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Resumen

El desarrollo de biomateriales para regeneraciéon 6sea guiada (ROG) continta siendo
un gran desafio, debido a la complejidad que conlleva replicar las funciones bioldgicas
del hueso y tejidos circundantes. Ademas, de los riesgos a infecciones durante la fase
de implantacion. En este sentido, el objetivo principal de esta tesis doctoral pretende de-
sarrollar membranas hibridas biocompatibles y biodegradables como una alternativa de

gran potencial para la ROG.

En el presente trabajo se fabricaron membranas hibridas de silice (SiO,), gelatina bo-
vina (G) y éxido de polietileno (PEQ) en distintas proporciones mediante electrospinning.
Se sintetizaron nanoparticulas de vidrio bioactivas terciarias (NpBV) y se incorporaron
en el precursor de las membranas hibridas de silice (SiO,)-gelatina (G)-6xido de polieti-
leno (PEO) durante el electrohilado. A partir de las mediciones de angulo de contacto,
se realiz6 un estudio estadistico que permitié establecer una influencia tanto geométrica
como en la composicién de las membranas. De los estudios celulares se encontr6 que las
membranas electrohiladas desde el precursor 80 %SiO,-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV eran
bioactivas, no tdxicas contra las células madres del tejido de la pulpa dental (hDPSC) y
poseian una capacidad significativamente mayor para la diferenciacion osteogénica en
comparacion con el control y las otras membranas, lo que sugiere su idoneidad para apli-

caciones en ingenieria de tejidos dentales.

En esta investigacidén se demostrd que es posible, el disefio de una membrana hibrida
mediante la incorporacién de materiales organicos e inorganicos, con capacidad para
degradarse y potencial osteogénico para su uso en ROG, por ejemplo como barrera en

aplicacién de implante dental.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Motivacion

De acuerdo con la encuesta ODONTOLOGIA EN PANDEMIA 2021 realizada en Chile,
un 70 % de la poblacién no cuenta con acceso a la salud bucal y un 54,6 % de las personas
mayores de 17 anos tiene prevalencia de caries a lo largo de su vida [1].

En Chile, la salud bucal es una prioridad, siendo reconocida como parte fundamental
del bienestar de las personas. Las enfermedades bucales son dentro de las mas co-
munes, constituyendo un importante problema de salud publica por su alta prevalencia,
impacto negativo en la salud bucal y sistémica en la poblacién. Los factores de riesgo
comunes de las enfermedades orales son el consumo de tabaco, alcohol y una dieta de-
ficiente. Dentro de las distintas enfermedades, las principales causas de la pérdida de
dientes son las caries dentales y la enfermedad periodontal. Un estudio realizado en el
ano 2018 por el Ministerio de Salud, muestra que en 2010 en el grupo de adultos de 35-44
anos, un 20 % conserva su dentadura completa mientras que este porcentaje bajé a un
1% en los adultos de 65 a 74 afnos. La poblacion de 35 a 44 anos tiene un promedio de
6,5 dientes perdidos mientras que en la poblacion de 65 a 74 anos este promedio es de
15,8 [2].

El estudio de preferencias sociales para la definicién de Garantias Explicitas en Salud

(GES) del afno 2017, sefala que la salud bucal es importante porque afecta el funciona-
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miento social y limita a las personas en su desempefio publico. La encuesta nacional de
calidad de vida y salud realizada en 2006 mostré que un 37 % de la poblacién mayor de
15 afos declara que su salud bucal afecta su calidad de vida siempre o casi siempre.
Los mayores de 20 afios se ven mas afectados que los mas jovenes, debido probable-
mente a que su dafo bucal es mayor. Una década después, la tercera encuesta nacional
de calidad de vida y salud desarrollada en 2015-2016 mostré6 cambios en la percepcidn
de calidad de vida relacionada con la salud bucal, disminuyendo a 14 % el porcentaje de
personas mayores de 15 anos que considera que el estado de sus dientes y encia afecta
su calidad de vida siempre o casi siempre. En cuanto a la edad, los adultos de 65 afos y
mas son los que con mayor frecuencia ven afectada su calidad de vida debido a su estado
de salud bucal (24 % declara siempre o casi siempre), mientras que los jévenes de 15 a

19 son los que perciben con menor frecuencia que esto los afecta [3].

El proceso de recuperacion de la pieza dental debe contar con caracteristicas de fun-
cionalidad y estética [4]. Cuando el tratamiento de eleccion es la colocacién de un implan-
te o una proétesis parcial fija, el mantenimiento de las dimensiones del reborde alveolar es
de maxima importancia. La preservacion del reborde alveolar es una técnica quirurgica
que se realiza en el momento de la extraccion del diente, permitiéndole al cirujano con-

servar las dimensiones y contornos alveolares [5].

Actualmente, la estrategia mas utilizada en implantologia para la recuperacion de una
pieza dental es el implante de titanio debido a su baja densidad y excelente biocompatibi-
lidad [6]. Sin embargo, cuando existe una pérdida de densidad ésea en el sitio a implantar
y quedan espacios entre el implante y el sitio, esta caracteristica biocompatible asociada a
la formacion espontanea de una capa proteica en su superficie promueve la colonizaciéon
bacteriana, generando infeccion en los tejidos circundantes al implante [7]. Esta infeccion
es potenciada durante la primera fase después de la implantacion, donde la capacidad
inmune del organismo se ve comprometida debido al trauma quirdrgico, convirtiéndose
en el momento mas propicio para la colonizacién bacteriana y formacion de biopelicula

[8]. Los tratamientos antibiéticos de rutina utilizados en infecciones implantolégicas, por



lo general, son incapaces de reducir la proliferacion bacteriana, asociada a la capacidad
de las bacterias de generar mecanismos de resistencia. Hasta ahora no existe una me-
dida para eliminar la infeccion después que esta haya ocurrido y la Unica forma efectiva
de erradicar el problema es la extraccion del implante [9]. Es por esto que es de vital
importancia tener un sitio adecuado y condiciones propicias previas a la colocacion del

implante para que el procedimiento quirurgico sea exitoso.

Durante la extraccion dental (Figura 1.1 a), es importante la utilizaciéon de técnicas qui-
rurgicas poco traumaticas para lograr preservar los tejidos periodontales. Cuando existe
una extraccion traumatica, incluyendo reseccion 6sea o fractura de la pared alveolar, el
resultado es una concavidad bucal que se encuentra habitualmente en pacientes. Esto
es debido a que, tras la pérdida o extraccion dental, el hueso sufre un proceso de re-
modelacion en donde antes existia una raiz dental y un diente, ahora existe un espacio
vacio llamado alvéolo [10]. Este alvéolo, durante su cicatrizacion colapsa perdiendo gran
volumen a lo ancho y a lo alto, provocando una pérdida del reborde alveolar. Cuando se
presenta la ausencia del diente, el seno maxilar desciende en funcién del tiempo (Figura
1.1 b, cy d) produciéndose neumatizacion del seno maxilar, teniendo como consecuencia
impedir la colocacion del implante dental. En esta circunstancia, el procedimiento quirar-

gico a realizar consiste en aumentar la altura del seno maxilar (Figura 1.1 e, fy g) [11].



Figura 1.1: Esquema ilustrativo de elevacion del seno maxilar [11].

La seleccién de los materiales regenerativos en preservacion del reborde alveolar va
a depender en gran medida de la morfologia del defecto del hueso alveolar [12]. Cuanto
mas grande sea el defecto, mayor relevancia tiene el material a utilizar. Esto es debido
a que el material de reemplazo debe ser capaz de mantener el espacio, como injertos
6seos y membranas. Se han empleado diferentes materiales en los procedimientos de
preservacion del reborde alveolar como los injertos de hueso particulado autégeno y
no-autégeno, tales como aloinjertos (mineralizados o desmineralizados), xenoinjertos y
materiales aloplasticos (hidroxiapatita (HA), cristales bioactivos) [13] [14]. Con respecto a
estos dltimos, toman gran relevancia las nanoparticulas de vidrio bioactivo, capaces de
estimular la neoformacién de hueso in vivo y promover la regeneracion 6sea mas rapido
qgue la HA sintética, debido a que es un tipo de vidrio biocompatible que tiene la capaci-
dad de intercambiar los cationes presentes en su composicion, permitiendo la formacién
de apatita en su superficie. Es por esto que ha sido considerado como un material con

propiedades muy relevantes de reparacion de tejido éseo y dental [15] [16].

Existen dos tipos de membranas utilizadas en implantologia, las reabsorbibles y las no

reabsorbibles. Las primeras estan fabricadas de materiales como acido polilactico (PLA),
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poliglicélidos (PGA), colageno tipo | y lll obtenidas del pericardio, piel o tendones de hu-
mano, porcino y bovino. La ventaja de estas membranas es que al ser implantadas se
producen reacciones catabdlicas que inducen su biodegradabilidad y posterior reabsor-
cién por lo que no tienen que ser retiradas del sitio injertado [17]. Sin embargo, estas
membranas son de rapida degradacién y no pueden ser Utiles para procedimientos de
regeneracion que requieren el mantenimiento de espacio fisico por mas de un mes [18].
La degradacion se produce principalmente debido a reacciones de hidrélisis que redu-
cen el valor del pH produciendo una condicién acida, que repercute negativamente en
el proceso de regeneracion 6sea [19]. Las membranas no reabsorbibles constituidas por
materiales como politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE), politetrafluoroetileno de alta
densidad (d-PTFE) reforzado con titanio y membranas de malla de titanio, tienen la des-

ventaja de que requieren de un segundo procedimiento quirdrgico para ser retiradas [20].

Luego de una reciente extraccion dental, una técnica para evitar la eventual pérdida
0sea de hueso alveolar descrita anteriormente es la regeneracion 6sea guiada (ROG)
(Figura 1.2). Esta consiste en rellenar la zona del hueco que dejé la extraccidon dental y
colocar una membrana (biodegradable) sobre la lesién, formando una barrera de protec-
cion entre el tejido conectivo de la encia y el relleno, para permitir la formaciéon de hueso

nuevo [21].



Figura 1.2: Esquema representativo del procedimiento de regeneracion 6sea guiada en la herida alveolar
[14].

Existen membranas comerciales de colageno reabsorbibles con duraciéon de 4 a 6
meses utilizadas por los odontélogos como la Cytoplast® RTM, pero la desventaja es
que tienen un elevado costo [22]. Mediante diversas técnicas y materiales se pueden
fabricar membranas y rellenos para la ROG. Dentro de ellas se tienen membranas
biodegradables fabricadas por cold casting basadas en materiales como gelatina y
quitosano que contienen materiales de relleno como hidroxiapatita y nanoparticulas de
diéxido de titanio [21]. Otra técnica es solution blow spinning que sirve para producir
nano y microfibras a partir de soluciones de materiales hibridos basados en biovidrio
y gelatina [23]. Mediante electrospinning, se pueden electrohilar soluciones inorganicas
sol-gel a partir de vidrios bioactivos similares a algoddn para regeneracion 6sea [176].
El electrospinning es una técnica que ha ganado popularidad en la ultima década,
especialmente en el area de ingenieria de tejidos para la elaboracion de andamios
poliméricos de diversas caracteristicas como nano y microfibras, hibridas, huecas, etc,

obtenidas mediante modificacién de parametros de operacion del equipo [193] [26].



1.2. Fundamentos y estado del arte

1.2.1. Tejido éseo

El tejido 6seo o hueso es una estructura jerarquica compuesta de materiales inorga-
nicos y organicos, que cumple funciones de soporte estructural en el cuerpo y de pro-
teccion ante cargas externas [27]. En otras palabras, el hueso puede considerarse un
material compoésito formado por una fase inorganica y una fase organica [28]. La fase
inorganica corresponde aproximadamente entre un 70-60 % del tejido 6seo y es reco-
nocido cristalograficamente como mineral apatita, especificamente hidroxiapatita impura
de baja cristalinidad Ca;o(PO,4)s(OH),, la cual otorga la dureza que caracteriza al hueso
[29]. EI 30-40 % del tejido restante es la fase organica con un 90 % de colageno tipo | y

un 10 % de otras proteinas, brindando la flexibilidad al hueso [30] [31].

