647 + 0.195
PLA/HACSON 1.281 +£0.144 1.411 £ 0.251
PLA/HACTQ 1.162 £ 0.170 1.217 £0.211
PLA/bHASON 1.204 + 0.109 1.280 + 0.197
PLA/bHATQ 1.089 + 0.181 1.191 + 0.190
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CONCLUSIONES

Se logrd sintetizar fibras electrohiladas de escala nano a micrométricas, sin
aparentes defectos de PLA y con particulas de HAp adheridas a ellas en sus

distintas formulaciones.

Se llevd a cabo la caracterizacion por MEB y se observaron fibras electrohiladas sin
defectos aparentes, sin porosidades y sin perlas o gotas, las fibras mas delgadas
fueron las de PLA sin HAp y, morfolégicamente, se observd que las fibras con
mayores particulas de hidroxiapatita adheridas en la superficie de las fibras fueron
las de PLA-bHASON, lo que indica que no hubo mejor dispersion, como se pudo
observar en los mapeos elementales. En los mapeos elementales de las fibras de
Pla y B-HAp se logro verificar que el tratamiento quimico otorga una mejor
dispersidon de HAp en las fibras de PLA que el tratamiento de sonicacién. Por medio
de los mapeos elementales se logré identificar los elementos C y O
correspondientes al PLA, asi como Ca y P pertenecientes a la HAp, ademas de

trazas de algunos elementos como Na y Mg.

Por medio del analisis por FTIR, se logré observar que estan presentes los grupos
funcionales tanto del PLA como de la HAp, por lo que ambos materiales se

encuentran presentes en el material sintetizado.

Los analisis de difraccion de rayos X indican que todas las formulaciones contienen
particulas de HAp. Con los patrones de DRX se estudio6 la estructura cristalina de
las fibras electrohiladas y se observé una mejor dispersion de HAp en las fibras de
PLA con el tratamiento quimico en comparacién con las del tratamiento se

sonicacion.

Del andlisis termogravimétrico se destaca que, de las fibras adicionadas con HAp,
las mas estables térmicamente fueron las de PLA y bHATQ seguido de las de PLA
e HAcCTQ, por lo que el tratamiento quimico fue mas efectivo al momento de otorgar
estabilidad térmica que el tratamiento de sonicacion, lo cual se puede atribuir a una

mejor dispersién de HAp en las fibras.
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Al estudiar las propiedades mecanicas, mostraron que las fibras con mayor médulo
de Young fueron las de la formulacién PLA-HACTQ seguidas de las de PLA-
HACcSON, esto se puede atribuir a que, al ser un producto comercial, su tamafno de
particulas es mas homogéneo que el de la bHA, ya que no se le realiz6 tamizado
para homogenizar a gran escala su tamafo de particula y esto pudo afectar al

momento de la fractura.

En el cultivo celular in vitro, las pruebas de citotoxicidad demostraron que el material
no es citotoxico para las células SAOS-2, segun la norma ISO 10993, ya que el
material arrojo resultados de viabilidades mayores al 80% con una densidad celular
de 10 000 células/pozo. La formulacion con mejores resultados fue la de PLA-
bHATQ ya que al dia 3 de cultivo alcanz6 viabilidad celular mayor al 130%.

Mostrando un efecto estimulante para el crecimiento celular.

Se evalué la adhesion celular como continuacion del experimento de citotoxicidad y
al tercer dia de cultivo se logra apreciar lo que parece ser adhesion de la matriz
extracelular a las fibras o a las particulas de hidroxiapatita, para hacer esta
evaluacion mas concluyente se recomienda llevar a cabo el experimento con mas
dias de cultivo como esta establecido en algunos trabajos reportados como los

consultados en la bibliografia.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

En este trabajo se han obtenido resultados muy prometedores, por lo que se
recomienda para futuros trabajos realizar los siguientes estudios: porcentaje de
hinchamiento de las fibras electrohiladas, tiempo de degradacién de las fibras
electrohiladas, cultivos celulares con tiempos entre 7 y 15 dias para poder apreciar

la adhesidn celular y realizar estudios de proliferacion o diferenciacion celular.

Algunas recomendaciones que podrian ser utiles para posteriores estudios son:
realizar un tamizaje y medir el tamafio de las particulas de HAp para homogenizarlo,
asi como también obtener espectros FTIR de los polvos de HAp funcionalizada para
evidenciar la presencia del acido glutdmico del tratamiento quimico y sin tratamiento

quimico.
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