En la macroescala, el tejido 6seo esta constituido por un hueso cortical denso
(0o compacto) que envuelve un hueso trabecular (0 esponjoso) macroporoso; vasos
sanguineos y células (osteoblastos, osteoclastos y osteocitos) estdn presentes en
ambas estructuras y permiten que el hueso sea un material vivo que se remodela
continuamente en respuesta a estimulos externos [27]. En la nanoescala, se encuentra
la matriz extracelular 6sea (MEC) compuesta por fibrillas de colageno, otras proteinas y

nanocristales de hidroxiapatita carbonatada (HCA) (Figura 1.3) [32].
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Figura 1.3: Esquema de la estructura jerarquica y composicion del hueso en diferentes escalas [32].

En el tejido 6seo se encuentran cuatro tipos de células: osteoprogenitoras, osteoblas-
tos, osteocitos y osteoclastos. Las células osteoprogenitoras son células mesenquimales
que poseen la capacidad de proliferar y diferenciarse en osteoblastos, los cuales constru-
yen la matriz 6sea [33]. Los osteoblastos se diferencian de los osteocitos en que estos
permiten la transmision de informacion a través de una red celular donde establecen con-
tacto con otros osteocitos y osteoblastos, permitiendo la formacién del hueso [34]. Para la
remodelacion del hueso, las principales células actuantes son los osteoclastos encarga-
dos de la resorcion 6sea [35]. La accién de los osteoclastos esta dada por la disminucién
del pH en la zona a remodelar donde la liberacion de iones hidronio genera un ambiente
acido que permite solubilizar los cristales de apatita. Luego, la accion de los osteoblastos

produce la matriz 6sea y asi, se termina el proceso de remodelacién [31].

La estructura del tejido 6seo es altamente anisotropica, es por esto que sus
propiedades mecanicas dependeran de la densidad ésea y de su arquitectura. La
densidad aparente del hueso cortical es 1,85 g/cm? y la del hueso trabecular es 0,30
g/cm? [30] [31]. Esta diferencia se refleja en las propiedades mecanicas como el médulo

de Young E, la resistencia a la compresion o., la resistencia a la flexion o y la resistencia



a la tension o, (Tabla 1.1).

Tipo de hueso | E (GPa) | 0. (MPa) | o; (MPa) | o, (MPa) | Porosidad (%)
Cortical 10-20 [ 100-150 | 135-193 | 50 - 151 5-10
Trabecular 0,1-5 2-12 10 - 20 1-5 50-90

Tabla 1.1: Propiedades mecanicas y porosidad del hueso cortical y trabecular [36].

1.2.2. Hueso alveolar

Dentro de los distintos tipos de huesos del cuerpo humano, se encuentra el de tipo
alveolar. Este hueso ya sea del maxilar superior o de la mandibula esta encargado de
soportar a los dientes, sus placas internas y externas, asi como la lamina dura de las
cavidades, que estan compuestas de hueso cortical o compacto. La porcion interna res-
tante estd compuesta de hueso esponjoso [37]. Como todos los tejidos mineralizados,
el hueso alveolar esta envuelto por células que regulan el entorno intraéseo y que son
responsables de los procesos de aposicion y reabsorcion del hueso [38]. La reabsorcion
ocurre en todas las edades, como parte de la remodelacion continua de la mandibula y

como resultado de procesos patolégicos locales [39] [40].

El hueso alveolar corresponde a las porciones de los huesos maxilares que rodean
y contienen los alvéolos dentarios [37]. La porcion del hueso que limita directamente
al alvéolo pertenece al periodonto de insercion, junto con el cemento y el ligamento
periodontal, formando la articulacidén alveolodentaria o aparato de fijacion del diente [41].
En la Figura 1.4 se observa el esquema de la seccion longitudinal de un diente. La encia
corresponde a la fibromucosa que rodea, protege y ayuda a la sujecién de los dientes. El
ligamento periodontal esta compuesto por fibras de tejido conectivo que unen el cemento
del diente con el hueso y permiten cierta movilidad dental (imperceptible) [42]. El cemento
funciona como material protector del diente en la raiz y parte del diente donde se insertan
las fibras de tejido conectivo del ligamento periodontal [43]. El hueso alveolar aloja a los

dientes y su presencia depende de la existencia del diente. Es decir, si se pierde el diente,



el hueso alveolar se reabsorbe [39].

Encia

Ligamento
periodontal

Cemento

Hueso alveolar

Figura 1.4: Esquema de la seccién longitudinal de un diente [44].

1.3. Ingenieria de tejidos 6seos

El término “ingenieria de tejidos” ha sido definido de diversas formas durante la histo-
ria. En la década de 1980, el término solo se referia a la manipulacion quirdrgica de los
tejido y 6rganos o cuando se empleaban prétesis o biomateriales [45]. En 1989 Langer y
Vaccanti definieron la ingenieria de tejidos como un campo interdisciplinario que aplica los
principios de ingenieria y ciencias de la vida hacia el desarrollo de sustitutos biol6gicos
para restaurar, mantener o mejorar la funcién del tejido u 6rgano completo [46] [47] [48].
Mas tarde, Laurencin en 1999, incluy6 en la definicién el uso de biomateriales, células y

otros factores para las funciones de reparacion y regeneracion [47] [49].

En 2010, Laurencin redefinié ingenieria de tejidos en términos de ingenieria regene-
rativa como "La integracidén de la ciencia de los materiales e ingenieria de tejidos con la
biologia celular y la medicina regenerativa hacia la regeneracion de tejidos, sistemas de

6rganos o de 6rganos complejos” [47]. En la ingenieria de tejidos 6seo existen tres estra-
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tegias terapéuticas para el tratamiento de tejido enfermo o perdido. La primera estrategia
denominada regeneracion in situ pretende regenerar el hueso con la incorporacion de un
andamio o soporte para que la regeneracion se realice con las células del propio cuerpo.
La segunda estrategia es la implantacién de células recién aisladas donde se inyectan
directamente en la region dafada con o sin andamio desplegable y la tercera es la im-
plantacién de un tejido similar al hueso ensamblado in vitro con células y andamios, el

cual es implantado una vez alcanzada la madurez [45].

El andamio debe ser tridimensional, para que permita la integracién y desarrollo del
tejido favoreciendo el area superficial expuesta a comparacion del volumen, aumentando
la porosidad [50]. Debe, ademas, soportar el cultivo celular antes de ser incorporado al
cuerpo o promover la osteoinduccion, mediante el uso de factores de crecimiento, hormo-
nas, farmacos, estimulos fisicos, entre otros y por ultimo debe funcionar fisiol6gicamente
y cumplir con las propiedades exigidas en el defecto a rellenar, es decir, biodegradabilidad
y propiedades mecanicas [46]. La velocidad de degradacién y sus subproductos también
deben ser adecuados, una alta velocidad de degradacién no permite la regeneracion com-

pleta del tejido y los subproductos seran absorbidos y eliminados por el cuerpo [52] [53].

Una regeneracion exitosa requiere de andamios que induzcan el desarrollo de tejido
tridimensional, imitando la arquitectura jerarquica de la matriz extracelular (MEC) [54]. Las
células reconocen e interactuan con la topografia superficial a la que estan expuestas. La
interaccion de las células con caracteristicas nanotopograficas como poros, crestas, ar-
boledas, fibras, nodos y sus combinaciones ha demostrado ser una importante modalidad
de sefalizacion en el control de los procesos celulares [55] [56]. La integracidn de sefales
nanotopograficas es especialmente importante en la ingenieria de tejidos complejos que
tienen multiples tipos de células y requieren interacciones célula-célula y matriz-célula
definidas con precisidn a una escala micrométrica y nanométrica [57]. Los avances en
nanotecnologia han generado una nueva caja de herramientas para la fabricacion de an-
damios nanoestructurados especificos de tejido. Por ejemplo, los polimeros biodegrada-

bles como los poliésteres, las mezclas de polimeros y los materiales compuestos hibridos
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se pueden electrohilar en matrices que imitan a la MEC compuestas de nanofibras, que
proporcionan un area superficial especifico alto para favorecer la union celular, el creci-

miento y la diferenciacion celular [58].

Actualmente en la ingenieria de tejidos 6seos se emplean auto-injertos, alo-injertos y
biomateriales. Los auto-injertos son considerados idéneos en los procedimientos clinicos
ya que son mas eficaces para la regeneracioén ésea promoviendo la formacién del hueso
sobre su superficie por union ésea directa induciendo a la diferenciacién de células ma-
dres sin ninguna respuesta inmune [59]. Sin embargo, someter al paciente a la extraccién
del auto-injerto conlleva a la intervencidén quirurgica, riesgo de infeccién o dolor a largo
plazo presentandose una tasa de complicacion entre el 13-30 % [46]. Otra de las alternati-
vas exploradas ha sido los alo-injertos pero con estos aun existen barreras inmunolégicas
que tratar, prevaleciendo el riesgo de transmision de enfermedades, ademas de escasez
de donantes [46] [45].

Una de las alternativas mas novedosas es la sintesis de biomateriales capaces de
reemplazar a los auto-injertos y/o alo-injertos. Dentro de los materiales mas populares
empleados en ingenieria de tejidos 6seos estan los ceramicos de fosfato de calcio como
la hidroxiapatita o el trifosfato de calcio [60]. Estos se caracterizan por tener semejanza a
la composicion del hueso, permitiéndole una mejor interaccion. Los inconvenientes que,
sin embargo, presentan los materiales ceramicos son su pobre resistencia a la traccion, a
la compresién, a la flexion y susceptibilidad a la fractura [46]. Los materiales poliméricos
también han tenido gran acogida en aplicaciones de ingenieria de tejidos 6seos, princi-
palmente por permitir la construccién de andamios porosos con diferentes propiedades,
como por ejemplo una baja densidad y una gran area superficial para almacenar molécu-

las en los poros. [61] [62].

La falta de vascularizacién adecuada sigue siendo un gran desafio en ingenieria de
tejidos. La angiogénesis es un proceso fisioldégico en donde se forman vasos sanguineos

nuevos a partir de otros preexistentes [55]. El efecto de los materiales de membrana en la
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angiogénesis es de suma importancia. En 1988, Dahlin propuso el protocolo de regenera-
cién 6sea guiada (ROG), para la colocacion quirirgica de una barrera de membrana que
sujetara al hueso en el area y proporcionara el espacio necesario para la regeneracion
Osea [63]. El principal propésito de estas membranas es crear una barrera en el espacio
del defecto del hueso para permitir que sélo las células progenitoras de la médula migren
a este espacio, para evitar la invasidon y crecimiento de células de tejido blando en el area
defectuosa [20] [63].

1.4. Biomateriales

Los biomateriales son cualquier material 0 una combinacion de materiales, sintéticos
o de origen natural, que pueden ser usados por cualquier periodo de tiempo, como un
todo o como parte de un sistema, el cual trata o reemplaza algun tejido, 6rgano o funcién

del cuerpo [64].

Existe una constante evolucién de los materiales destinados a la regeneracion de teji-
dos. La primera generacion de biomateriales tenia como objetivo desarrollar un material
con propiedades mecanicas suficientes para soportar las sobrecargas fisiologicas [65].
Aunque estos materiales proporcionan una solucion eficaz a corto plazo, su eficacia esta
limitada a largo plazo debido a que son biolégicamente inertes [66]. Esta limitacion ha
atraido el interés de la comunidad cientifica por la bioactividad, que define el efecto de
un agente en un organismo o tejido vivo [52]. Esto, ha sido la clave para proponer una
segunda generacion de biomateriales bioactivos cuya interaccion con el medio biol6gi-
co mejora la respuesta, degradandose progresivamente en el nuevo tejido formado [67].
Esta estrategia permite el disefio de un biomaterial especifico para una aplicacién clini-
ca particular y es un ejemplo de ingenieria tisular in situ adecuado para el desarrollo de
sustitutos 6seos, fabricados con materiales ceramicos tales como hidroxiapatita y vidrio
bioactivo que son biolégicamente activos y reabsorbibles [68]. La evolucion y avances

tecnoldgicos han llevado al desarrollo de biomateriales de tercera generacién que bus-
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can estimular una respuesta celular especifica a nivel molecular y estan compuestos por
materiales mas complejos que combinan ceramicas, proteinas especificas, biopolimeros
y células osteogénicas. La principal caracteristica de estos materiales es que activan el

proceso de regeneracion a nivel biomolecular [69].

La seleccion de un material a utilizar en aplicaciones a pacientes debe contar con los
siguientes aspectos: materiales, quimica del relleno, quimica de la superficie, rugosidad
de la superficie, energia superficial, cargas superficiales, estabilidad quimica, quimica de
productos de degradacion, caracteristicas fisicas de los productos de degradacion, tama-
Ao, forma, mddulo de Young, tipo de tejido y ubicacion. En relacion al paciente influye la

edad, sexo, estado general de salud y técnica quirargica [70].

Los materiales poliméricos, surgieron en 1920 cuando Staudinger lleg6 a la conclusion
de que el almidén, caucho natural y celulosa estan compuestos por cadenas gigantes de
atomos de carbono unidos por enlaces covalentes [71]. Sin embargo, el término solo fue

aceptado hasta 1930 cuando W. H. Carothers sintetiz6 polimeros lineales [72].

Los biopolimeros empleados para aplicaciones médicas se pueden clasificar en iner-
tes y bioactivos segun su funcion y en sintéticos y naturales segun su origen [73]. Los
inertes son utilizados en aplicaciones donde el material esta en el cuerpo por largo tiempo
y no experimentan ningun cambio quimico [70]. Los polimeros bioactivos se caracterizan
por estimular procesos celulares. Aquellos de origen natural como colagenos, polisacari-
dos, fibrinas, alginatos, quitina y quitosano se caracterizan por tener actividad biolégica
innata [72].

La sintesis de polimeros permite ajustar y disefar el material de acuerdo a las
necesidades, por ejemplo cambiar los pesos moleculares, configuracién y conformacion
de cadenas poliméricas, la tasa de degradacidén, entre otros [74]. Los polimeros
biodegradables y conductores han tenido mucha acogida en la ingenieria de tejidos

0seos [75]. Los términos “polimeros biodegradables” indican que un polimero por medio
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de reacciones quimicas en el cuerpo se convierte poco a poco en material soluble
o biodegradable por el organismo [76]. En ingenieria de tejidos éseos, el material se
sustituye gradualmente con el tiempo con el hueso normal, y la restauracion 6sea no se

ve obstaculizada por la presencia del material [74] [72].

1.4.1. Biomateriales tipo andamio

Un enfoque alternativo a los biomateriales mencionados considera el desarrollo de
materiales tipo andamio (scaffold). Las caracteristicas de estos materiales tales como,
control de su arquitectura, su adecuacion a la forma del sitio donde sera implantado y
la porosidad han facilitado la proliferaciéon y migracién celular y un adecuado transporte
de nutrientes entre los poros interconectados [77]. La alta porosidad de estas estruc-
turas ha permitido mejorar las propiedades osteoconductivas del material, facilitando el
proceso natural de formaciéon de hueso dafnado, siendo portadores eficientes de células
productoras de hueso [78]. No obstante, las propiedades mecanicas de estos andamios
se ven disminuidas en la elaboracion de estructuras porosas; causado por la estructura
de baja compactacion [79]. Es esta pérdida en resistencia mecanica la que ha limitado
el uso de materiales poliméricos porososo. Con el objetivo de mejorar la bioactividad y
la resistencia mecanica, se ha estudiado la incorporacién de particulas y nanoparticulas
ceramicas como hidroxiapatita, fosfato de calcio y ®Bioglass, a fin de mejorar las propie-
dades mecanicas de estos materiales [80] [81]. Aun cuando la incorporacidn de particulas
y nanoparticulas ceramicas muestran un aumento en las propiedades mecanicas de po-
limeros porosos, no es suficiente cuando se compara con las propiedades mecanicas del
hueso natural [36]. Boccaccini y colaboradores en un analisis de los trabajos realizados
en la ultima década, informan que los esfuerzos realizados para mejorar las propiedades
mecanicas de los polimeros a través de la incorporacién de nanoparticulas ceramicas no
han sido exitosos. Esto, considerando que las propiedades mecénicas son marcadamen-

te inferiores que aquellas del hueso natural, cortical y trabecular [82].

El diagrama de Ashby mostrado en la Figura 1.5 relaciona el valor del médulo de Young
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con la densidad de distintos materiales naturales y sintéticos. Los circulos rojos muestran

la ubicacion del hueso cortical y trabecular.
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Figura 1.5: Diagrama de Ashby representando el médulo de Young en funcién de la densidad para

materiales naturales y sintéticos [83].

Estos antecedentes, demuestran la importancia de estudiar y evaluar estrategias
gue permitan mejorar sustancialmente las propiedades mecanicas de los polimeros tipo

andamio a fin de que estos, puedan ser potencialmente usados como implantes éseos.

1.4.2. Biocompatibilidad

El concepto de biocompatibilidad ha evolucionado considerablemente en los ultimos
100 anos. Antes de 1950, la mayoria de los implantes fracasaban debido al descono-

cimiento de la biocompatibilidad y esterilizacion [84]. Antiguamente no se tomaba en
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cuenta las necesidades especificas relacionadas a la quimica del implante, la pérdida
de masa, la forma, las propiedades mecénicas o el disefo requerido [85]. Los primeros
estudios, realizados en 1829, empleaban implantes de oro, plata, plomo y platino, siendo
este ultimo bien tolerado [86]. Los ensayos con polimeros comenzaron posteriormente,
principalmente por la disponibilidad de éstos. Los primeros polimeros fueron, implantes
de celofan (derivado de celulosa) para aplicaciones cardiacas, fabricados a fines de la
década de 1930 y posteriormente los implantes de nylon y poli(metil metacrilato) [87]. El
polietileno también fue probado cerca de 1950, y se reporté que producia solo una leve
reaccion de cuerpo externa, atribuida a su nivel de pureza [88]. Algunos plasticos como
el policloruro de vinilo (PVC) de los que se reportaba una fuerte reaccion foranea fueron
descartados por su nivel de exudacion. Asimismo, descubrieron que el teflon tenia muy

baja reaccién de cuerpo externo [69].

La biocompatibilidad es la habilidad de un material para desempenarse con una
apropiada respuesta del huésped (organismo que alberga a otro en su interior). La
respuesta del huésped es la respuesta del organismo huésped (local o sistémica) hacia
el material implantado en una determinada aplicacion [89]. La biocompatibilidad es un
fendmeno de superficie (Figura 1.6) y esta debe contar con una topografia micrométrica
y nanométrica produciendo una porosidad y rugosidad adecuadas para la incorporacién
celular que se producira al implantarlo [90]. Otro factor importante es la evaluacién de la
citotoxicidad de los materiales, destinados a la fabricacion de dispositivos médicos, con
la finalidad de investigar los riesgos biolégicos potenciales mediante la observacion de
reacciones o eventos adversos inesperados [91]. La norma ISO 10993 se refiere a la
seguridad en el uso de dispositivos y materiales médicos y esta destinada a evaluar la
respuesta bioldgica de los materiales o dispositivos, como parte de la evaluacién general

y el desarrollo de dispositivos [92].
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Figura 1.6: Representacion esquematica de biocompatibilidad [92].

1.4.3. Factores de crecimiento celular

Una comprension de los detalles del entorno a la escala micrométrica y nanométrica
es esencial para disefiar biomateriales que imiten el medio celular natural. Muchas
caracteristicas del entorno local tienen profundas influencias sobre la adhesién celular,
proliferacién y la diferenciaciéon. Es fundamental tener en cuenta que pequenas
diferencias en la microestructura pueden tener impactos de macroescala en la funcion
del tejido (Figura 1.7) [93].
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Figura 1.7: Esquema de la influencia del entorno fisico y bioquimico local sobre el destino y la funcién

celular [93].

Los factores de crecimiento son sustancias que se encuentran naturalmente en el
cuerpo y son las encargadas de regular la respuesta celular [94]. Actualmente el diseno
de nanomateriales y creacion de estimulos para guiar el comportamiento celular se
encuentran en desarrollo. Un estimulo fisico se convierte en un estimulo bioquimico que
culmina en la alteracién fisiolégica de células y tejidos [95]. Se pensaba que esto sblo
ocurria en huesos (respuesta a la carga mecanica), posteriormente se ha demostrado que
este fendmeno ocurre también en otros tejidos como cartilago y vasos sanguineos [96].
Los genes relacionados con la inflamacién en la proliferacion de las células endoteliales
(ECs) son reguladas después de exponer las ECs a tensiones de corte laminar de
aproximadamente 12 dyn/cm?. Los esfuerzos cortantes aumentan la concentracion de
calcio libre intracelular dando lugar a una serie de mecanismos que desencadenara en
la produccién de osteoblastos, condrocitos, células madre mesenquimales (CMM) y ECs
[93].

El crecimiento y remodelacion de tejido 6seo cuenta con cuatro etapas para su desarrollo:
1. El primer paso de “acoplamiento” consiste en la conversién de la fuerza fisica
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aplicada a una segunda fuerza fisica detectada por las células [97].

2. El segundo paso corresponde a la "mecanotransduccion” encargada de convertir el

estimulo fisico primario en una respuesta eléctrica, quimica o bioquimica [98].

3. El el tercer paso corresponde a la “transduccién de sefales” que involucra la
conversion de la sefnal bioquimica en otras que dan inicio a factores bioquimicos.

Estos producen reorganizacion de citoesqueleto y sitios de adhesién [99].

4. El ultimo paso corresponde a la "respuesta celular final”. Esta etapa completa la
conversion del estimulo fisico en una respuesta final a nivel de tejido para su

posterior diferenciacion [100].

1.4.4. Respuesta al agua

El agua es un componente importante en cualquier proceso relacionado con bioma-
teriales. EI andamio debe ser poroso e insoluble en agua a una temperatura de 37°C,
simulando condiciones in vitro, en el cuerpo humano. Ademas, este debe ser capaz de
conservar su estructura durante y después del protocolo de acondicionamiento para el

cultivo celular [101].

El cuerpo humano adulto esta compuesto por aproximadamente un 60 % de agua.
Este es el componente mas abundante de las células entre un 70-80 % y corresponde al
principal constituyente del fluido intersticial. Las células mueren en caso de ausencia de
agua, debido a que estas se encuentran suspendidas en fluidos como la sangre [102]. Se
debe tener en cuenta también sus propiedades quimicas y la dimensién de las moléculas
de agua que es de unos 3 A, lo que facilita que pueda entrar a casi cualquier espacio que

se lo permita [103].

Debido a la polaridad del agua y a su habilidad para formar puentes de hidrégeno, es
un buen disolvente para substancias quimicas polares. La mayoria de las reacciones qui-

micas importantes para la vida se realizan en un ambiente acuoso dentro de las células
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y la capacidad del agua para disolver una amplia variedad de moléculas es fundamental
para que dichas reacciones puedan llevarse a cabo [104]. La energia para romper uno
de estos enlaces es similar a la energia transferida por colisiones atémicas, por lo que
los enlaces no son fijos, aunque la estructura general es relativamente ordenada [105].
La molécula de agua tiene dos dipolos de carga marcados, de esta forma, puede actuar
como acido y base de Lewis [103]. No obstante, en estados completos, el agua no esta
completamente acoplada en pares acido-base, por lo que estos enlaces estan libres para

participar en otras reacciones quimicas [104].

Un biomaterial tipo andamio debe considerar caracteristicas de hidrofilicidad debido a
gue el medio en el cual estara interactuando con las células es acuoso. En este trabajo se
estudiara el efecto hidrofobico e hidrofilico de las membranas para conocer su porcentaje

de biodegradabilidad y su posterior desempeno de células cultivadas en estas.

1.4.5. Efecto hidrofobico

El efecto hidrofébico se relaciona con la tendencia relativamente no polar de las
moléculas de permanecer juntas en soluciones acuosas, es decir que son insolubles
en agua [106]. Estas interacciones son importantes en procesos de interaccion enzima-
sustrato, ensamble de lipidos en biomembranas, agregacién de surfactantes, formacion
de micelas, lamelas, vesiculas, efectos cinéticos del solvente, etc [107]. El fenédmeno
hidrofébico tiene que ver con la interaccién entre el agua, intrinsecamente polar, y un
componente apolar o no polar. Dado que las interacciones electroquimicas entre la
molécula polar y apolar no son tan fuertes, la estabilidad relacionada con la minima
energia de enlace libre es mayor cuando hay mayor cantidad de puentes de hidrégeno
ocupados [108]. De esta manera, se agregan los componentes polares entre ellos y los

componentes apolares entre ellos [109].
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1.4.6. Efecto hidrofilico

La hidrofilia se refiere al comportamiento de algunos solventes que compiten con las
moléculas de agua en la obtencidn y generacion de puentes de hidroégeno [110]. Es decir,
su comportamiento de acido o base de Lewis es mayor que el del agua, por lo que hay
mayor estabilidad en esta unién que en la unidén entre moléculas de agua [103]. Algunos
ejemplos de solutos hidrofilicos con relevancia biomédica contienen los cationes Na™,
Ca®*, K* o los aniones C1~, HCO5; y HPO3™ [111].

1.4.7. Efecto de mojado de superficies

El agua cerca de superficies hidrofébicas no puede enlazar sus moléculas mediante
puentes de hidrégeno [106]. Al no poder configurarse, sus moléculas deben autoasociar-
se formando una esfera, ya que es la configuracion que favorece una mayor cantidad de
enlaces por unidad de volumen [112]. Existen dos categorias generales de materiales hi-
drofébicos. La primera son aquellos materiales que adsorben las moléculas de agua gra-
cias a sus interacciones electroquimicas. La segunda categoria es de aquellos materiales
gue absorben las moléculas de agua. Este tipo de material, entre los que se encuentra el
acetato de polivinilo (PVA) y el 6xido de polietileno (PEO), se hinchan o incluso pueden
entrar en solucién acuosa, caracteristica que va a depender del peso molecular y del po-

sible entrecruzamiento de las cadenas [106].

Cuando se disena un andamio es importante que este pueda ser humectado. Una
forma de corroborar que esto sea asi, es la medicion del angulo de contacto de la

superficie.

1.4.8. Angulo de contacto

El angulo de contacto es una medida cuantitativa de la humectabilidad de un sélido por
un liquido [113]. Medidas de angulo inferiores a 90° indican una mojabilidad muy alta y el

fluido se extendera sobre la superficie, mientras que angulos superiores a 90° significan
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gue la mojabilidad es baja y el fluido disminuira el contacto con la superficie, formando

una gota compacta (Figura 1.8) [114].

Super-hidrofilo 0<10° ——
(Super-hydrophilic)
Hidréfilo ., . N
(Hydrophilic) 10°< 0 <90
Hidrofobo ./
(Hydrophobic) 90°< 8<120°

Super-hidréfobo 8< 120° Q/

(Super-hydrophobic)

Figura 1.8: Representacion esquematica del angulo de contacto para superficies con distinta humectabi-
lidad. [114].

La elaboracién de un material hidrofilico, que presente una elevada solubilidad puede
ser de gran provecho en el area de biomateriales, ya que le confiere al material la
propiedad de ser biodegradable, sirviendo como soporte en las primeras etapas del
proceso de reparacion ésea mientras el tejido 6seo se regenera [115]. En el caso de
los vidrios, su base presenta enlaces de tipo covalente, si ademas se inserta dentro de la
red atomos de sodio (Na), calcio (Ca) y potasio (K), se promoveran interacciones de tipo
idnicas, lo cual permitira ajustar las propiedades del vidrio para otorgar solubilidad [116].
Debido a la solubilidad, este tipo de vidrios puede ser considerado como un material

reabsorbible o biodegradable [117].

1.4.9. Biodegradacion

Como se menciond anteriormente, aunque los materiales no biodegradables se han

aplicado en tratamientos clinicos, las membranas reabsorbibles o biodegradables tienen
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la ventaja de que no requieren la extraccion mediante un procedimiento quirdrgico
secundario. La capacidad de biodegradacion de un material se considera un factor
importante en su biocompatibilidad, ya que permite la integracion en la MEC de un
tejido. En este trabajo de investigacion se escogid la gelatina en lugar de otros materiales
derivados sintéticamente para obtener una tasa de biodegradacién éptima, alta capacidad
de angiogénesis, quimiotaxis de fibroblastos, estabilizacién de coagulos e integracion
tisular favorable [17]. La biodegradacidén de las membranas se puede evaluar mediante
un ensayo enzimatico, que consiste en incubar el material en una solucién de lisozima a
37 °C. Se ha reportado el uso del ensayo enzimatico en lugar del método estandar de

disolucién de PBS debido a su aplicacién potencial en la cavidad oral [118] [119].

1.5. Bioceramicas y Biovidrios

1.5.1. Hidroxiapatita

La hidroxiapatita (HA) de férmula molecular C'a;o(PO,4)s(OH)2, €s un mineral formado
por atomos de calcio (Ca), fésforo (P), oxigeno (O) e hidrégeno (H). La HA es el cons-
tituyente mineral principal de dientes y huesos de vertebrados. Su composicion quimica
es similar a la matriz inorganica del hueso y exhibe alta afinidad por los tejidos duros del
huésped a través de enlaces de tipo covalentes y idnicos [120] [121]. Esto ofrece ventajas
en aplicaciones médicas comparada con otros materiales de sustitucién como aloinjertos

o implantes metalicos [122].

La HA sintética esta compuesta principalmente por los minerales calcio (Ca) y fosfato
(P), posee una relacion estequiométrica Ca/P 1.67 muy similar a la de los dientes
humanos, que presenta una relaciéon Ca/P promedio de 1.08 [123] [124]. Tiene excelente
biocompatibilidad y osteoconductividad [125]. Ha sido utilizada con éxito en aplicaciones
médicas como relleno de hueso en forma de cemento o de granulos y como recubrimiento
de protesis metdlicas [126] [127]. Su morfologia puede variar dependiendo del método de

obtencién, encontrando formas irregulares, varillas, esferas, laminas, diente de leén, flor
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y microesfera porosa [32]. Sin embargo, su uso como andamio se ha visto limitado por su
bajo mdédulo de Young y baja velocidad de reabsorcion [128].
La reaccion general para la formacién de hidroxiapatita a partir de iones presentes en

solucién acuosa es:
Cayo(PO,)s(OH)y +» 10Ca®t + 6PO; +20H ™ (1.1)

En el caso de materiales como la hidroxiapatita que no poseen silicio dentro de
sus componentes, al ser sumergidos en fluido corporal simulado (SBF) se cargan
negativamente debido a los iones OH~ y PO}~ presentes en su superficie, atrayendo y
combinandose selectivamente con los iones cargados positivamente de Ca?" presentes

en el fluido para formar fosfato de calcio (Figura 1.9) [129].

Fluido Corporal

+ + 2+

Na K Mg cr Hco3 S0,
P(V) Ca(ll) P(V) Ca(ll)
Ca{ll]\L/_\ \'/ J(PW]
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H“o_s _.D H’O'-.. _/0 H
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Figura 1.9: Mecanismo de la formacion de hidroxiapatita en la superficie de vidrios basados en
CaO — S5i04. [129].

La capa rica en calcio y fésforo resultante es la responsable de la union del vidrio y del
hueso [36]. Esta capa compuesta de hidroxiapatita carbonatada (HCA), proporciona un
medio adecuado para la proliferacion de osteoblastos (células encargadas de sintetizar la
matriz 6sea) y fibroblastos, son responsables de generar el tejido conectivo fibroso como

respuesta del sistema inmune [129].
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Una vez que la capa rica en calcio y fosforo se encuentra en contacto con el
hueso, los osteoblastos presentes en la superficie de éste se encargan de realizar la

osteointegracion del material [130] [131].

1.5.2. Fosfato tricalcico (5-TCP)

Dentro de las ceramicas cristalinas destacan los fosfatos de calcio, debido a las si-
militud en composicion propiedades y estructura del hueso [132]. El fosfato tricalcico es
una mezcla de calcio y fosforo con formula quimica Ca3(PO,),. Es completamente reab-
sorbible y osteoconductivo. Los fosfatos tricalcicos presentan menos resistencia y mayor
reabsorcidn que la hidroxiapatita. Sin embargo, son capaces de inducir una mayor bioac-
tividad [132] [133].

Una desventaja de esta ceramica es la formacion de poros durante su fabricacion,
lo que afecta directamente en las propiedades mecanicas, produciendo un material
fragil [134]. Esto limita su uso clinico. La mayoria de los compdésitos de fosfato de
calcio se realizan mediante procesos que involucran temperaturas mayores a las de
la cristalizacién, lo que puede producir una densificacion incompleta o fallos micro
estructurales. Existen otros materiales como los vidrios-ceramicos bioactivos que tienen

mejores propiedades mecéanicas [135].

1.5.3. Vidrios Bioactivos

Los vidrios bioactivos fueron descritos en los afios 1970. Estdn compuestos de éxido
de sodio (NaOs), éxido de calcio (CaO), pentoxido de fésforo (P»0O5) y didxido de silicio o
silice (Si0s). El di6xido de silicio es el componente principal del vidrio bioactivo, este es
un material duro, no poroso y su solubilidad in vivo esta relacionada proporcionalmente

con el contenido del 6xido de sodio [136].

El vidrio bioactivo (BG) 45S5, de nombre comercial Bioglass de composicion quimi-
ca 46.15:10,, 26.9Ca0O, 24.4Na,0 y 2.6 P,O5 en%mol, ha sido el més investigado para
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aplicaciones biomédicas [137]. Fué desarrollado por Hench en 1969 y ha sido utilizado
clinicamente desde 1985. La bioactividad de los vidrios bioactivos se atribuye a la ha-
bilidad del material para interactuar quimicamente con medios biolégicos formando una

capa superficial similar a la de la HA 6sea [136] [15].

La sintesis del vidrio bioactivo puede llevarse a cabo mediante dos procesos; fundi-
cidén en templado o por técnica sol-gel. Los biovidrios comerciales estan fabricados por el
método de fundicidén. En este proceso, los 6xidos son derretidos a altas temperaturas por
sobre los 1300°C. Por otro lado, el método sol-gel forma y ensambla nanoparticulas de

biovidrio terciario SiO, — CaO — P,Os5 a temperatura ambiente [138].

La sintesis del vidrio puede llevarse a cabo mediante la técnica sol-gel utilizando el
precursor tetraetilortosilicato (TEOS) de férmula molecular Si(OCyHs)4 que puede ser
hidrolizado mediante catalisis acida, causando la protonacién del grupo alcéxido que
provoca un ataque nucleofilico por el agua, produciendo la condensaciéon que favorece
la formacién de una red lineal o ramificada al azar, o altamente ramificada. Durante este
proceso, el pH puede ser controlado para obtener fibras que podrian ser usadas como
matriz o para formar una dispersion coloidal y la obtencién de nanoparticulas [139] [138].

Se han reportado biovidrios sintetizados por método sol-gel que se han acercado a
la composicién original del 45S5, consiguiendo valores de 49.15% SiO,, 25.4% CaO,
23.33% Nay0 'y 1.72% de P,O; [140].

Los vidrios-ceramicos, tienen varias fases cristalinas con tamano y contenido con-
trolado dependiendo de los parametros de tratamiento térmico aplicado. Se debe tener
en cuenta que si se quiere mantener una estructura amorfa, las temperaturas utilizadas
no deben superar los 600°C' [141]. Estos vidrio-ceramicos exhiben propiedades meca-
nicas como modulo de Young y resistencia al corte superiores respecto a los vidrios.
El ®Bioglass 45S5, cristaliza inmediatamente sobre su temperatura de transicidn vitrea
[135]. Esta bioceramica ha demostrado ser capaz de estimular la neoformacion de hueso

in vivo 'y promover la regeneracién 6ésea mas rapido que la HA sintética. Es por esto que
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ha sido considerado como un material con propiedades de reparacién de tejido éseo y
dental [139] [15].

Otro de los vidrios bioactivos comerciales es el PerioGlas, que compuesto de sales
minerales 100 % sintéticas para uso en defectos periodontales, relleno del reborde, quis-
tes e implantes [142]. Este material, ademas de ser osteoconductivo, se le atribuye la
propiedad de osteoestimulacion, definida como una estimulacion activa en la proliferacion
y diferenciacion de osteoblastos, lo que ha sido evidenciado mediante estudios in vitro
por el incremento de la sintesis de ADN y de marcadores osteoblasticos tales como os-

teocalcina y fosfatasa alcalina [143].

El diagrama de la Figura 1.10 relaciona la bioactividad de los vidrios con su compo-
sicion. De forma general se tienen las regiones A, B, C y D donde la zona central esta
delimitada por la region A [144]. En esta zona la composicion de los vidrios forman enlace
con el hueso, los vidrios en esta region estan formados por el mismo porcentaje de SiOs,
NayO'y CaO [145]. La region E esta incluida dentro de la regién A, donde los vidrios bio-
activos se unen tanto al hueso, como a tejidos blandos y producen la activacién de genes

relacionados [146].

En la region B se encuentran los vidrios bioinertes que tienen un elevado contenido
en Si,O. Estos materiales son compactos y rigidos y tienen una reactividad demasiado

baja, por lo que no se unen al hueso [144].

Los vidrios de la regién C son reabsorbibles, su composicion esta basada en Si,O y
Nas0, no se unen al hueso y su reactividad es demasiado alta por ello desaparecen entre

los 10 y 30 dias después de ser implantados [145].

En la regién D no se encuentra SiO,, que es el principal componente formador de los
vidrios, por lo que no son viables. Por lo tanto, la composicion moduladora permite adaptar

un material para un propésito especifico [146]. La bioactividad se genera producto de la
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liberacién de iones, tales como Ca?T y Na*. Esto fomenta la bioactividad y por eso se les

llama vidrios bioactivos [147].

SiO,

CaO Na,O

Figura 1.10: Diagrama de Hench. Regién A; composicién de vidrios que se unen al hueso. Region
B; Composicién de biovidrios sin unién al hueso, tienen una reactividad demasiado baja. Regién C;
composicion de biovidrios sin union al hueso, por tener una reactividad demasiado alta. Regién D, no se

forman vidrios. Regién E; la composicidon de estos biovidrios permiten la unién a tejidos blandos [146].

Una forma de mejorar la bioactividad de un material inorgadnico como la silice es
mediante la incorporacién nanoparticulas de vidrio bioactivas. La formacién de una capa
de HA biolégicamente activa cuando un vidrio bioactivo, estd inmerso en fluido corporal
simulado (SBF) in vitro, es un indicador de bioactividad [148]. Ademas, esta bioactividad
puede ser considerada como un indicativo de potencial bioactividad in vivo [149]. Los

cambios quimicos que se producen se describen a continuacién:

e Primero se produce una rapida difusion idénica debido al intercambio de los cationes
Nat y Ca*T desde el vidrio con los protones de la soluciéon (H+ o H;0%), con la
finalidad de producir silanoles (Si-OH) en la superficie del vidrio [150]. El pH de la
solucién aumenta, produciendo en la superficie del vidrio una regién enriquecida de

silice baja en cationes. Los grupos fosfatos comienzan a salir del vidrio [151].

e Elaumento de pH genera un ataque del OH~. La silice soluble se libera a la solucién

en forma de Si(OH),, produciendo mas silanoles en la superficie del vidrio [152].
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e Luego se produce la condensaciéon de los grupos Si-OH en la superficie del vidrio
[150].

e Los iones Ca®t y PO;? viajan a través de la capa de silice y desde la solucién,

formando una capa de CaO — P,Os; en la superficie [151].

e Se incorporan grupos hidroxilos y carbonatos desde la solucion cristalizando la capa

de CaO — P,Os, para formar hidroxiapatita carbonatada [151].

En la Figura 1.11 se muestra un esquema de las distintas capas que interactiuan
durante el proceso de osteointegracion del material. A medida que los iones de calcio
se acumulan en la superficie, la carga neta positiva atrae iones fosfato cargados
negativamente presentes en el fluido, formando fosfato de calcio amorfo, con una relacién
Ca/P baja, lo que eventualmente se transforma en una capa similar a la hidroxiapatita

encontrada en huesos [129].

Hueso
(apatita y colageno)

— il _ — "" .
Fluido Corporal - -

" Hidroxiapatita Carbonatada

Vidrio o Ceramico

Figura 1.11: Esquema de las capas presentes en el sistema material-hueso [129].

Otro aspecto importante es que el biovidrio por si solo no imita suficientemente bien
la composicion del hueso. Este contiene colageno, es por esto que una estrategia para

solucionar esta deficiencia puede ser la incorporacion de gelatina.
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1.6. Gelatina

La gelatina es una proteina desnaturalizada, obtenida de la hidrdlisis del colageno.
Una de las funciones del colageno en el cuerpo es estimular ciertos procesos celulares
mediante las secuencias de amino&cidos Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD) que se
encuentran repetidas en el colageno. Esta secuencia, es un mecanismo de sefalizacién
celular que permitira su posterior adhesion [131]. La adhesion celular es un mecanismo
en dénde la célula reconoce sitios de anclaje celular a través de sus receptores celulares.
Luego, se producen adhesiones focales mediante proteinas (integrinas) que estan en la

superficie de la célula y que son capaces de adherirse al material [153].

Cuando se rompe el colageno para formar gelatina, la secuencia RGD se mantiene
[154]. La composicidn de la gelatina corresponde a un polipéptido de alto peso molecular
gue oscila entre 80-250 kDa. La estructura quimica de la proteina se describe como
una secuencia lineal de aminoacidos: glicina 34 %, prolina 14 % e hidroxiprolina 9%
predomienantemente (Figura 1.12). Los aminoacidos se mantienen unidos entre si

mediante enlaces peptidicos, de tipo covalente [155].

oY o\( o

|l |H |l {|H Il
(|3H—C—N—(|3H—C N—(|3H—C—
c|:H2 H c|:|-|2
(|3H2 Glicina C|>H2
CHQ ?=O
NH  O- )
(I:=NH2 Acido
| Glutdmico
NH, )

Arginina

Figura 1.12: Esquema de la estructura quimica de la gelatina [158].

La estructura de la gelatina se clasifica, al igual que el resto de las proteinas en 4
grupos:
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e Estructura primaria: determinada por la secuencia de aminoacidos en la cadena
proteica, estructurada principalmente en tripletes Glicina-X-Y, donde X e Y

corresponden usualmente a prolina e hidroxiprolina, respectivamente.

e Estructura secundaria: consiste en el plegamiento regular local entre residuos
aminoacidicos cercanos de la cadena polipeptidica mediante la formacion de
puentes de hidrégeno entre los atomos que forman el enlace peptidico. En
las proteinas existen tres tipos de estructuras secundarias: hélices alfa, hojas
beta y giros beta, siendo las dos primeras las conformaciones mas comunes y

termodinamicamente estables de la estructura secundaria de los polipéptidos.

e Estructura terciaria: corresponde a la disposicion tridimensional de todos los dtomos
gue componen la proteina y se forma a partir de interacciones entre cadenas de

aminoacidos a largas distancias.

e Estructura cuaternaria: formada debido a las interacciones espaciales entre

cadenas individuales de polipéptidos en una proteina multicadena [158].

Existen dos tipos de gelatina en funcién de su proceso de obtencién: gelatina tipo A
(extraida por proceso en medio acido) y gelatina tipo B (obtenida por proceso en medio
basico) [155].

El proceso &cido consiste en utilizar una solucién diluida de &cido clorhidrico (apro-
ximadamente al 4 %) para la acidificacion, desnaturizacién y solubilizacién del colageno.
Se usa principalmente para la extraccidén en pieles porcinas y de pescado, y la gelatina
resultante de este proceso (Tipo A) presenta un punto isoeléctrico de pH=7-9 en funcién

de la severidad y duracion del tratamiento [155].

El proceso basico se aplica para la extraccidén de gelatina de pieles y huesos. El cola-
geno se pone en contacto con una solucién alcalina (carbonato de sodio o potasio) para
su extraccién. A diferencia de la gelatina Tipo A, la gelatina obtenida por extraccion alca-
lina presenta un punto isoeléctrico menor, de pH=4.8-5.2, el cual puede aumentar hasta

pH=6 si el tratamiento basico es de corta duracién [155].
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En la mayoria de usos comerciales la gelatina se utiliza en forma de solucion.
La gelatina es practicamente insoluble en alcohol absoluto, acetona, tetracloruro de
carbono, éter, benceno, y la mayoria de solventes organicos no polares [156]. La gelatina
es soluble en agua, acido acético y en soluciones acuosas de alcoholes polihidricos
tales como glicerol o polipropilen glicol [157]. La gelatina en polvo absorbe el agua
exotérmicamente, siendo la velocidad y el grado de hinchamiento una caracteristica
particular de cada tipo de gelatina. Al sumergirse en agua fria, las particulas de gelatina
se hidratan y es al aumentar la temperatura (por encima de 35°C') cuando las particulas
empiezan a disolverse rapidamente dando lugar a una solucién uniforme [159]. Ademas
de la temperatura, otros parametros deben ser considerados a la hora de controlar el
comportamiento de la gelatina en disolucién, tales como el pH, el método de fabricacion
y la concentracioén utilizada [160].

La viscosidad es la propiedad mas importante de las disoluciones de gelatina.
Como polimero, la naturaleza macromolecular de la gelatina produce una viscosidad
en disolucion con propiedades reolégicas de caracter newtoniano en la mayoria de
temperaturas y concentraciones utilizadas para la preparacion [161]. Las propiedades de
viscosidad de la gelatina estan principalmente relacionadas con la distribucién de pesos
moleculares, y consecuentemente con la fuerza de gel. Se entiende como viscosidad
caracteristica de una gelatina aquella obtenida mediante un método estandarizado que
indica el tiempo de flujo de 100 ml de solucién acuosa de gelatina al 6.67 % a 60°C' a
través de una pipeta estandar. Este valor de viscosidad permite estimar el peso molecular
medio de la gelatina [160].

De acuerdo con la literatura, una alta concentracion de gelatina afecta directamente la
viscosidad de la mezcla debido al alto entrelazamiento de las cadenas del polimero [162]

[163] [164]. La ecuacidon de Huggins:

L — [o] + Kulnle (1.2)

donde 1, es la visosidad especifica de la solucion de polimero, n es la viscosidad
intrinseca y K es la constante de Huggins, describe la dependencia entre la viscosidad

de la solucion con la concentraciéon para soluciones homogéneas de un polimero lineal
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[165].

1.6.1. Fibras de gelatina

La obtencién de microfibras de gelatina por el método convencional de electrospinning
humedo/seco sigue siendo desafiante debido a la naturaleza polielectrolitica de la gelatina
que, junto con la presencia de fuertes enlaces puentes de hidrégeno de sus soluciones,
dificulta la formacién de fibras [166]. Es importante obtener una viscosidad éptima, ni
demasiado baja para que no se puedan formar las fibras (evitando las estructuras de
electropulverizacion y perlas en hilo), ni tan alta como para evitar el estiramiento de
la solucién debido a su alto peso molecular, evitando la gelificacién de la solucion que
dificulta el electrohilado [167].

La mayoria de los estudios recomiendan trabajar con baja concentracion de gelatina
(inferior al 12% p/p) a temperatura ambiente para evitar el proceso de gelificacién y
facilitar el electrohilado [162]. Ademas, se debe tener en cuenta la relacién directamente
proporcional entre la concentracién de gelatina y el didmetro de las fibras [162] [168].
Existen diversos estudios precedentes dedicados a la preparacidén de fibras de gelatina
mediante la técnica de electrospinning. Para ello se recomienda incorporar a la mezcla el
polimero éxido de polietileno (PEO) como ayuda durante el proceso de electrohilado [169].
Este es un polimero sintético que se electrohila bien, se ha reportado como optimizador
de la viscosidad para producir fibras desde precursores a base de gelatina y colageno,
gue en otros casos no seria posible ser electrohilado debido a la inestabilidad del chorro
de la solucién [170] [171].

El PEO esta compuesto por carbono, hidrogeno y oxigeno, de férmula molecular
C16H3002, tiene la capacidad de formar puentes de hidrégeno y es soluble en agua
[172]. En el presente trabajo, una estrategia para intentar incorporar mayor cantidad de
gelatina en las fibras, fue mediante el uso de este polimero en los precursores para
el electrohilado, intentando minimizar su proporcion, de esta forma lo que se busca
es maximizar la cantidad de gelatina y minimizar la cantidad de PEO para encontrar

el balance entre los dos. Por otro lado, otra estrategia es utilizar un co-solvente como
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el dimetilsulfoxido (DMSO), de formula molecular Cy, HsOS para mejorar el proceso de
electrospinning cuando el solvente es principalmente agua [173]. Su rol es disminuir la
tension superficial de las mezclas. Debido a su naturaleza polar, pero no tanto como la
del agua y a que no forma tantos puentes de hidrégenos como el agua y por eso su
tension superficial es menor en comparacién con el agua. Es por esto, que su uso ayuda

a electrohilar los precursores elegidos en este trabajo.

1.7. Materiales hibridos

En 1993, Novak definié los materiales hibridos sol-gel inorganicos/organicos (1/O)
como redes conjuntas interpenetrantes de componentes inorganicos y organicos que
interactuan a nivel molecular y son indistinguibles por encima de la nanoescala [174].
Existen dos tipos de hibridos formulados a partir de la incorporacion de un polimero
ya formado, se denominan Clase | y Clase Il donde la diferencia principal radica en la
interaccion entre las moléculas organicas e inorganicas que lo componen. Los hibridos
Clase | usan polimeros para enlazarse con la red inorganica, generalmente de silice. Las
fuerzas involucradas son de tipo Van der Waals y puentes de hidrégeno [175] [176]. Los
hibridos Clase Il incorporan un agente quimico acoplante que forma enlaces covalentes
gue unen las redes interpenetrantes de fases inorganicas y organicas (Figura 1.13) [177]
[178] .
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o = Agente acoplante

—_J= Cadena de polimero organico

Figura 1.13: Esquema ilustrativo de hibridos Clase | (A) y Clase Il (B) con componentes orgénicas e

inorgénicas [177].

1.7.1. Proceso sol-gel para la sintesis de hibridos

El proceso sol-gel hibrido es una reaccion quimica que puede ocurrir a temperatura
ambiente. Durante este proceso moléculas de Si(OH), polimerizan por condensacion
para formar una red lineal y ramificada, dependiendo también del pH se ensamblan
nanoparticulas de silice para formar una estructura reticulada inorganica, que permite
incorporar polimeros a medida que se forma la red [179].

Se incorpora un polimero organico soluble en el sol inorganico y mecanicamente
se atrapa en la red de vidrio de silice durante la condensacidén de esta. Las cadenas
inorganicas y organicas se mantienen unidas por puentes de hidrégeno a los grupos
silanol (Si — OH) de la superficie [180].

Los alcéxidos de silice Si(OR), son utilizados como precursores debido a que estos
permiten realizar variaciones en los parametros de reaccién durante la sintesis [181]
[182]. Se ha reportado que la longitud de la cadena organica (R) afecta la cinética de
la hidrolisis debido a los grupos éster. Si la longitud de la cadena organica aumenta

la rapidez de la hidrélisis disminuye [183]. Uno de los alcoxidos mas utilizados en la
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sintesis de silice es el tetraetilortosilicato (TEOS) que puede ser hidrolizado para formar
Si(OH), [139] [138]. Las moléculas de TEOS hidrolizadas se condensan y a medida que
los enlaces Si — O — Si se forman, crean una red de gel humedo, donde se introduce el

polimero orgénico (Figura 1.14) [174].
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Figura 1.14: Esquema ilustrativo de la formacion de la red sol-gel de silice [174].

1.7.2. Efecto del pH en el proceso sol-gel

Las reacciones de hidrélisis y condensacion son producidas mediante sustitucién nu-
cledfilica catalizada por un acido o una base [184]. En la Figura 1.15 (a) se muestra un
sistema catalizado por acido. La protonacion del grupo alcéxido hace que la densidad de
electrones se retire del Si, lo que permite el ataque nucleofilico del agua [185]. Por el
contrario, en la Figura 1.15 (b) se muestra la hidrdlisis catalizada por una base de los al-
coxidos de silicio procede mediante el ataque de un silanol nucledfilo desprotonado sobre

un acido silicico neutro [183] [185].
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Las redes de 6xido de silicio obtenidas a través de condiciones catalizadas por acido
consisten en polimeros lineales o ramificados al azar [186]. Mientras que, los sistemas
catalizados por bases dan como resultado grupos altamente ramificados. Dependiendo
de las condiciones de pH, conforme este aumenta y disminuye el crecimiento y gelifica-
cién de la red Si— O se van a formar redes lineales mas o menos ramificadas o particulas
(Figura 1.16) [183] [186] [187].

La cinética de condensacion de la red sol-gel se puede controlar mediante el pH y la
temperatura. Al controlar la tasa de condensacion sol-gel y, por lo tanto, la gelificacién
del hibrido, dependiendo de la proporcion de componentes organicos e inorganicos es
posible imprimir en 3D o electrohilar la solucién [188] [189]. Se debe tener en cuenta la

ventana de tiempo con la que se cuenta antes de que el hibrido gelifique.

(a) Hidrolisis protonacion del (RO),Si
/H /H
) + ) - .
(RO)3Si—OR + H* =— (RO)3S—0 —>= (RO)3S—0 + H—OH —>= (RO)3Si—OH + R—OH
R R

Condensacion »
protonacion del (RQ);Si—OH

A /H H
. + 4 i
(RO)3Si—OH + HY = (RO)3SJ—O\ —= (RO) 33,-_0"\ + HO—Si(OR), —= (R0O)35i—0—Si(RO);
H H
(b) Hidrolisis desprotonacion de agua

OH
— [ B

Condensacion
desprotonacion del silanol

O——Si(OR)5

A~ = ) . )
(RO),S—OH+ 0—Si(OR), == ( = ) —» (RO)3Si—0—Si(R0O)3 + HO
(RO)3Sit111 OH

Figura 1.15: Esquema ilustrativo de reaccién para la hidrolisis y condensacion catalizadas por (a) acido

y por base (b) de un precursor de alcéxido de silicio [183].
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Figura 1.16: Esquema ilustrativo del efecto del pH del sobre el proceso sol-gel [187].

1.8. Fibras y biotextiles

Existen diversas técnicas que permiten usar fibras para obtener biotextiles tales como:
drawing, sintesis por molde, separacion de fases, autoensamblaje y electrospinning [190].
La técnica de electrospinning y las matrices fibrosas han ganado mucha popularidad
debido principalmente a la similitud de los andamios obtenidos con la matriz extracelular
de los tejidos del cuerpo humano. Casi todos los tejidos y érganos del cuerpo se sintetizan
y se organizan con estructuras fibrosas de tamanos micro y nano. Usar el sistema de
electrospinning ha sido reportado como un enfoque biomimético a la ingenieria de tejidos

Oseos [191].
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1.8.1. Electrospinning

Los estudios sobre campos eléctricos en el siglo XIX son el origen de esta técnica,
patentada originalmente en 1902 y considerada en 1934 como un medio para el procesa-
miento textil. Taylor fue quien en su trabajo comprendié la influencia de un campo eléctrico

en un pequefo volumen de liquido [191].

Cuando un campo eléctrico es aplicado a una gotita de liquido, la carga electrostéatica
se acumula en la punta de la gotita, por tanto, la repulsién de carga trabaja en contra de la
tension superficial cambiando la forma esférica de la gota a un cono alargado denominado
cono de Taylor donde luego se libera un chorro [192]. El chorro puede tomar un camino
complejo debido a inestabilidades inducidas por el campo eléctrico. Si el soluto es un
liquido no viscoso se generan pequefas gotas y en el caso de polimero se obtienen
pequenias fibras que llegan a formar estructuras entrecruzadas con forma de andamio
[191].

El equipo de electrospinning, consiste basicamente en una jeringa con una solucion
polimérica en su interior, conectada a una bomba de flujo y una fuente de poder de
alto voltaje (Figura 1.17) [193]. Esta suministra carga eléctrica a la solucién polimérica
rompiendo la tension superficial del liquido para posteriormente ser elongado en forma de
fibras que son depositadas en un plato colector posicionado a una distancia determinada
[194]. En el proceso de formacion de fibras, el solvente se evapora mientras el jet
del polimero formado fluye en la direccion del campo eléctrico hacia el plato colector
[195]. Esta técnica ha demostrado jugar un papel relevante a la hora de obtener
andamios capaces de imitar las propiedades fibrilares de las proteinas que forman matriz

extracelular [193].
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Figura 1.17: Esquema ilustrativo de componentes del sistema de electrospinning [193].

La Tabla 1.2 presenta una relacién de los cambios en parametros y los efectos que

puede generar el electrospinning sobre la morfologia y didmetro de las fibras obtenidas.

Pardmetros Efectos en morfologia y diametro
Solucién Concentracion | 1 concentracion, 1 diametro de la fibra
. Conductividad 1 conductividad, | diametro
Procesamiento _ _ -
Voltaje 1 voltaje, | didmetro
Velocidad de flujo 1 velocidad, 1 diametro de fibras
Humedad 1 humedad, 1 formacioén de poros
Ambiente - .
Temperatura J temperatura, 1 diametro de fibras

Tabla 1.2: Parametros generales de electrospinning y efectos en la morfologia de las fibras obtenidas
[191].

Cuando el precursor a electrohilar estd compuesto por una solucion hibrida
(inorganica-organica), la generaciéon de fibras puede resultar mas compleja, como se
menciond anteriormente una de las alternativas para faciliar el proceso de electrohila-
do consiste en la incorporacion del polimero 6xido de polietileno (PEO) en la solucién y
DMSO como co-solvente en bajas concentraciones. Para poder electrohilar un hibrido de

silice que se ha obtenido mediante el proceso sol-gel, la viscosidad es muy importante
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y se debe tener en cuenta la ventana de tiempo desde que se formé el sol-gel hibrido,
se cargd en la jeringa para ser llevado al equipo de electrospinning y el tiempo que toma
el depdsito de las fibras en el plato colector para la posterior formacion de membranas,

antes de que el precursor gelifique y finalmente se convierta en un sdélido.

De acuerdo con el estado del arte se proponen los siguientes rangos y concentracio-

nes de polimeros y co-solvente:
e Silice (SiO,) en un rango de concentracién del 68-90 % en peso.
e Gelatina (G) en un rango de concentracién del 5-25 % en peso.
 Oxido de polietileno (PEO) en un rango de concentracién del 7-10 % en peso.

o Dimetil sulféxido (DMSO) 50-100L.
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Capitulo 2

Propuesta

Esta propuesta de tesis doctoral consiste en la fabricacion de membranas constituidas
por fibras hibridas (inorganicas/organicas) reabsorbibles. Estas fibras seran producidas
mediante electrospinning y presentaran un didmetro de fibra en la escala micrométrica.
Estaran compuestas por silice (SiO,;) (fase inorganica), gelatina bovina (G) (fase
organica) y oOxido de polietileno (PEO) (fase organica). Se intentara mejorar su
bioactividad mediante la incorporacion de nanoparticulas de biovidrio terciario (NpBV).
Se estudiara la composicién (atémica y enlaces), la estructura y las propiedades fisico-
quimicas superficiales, térmicas, mecanicas, citotoxicidad, adhesion y crecimiento celular,

biodegradacién, difusién y diferenciacion osteogénica.

2.1. Hipétesis

Hibridos de silice, gelatina, 6xido de polietileno y nanoparticulas de biovidrio terciario
al ser electrohiladas forman fibras biodegradables capaces de inducir una respuesta
osteogénica in vitro, formando a su vez una macroestructura tipo membrana con

geometria compatible con potencial para aplicaciones en regeneraciéon 6sea guiada.
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2.2. Objetivos

2.2.1. Obijetivo general

Desarrollar una membrana biocompatible y biodegradable formulada de silice,
gelatina, 6xido de polietileno y nanoparticulas de biovidrio terciario usando la técnica de

electrospinning, con macroestructura adecuada para la regeneraciéon ésea guiada.

2.2.2. Obijetivos especificos

1. Disefar un proceso de electrospinning adecuado para electrohilar mezclas de silice,

gelatina y éxido de polietileno.

2. Desarrollar un método para la sintesis quimica de nanoparticulas de biovidrio

terciario (NpBV).

3. Producir membranas hibridas compuestas por silice, gelatina, 6xido de polietileno y
NpBV.

4. Estudiar el efecto de la composicién quimica de la membrana sobre su microestruc-

tura, bioactividad y biodegradabilidad.

5. Estudiar el comportamiento de células cultivadas sobre las membranas en sus fases

de adhesién, proliferacion y diferenciacion osteogénica.
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Capitulo 3

Metodologia y procedimientos

experimentales

La metodologia empleada para la ejecucion de la presente tesis doctoral se detalla a

continuacion en funcion al cumplimiento de los objetivos especificos propuestos.

3.1. Produccioén de fibras de silice, gelatina y 6xido de

polietileno mediante electrospinning

3.1.1. Produccion de membranas de silice y 6xido de polietileno

mediante electrospinning

La sintesis de la silice (SiO;) se llevd a cabo mediante la técnica sol-gel, mezclando
7,5 mL del precursor tetraetil ortosilicato (TEOS) de formula Si(OC, Hs), de grado reactivo
98 %, con 1,9 mL de agua Milli-Q y 0,6 mL de acido clorhidrico (HCI) 1 molar a tempera-
tura ambiente durante 20 min bajo agitacion vigorosa. Luego, la mezcla se dej6é envejecer
durante 1 h a 50 °C a pH=1. Posteriormente se tomé 9 mL de la solucién de SiO, y se
agrego6 1 mL de 6xido de polietileno (PEO) de 600 kDa (2 % p/v de PEO en agua) a pH=8
y 50 uL dimetilsulféxido (DMSQO) como ayudante en la formacion de fibras. De esta forma

los precursores SiO,/PEO a pH=1,8 teéricamente quedarian conformados en la propor-
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cién 90/10, para finalmente ser llevados a una jeringa de 10 mL de capacidad (Figura
3.1). Los precursores fueron electrohilados a 20°C empleando una maquina de electros-
pinning TONG LI TECH, se utiliz6 una aguja de 20 Gauge. Las condiciones de trabajo
para cada proporcion aparecen en la Tabla 3.1. Se dispone de una ventana de tiempo de

aproximadamente 1 h 30 min antes de que la solucidn con los precursores gelifique.

PEO
al 2%p/iv

S Envejecimiento: o
TEOS+H,0+HCI: :
pH=2, T=20°C, t=20min t=1 h, T=50°C

N\

Figura 3.1: Diagrama de la preparacién de los precursores SiO,-PEO para electrospinning.

Se realizé un estudio de la remocién del éxido de polietileno (PEO) de las membranas
obtenidas desde los precursores 90 %SiO;-10 %PEQO y 80 %Si0O,-10 %G-10 %PEO, luego
de lavarlas con agua destilada. Se compardé quimicamente las membranas antes y
después de lavarlas. Para ello fueron sumergidas en agua destilada a 40 °C durante 1
h para intentar remover el PEO y posteriormente secadas (90 %SiO,-10 %PEO lavada y
80 %Si02-10 %G-10 %PEO lavada).



Precursores Distancia aguja-plato (cm) | Voltaje (kV) | Flujo (mL/h)
90 %Si02-10 %PEO 15 13,7 1
85 %Si03-5%G-10 %PEO 15 9,3 1
80 %Si02-10 %G-10 %PEO 15 14,9 2
70 %Si02-20 %G-10 %PEO 10 19,3 1,2
68 %Si02-25 %G-7 %PEO 8 13,4 0,5

Tabla 3.1: Parametros de trabajo especificos para el electrohilado de los precursores SiO,-G-
PEO a distintas proporciones (90 %SiO3-10 %PEO, 85 %Si03-5 %G-10 %PEO, 80 %SiO2-10 %G-10 %PEOQ,
70 %Si05-20 %G-10 %PEQ y 68 %Si02-25 %G-7 %PEOQ).

3.1.2. Produccion de membranas de silice, gelatina y o6xido de

polietileno mediante electrospinning

Al igual que en la preparacion de los precursores SiO,-PEO, la preparacién de los
precursores SiO,-G-PEO inicia de la misma forma. Se preparé la sintesis del biovidrio de
acuerdo a la Seccion 3.1.1. Ademas en paralelo se prepard la solucidén de gelatina bovina
(G) 10% p/v a 50 °C y pH=5. Las soluciones se mezclaron en diferentes proporciones
la soluciéon de G (5-25 %) con la solucién de SiO, (85-68 %). Luego, la mezcla se dejo
envejecer durante 1 h a 50 °C a pH=2. Posteriormente se agregdé 6xido de polietileno
(PEO) (2% p/v de PEO en agua) (7-10%) a pH=8 y 50uL dimetilsulféxido (DMSQO) en el
precursor que contiene G de 5-10% y 100 pL de DMSO en el precursor que contiene G
de 20-25 % como ayudante en la formacion de fibras. Finalmente el precursor fue llevado
a una jeringa de 10 mL de capacidad (Figura 3.2). Los precursores fueron electrohilados
a 20°C, utilizando una aguja de 20 Gauge y con las condiciones de trabajo descritas en la
Tabla 3.1. Se dispone de una ventana de tiempo de aproximadamente 1 h antes de que

la solucién con los precursores gelifique.
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Figura 3.2: Diagrama de la preparacion de los precursores SiO,-G-PEO para electrospinning.

3.2. Sintesis de nanoparticulas de biovidrio terciario
(NpBV)

Se sintetizaron nanoparticulas de biovidrio terciario (NpBV), para posteriormente in-
corporarlas en el precursor de las fibras hibridas, con la finalidad de volverlas mas bio-
activas y biocompatibles debido a la presencia de calcio y fosfato que contienen estas
nanoparticulas. La sintesis de las NpBV se llevd a cabo mediante la técnica sol-gel.
Valenzuela y col. 2012, reportaron la sintesis de nanoparticulas de biovidrio utilizan-
do la composicién molar: 585i0,:40Ca0:5P,05 [196]. Este sistema se forma mediante

Ca(NOs3)9-4H,0, (NH4)Hy,PO4 y TEOS como precursores en un medio de amonio.
Para realizar esta sintesis, se preparé la solucién A que consiste en disolver 8,33 g de

Ca(NQOs3)y-4H>0 en 120 mL de agua Milli-Q en un vaso precipitado de 250 mL y se dejé

en agitacion a 300 rpm hasta que se disolviera todo el sélido. Paralelamente, se prepar6
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la solucién B hidrolizando 9,7 mL de TEOS en 60 mL de etanol absoluto, agregando una

solucién de acido clorhidrico 0,5 M hasta estabilizar a pH=2 (Figura 3.3).

Amoniaco

Solucién
final

72 hr de
decantacién

M

Lavadoy
centrifugacion

Sol A: Sol B: Sol B sobre Sol A, *
Ca(NOs),x4H,0 TEOS+Etanol pH=10 controlado por ~_Congelar,

en 100 mL H,0, +HCI 0.5M, amoniaco por goteo, liofilizar y IIevag a
T=20°C pH=2, T=20°C t=48 hr en agitacion la mufla a 600°C

por 5 hr

Figura 3.3: Diagrama de la preparacién de las nanoparticulas de biovidrio terciario.

Luego, se preparo la solucidén 1 que consistié en agregar la solucién B a la soluciéon A
por goteo, manteniendo el pH a un valor de 2. Aparte, se preparé la solucién 2, disolviendo
0,25gde (NH,)H,PO, en 1200 mL de agua Milli-Q. La solucién final consiste en agregar
la solucién 1 a la 2, manteniendo el pH a un valor de 10. Se dej6 la solucién final en
agitacion a 40 °C durante 48 h. Luego, se deja decantar por 3 dias. El lavado de las NpBV
se llevd a cabo centrifugando a 12.000 rpm y se eliminé el sobrenadante para redispersar
con agua Milli-Q tres veces. Luego, las NpBV se congelaron a -80 °C toda la noche y se
liofilizaron durante 48 hr, finalmente se llevaron a una mufla a 20°C y se aplicé una rampa
de calentamiento de 10 °C/min durante 1 h y una isoterma de 5 h para calcinar a 600 °C

(Figura 3.4 a) para obtener un polvo blanco y fino de NpBV (Figura 3.4 b).
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Figura 3.4: Diagrama de calcinacion (a) y polvo blanco y fino de NpBV (b).

3.3. Fabricacion de membranas hibridas compuestas
por silice, gelatina bovina, 6xido de polietileno y

nanoparticulas de biovidrio terciario

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Seccion 3.1, se escogid la formulacion
para electrospinning 80 %SiO;3-10 %G-10%PEO como precursor base para la incorpo-
racién de las NpBV en las fibras que constituyen las membranas. La eleccién de esta
proporcién, se debi6 a la obtencion de fibras con menos defectos morfolégicos a nivel
de la superficie y al alto nivel de reproducibilidad de la fabricacién de las membranas
mediante electrospinning. Las NpBV se incorporaron en la mezcla en un 1-2 % p/v, mo-
dificando la proporcion de G y PEO de acuerdo a las limitaciones experimentales, prin-
cipalmente por la ventana de gelificacion de la mezcla, formando fibras a partir de los
precursores 80 %SiOy-5 %G-14 %PEO-1 %NpBYV, 80 %SiOy-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV y
80 %Si02-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV.

La metodologia para llevar a cabo esta formulacidén fue realizada de acuerdo a la
Seccion 3.1.2, agregando las NpBV antes del envejecimiento de 1 h a 50 °C, luego se

agrego la proporcién correspondiente de 6xido de polietileno (PEO) y 100 uL de DMSO,
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los precursores fueron sonicados durante 1 min a 60 W y 40 kHz, luego llevados a una
jeringa de 10 mL de capacidad como se muestra en el esquema de la Figura 3.5. Los
precursores fueron electrohilados a una temperatura de 20°C, se utilizé una aguja de 20
G, las condiciones de trabajo para cada proporcion aparecen en la Tabla 3.2. Se dispone

de una ventana de tiempo de aproximadamente 50 min antes de que la solucién con los
precursores gelifique.

AN _
N  DMS0=100pL
pBL\J 2

e ) 111

Sol-gel: Solucién de gelatina o ) 2
TEOS+H,0+HCl: al 10%: Envejecimiento: .
pH=2, T=20°C, t=20min  T=50°C, t=1h t=1h, T=50°C

Figura 3.5: Diagrama ilustrativo de la preparacion de los precursores SiO,-G-PEO-NpBV para
electrospinning.

Precursores Distancia aguja-plato (cm) | Voltaje (kV) | Flujo (mL/h)
80 %Si03-5%G-14 %PEO-1 %NpBV 12 9.3 1
80 %Si03-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV 15 19,3 1,2
80 %Si03-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV 15 14,9 0,8

Tabla 3.2: Parametros de trabajo especificos para el electrohilado de los precursores SiO,-G-PEO-NpBV
en las proporciones 80 %SiO3-5 %G-14 %PEO-1 %NpBV, 80 %Si03-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV y 80 %SiO,-
10 %G-8 %PEO-2 %NpBV.
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3.4. Caracterizacion de los materiales desarrollados

Para la caracterizacion quimica (composicion, enlaces), estructural y morfolégica de
las muestras, se han utilizado diversas técnicas para el estudio de los materiales. Esto
con la finalidad de establecer la relacién entre composicion, estructura, morfologia y

propiedades de estos materiales.

3.4.1. Caracterizacion quimica (composicion y enlaces)

La estructura molecular de los materiales y membranas fueron obtenidas a través del
uso de microscopia infrarroja por transformada de Fourier empleando un espectrémetro
Thermo Scientific modelo Nicolet IS10, equipado con un detector de mercurio-cadmio, en
el rango espectral de nimeros de onda que comprende entre los 4000 a 400 cm~!, con
una resolucién espectral de 0.4 cm~!, en el modo de reflexién total atenuada (ATR-FTIR)
y 32 escaneos. Los espectros obtenidos, fueron procesados mediante el software OMNIC
9, se corrigio la linea base y se normaliz6 la escala de absorbancia de 0 a 1, siendo 1 el

valor maximo de la escala.

Mediante ATR-FTIR se pudo identificar los enlaces Si-O de la silice y la gelatina
bovina pudo ser semicuantificada, pero no se logré la determinacién del contenido
inorganico de silice en las membranas hibridas. Es por esto que fueron estudiadas
por andlisis termogravimétrico (TGA), que fue llevado a cabo utilizando un analizador
termogravimétrico (TA instruments model Q50, EUA). Este andlisis fue llevado a cabo
masando por separado ~ 10 mg de las muestras. Se evalu6 la cantidad de contenido
inorganico en régimen dindmico de calentamiento en atmosfera de aire con un flujo de 40
mL/min para asegurar la remocion de la fase orgénica. De acuerdo con el diagrama de la
Figura 3.6, primero se equilibré a 40 °C por 1 min a una velocidad de 10 °C/min, luego a
la misma velocidad se calenté hasta 75 °C durante 15 min, luego se calent6é a 400 °C por
30 min a una velocidad de 50 °C/min, finalmente a la misma velocidad se llegé hasta 800
°C [197].
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Figura 3.6: Diagrama de ciclo térmico aplicado a las membranas y materiales para determinar su

contenido inorgénico.

3.4.2. Morfologia y microestructura de los materiales fabricados

Se realizd el proceso de electrospinning de las soluciones con los precursores
90 %Si02-10 %PEO, 85 %SiO5-5%G-10 %PEO, 80 %SiO,-10%G-10%PEO, 70 %SiO,-
20 %G-10%PEO y 68 %Si0;3-25 %G-7 %PEO para formar membranas. La primera ca-
racterizacion realizada fue microscopia dptica para verificar la formacién de fibras. Para
ello en el plato colector se posicioné un portaobjetos de vidrio y se deposito fibras poco
pobladas. La formacién de fibras se observé con un microscopio éptico de campo oscu-
ro OLYMPUS modelo SZX16, con magnificacion de 11.5x, calibrado con un micrémetro
objetivo se obtuvo una escala de 50 um. Se estimé el didmetro de 20 fibras para cada

imagen mediante el software Imaged.

Las estructuras cristalinas de las membranas y materiales fueron estudiadas mediante

difraccién de rayos X de polvo (DRX). Los estudios fueron llevados a cabo utilizando un
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difractometro (Bruker D8 Advance, Reino Unido), el cual posee una fuente de radiacién
monocromatica CuKa (A = 1.541 A) y operado a una tension y corriente de 40 kV y 30
mA, respectivamente. Los difractogramas se obtuvieron en el rango de angulos de difrac-
cién 20 de 5 a 80° usando un tamano de paso de 0,02°y un tiempo de 0,1 s por paso.
Los patrones de difraccion obtenidos fueron procesados para correccion de linea base

mediante el software Origin Pro 2018.

La morfologia superficial de los materiales fabricados (fibras y NpBV) fue estudiado
mediante microscopia electronica de barrido con emisién de campo (FESEM, Inspect
F250, FEI, EUA), permitiendo la obtencion de imagenes detalladas de las muestras. Para
esto, se utilizé un voltaje de aceleracion entre 5y 10 kV. Mediante el software ImageJ, se
estimaron los diametros de aproximadamente 100 fibras para cada imagen y se obtuvie-
ron histogramas de distribucion del didmetro. Ademas, se pudo observar la morfologia de
las fibras y superficie de forma detallada y se obtuvo informacién de la composicién ato-
mica superficial de las muestras mediante espectroscopia dispersiva de rayos X (EDX).
Previo a los andlisis, las muestras fueron colocadas en una camara a vacio durante 10

minutos en la que fueron anteriormente recubiertas con 5 nm de oro.

La morfologia de las NpBV también fue estudiada mediante microscopia electrdnica
de transmision de barrido (STEM JEOL, JSM-IT300LV). Se utilizé un voltaje de acelera-
cién de 30 kV. A partir de las imagenes TEM con magnificacion de 2500x se obtuvo un
histograma de distribucién de diametro de las NpBV mediante el software ImageJ, esti-
mando los diametros de aproximadamente 20 nanoparticulas. Previo al andlisis, las NpBV
fueron diluidas en agua Milli-Q en la proporcién 1:100 y sonicadas, luego fueron deposi-
tadas en un porta muestras para TEM, secadas, recubiertas con 5 nm de oro y colocadas

en una camara a vacio durante 10 min.
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3.4.3. Analisis del angulo de contacto entre membrana y gota de

agua (ensayo de humectabilidad)

Se empled un analizador de forma de gota (Kruss, DSA 25, Alemania) para evaluar la
hidrofilia y la humectabilidad de las membranas electrohiladas. Los valores del angulo de
contacto de 10 gotas, para cada membrana individual, se midieron utilizando el software
de analisis ADVANCE.

3.4.4. Medicion de la porosidad aparente de las membranas

La porosidad de una membrana se puede obtener basandose en la observacién y
analisis de su superficie. Para ello, se puede estudiar la razén entre la superficie de los
poros y la superficie total de la membrana para obtener la porosidad aparente [198]. En
este caso la porosidad vendria dada por:

A A,

donde A, es el &rea total geométrica, A, el area de muestra vacia y As el area del material
sélido. Es decir:
A=A+ A4, (3.2)

A partir de las imagenes SEM de las membranas y mediante el software Imaged se
midi6 el area del espacio entre fibras y el area total geométrica para obtener la porosidad

superficial.

3.4.5. Analisis estadistico de la covarianza (ANCOVA) entre la
porosidad y composicion de las membranas sobre el angulo

de contacto

Se realiz6 un estudio para profundizar en la posible influencia de la geometria,

topografia y composicion de las membranas, sobre los resultados de angulo de contacto
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para verificar si se puede establecer una parametrizacién. El analisis se llevo a cabo
utilizando el software R (versién 3.6.3) [199].

Los resultados se expresaron como medias y desviacion estandar y en todos los
casos el nivel de significancia se establecié en « = 0.05. Primero se calcularon los
coeficientes de Spearman [200], para determinar la correlacién entre la variable de
respuesta (Angulo de contacto) y las posibles variables explicativas (SiO,, G, PEO, NpBY,
porosidad). Luego, se evaluaron los efectos de la composicidén de las membranas en base
al test Mann-Whitney-Wilcoxon, para identificar efectos estadisticamente significativos
en la variable de respuesta. En base a los resultados obtenidos en el test Mann-
Whitney-Wilcoxon para cada variable explicativa, se desarrollé6 un modelo de regresion
multiple utilizando los valores experimentales medidos de las variables explicativas y sus

respectivas interacciones. El modelo lineal fue:

Y = (5i02) X 51+(PEO) X fa+(NpBV ) x 34(Si04 : PEO) X 4+(S105 : NpBV')x B5+intercepto
(8.3)
donde Y corresponde a la variable de respuesta angulo de contacto, j3; corresponde
a los coeficientes del modelo de regresién asociados a las variables SiO,, PEO, NpBV y

sus respectivas interacciones.

3.5. Formacidn de hidroxiapatita en fluido corporal simu-
lado (SBF)

La formacién de hidroxiapatita en las membranas fueron evaluadas in vitro por
inmersion en una solucién de fluido corporal simulado (SBF) tal como la desarrollada
por Kokubo et al. [201]. Se us6 una relacion en masa de muestra (membrana) a volumen
de SBF de 0.01 g/mL, la inmersion se llevd a cabo en en tubos ®Falcon de 50 mL. Se
recortd por triplicado secciones de 20 x 20 mm de las membranas que contienen NpBV
(80 %Si03-5 %G-14 %PEO-1 %NpBYV, 80 %SiO,-7 %G-12 %PEO-1%NpBV y 80 %SiO,-
10 %G-8 %PEO-2 %NpBV) y de la membrana obtenida desde el precursor 80 %SiO,-

10 %G-10 %PEO usada como referencia al no contener NpBV. Se sumergi6 cada seccidn
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en 20 mL de SBF, durante el ensayo cada membrana permanecié en contacto con
el SBF durante intervalos de tiempo de 3, 7 y 14 dias, a 37°C de temperatura, bajo
constante agitacién a 60 rpm, para simular las condiciones ambientales del cuerpo
humano. Se tomaron medidas de pH después de cada tiempo de inmersién, para evaluar
la variacion desde pH=7.4 del SBF, con la finalidad de relacionarlas con la formacién
de hidroxiapatita. Luego, las membranas fueron removidas de los tubos y lavadas con
agua Milli-Q, secadas en la estufa a 40°C durante 72 h. Posteriormente las membranas
secas fueron caracterizadas para evaluar la formacion de una capa de fosfato de calcio
(CaP) sobre la superficie, mediante difraccién de rayos X de polvo (DRX), espectroscopia
de infrarrojo en modo reflexién total atenuada (ATR-FTIR), microscopia electrénica de

barrido con emision de campo (FESEM) y espectroscopia dispersiva de rayos X (EDX).

3.6. Realizacion de cultivo celular en las membranas,
pruebas de adhesion, crecimiento y diferenciacion

osteogeénica.

3.6.1. Cultivo celular

Se aislaron células madre de tejido de pulpa dental (hDPSC), el proceso se llevo
a cabo mediante la técnica de digestion enzimatica. Las muestras de encias fueron
lavadas varias veces con una solucién de tampén fosfato salino (PBS) suplementada
con antibiéticos (penicilina/estreptomicina) al 1 %. Seguidamente, para asegurar la total
separacion de la superficie epitelial, las muestras fueron incubadas con 2 mg/ml de
Dispasa Il a 4°C durante toda la noche. Luego, trituradas sobre placas de Petri en
fragmentos menores a 1 mm3 empleando hojas de bisturi y fueron digeridas durante 2
h en unasolucién de medio completo compuesto por a-MEM (Minimal Eagle Medium,
Invitrogen) y suero bovino fetal (SBF) al 10 % con 4 mg/ml de Colagenasa |. Cada tubo
preparado fue posteriormente diluido en una solucién con medio «-MEM y SBF al 10 %

y fueron posteriormente centrifugados, resuspendidos y nuevamente centrifugados. Las
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células fueron sembradas en placas de 35 mm con a—MEM, SBF al 10 % y antibi6ticos
al 1%. El medio se renovd cada 2-3 dias, manteniendo el cultivo hasta alcanzar la

confluencia en las placas.

3.6.2. Viabilidad celular

Se utilizé la técnica de reduccion de MTS para medir la viabilidad celular segun el kit
CellTiter 96 AQueus Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, basado en una modifica-
cion del ensayo de reduccion de MTT (Mosman y col., 1983). EI MTS (3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-5-[3-carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2Htetrazolio) es bioreducido por las células
viables a través de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales, en un producto colo-
reado llamado formazan que a su vez es soluble en el medio de cultivo y su absorbancia
puede ser medida con un espectrofotdmetro UV-visible a una longitud de onda de 490 nm.
La absorbancia de este producto es directamente proporcional a la cantidad de células

vivas en el medio de cultivo [202].

Las membranas formadas por los precursores que contienen gelatina: 90 %SiO,-
10 %PEO (usado como referencia al no contener gelatina), 85 %SiO,-5%G-10 %PEO,
70 %Si0,-20 %G-10 %PEO, 68 %Si0,-25 %G-7 %PEO y las membranas formadas por
los precursores que contienen NpBV: 80 %SiO;-10 %G-10 %PEO (usado como referencia
al no contener NpBV), 80 %SiO,-5%G-14 %PEO-1 %NpBYV, 80 %SiO;-7 %G-12 %PEO-
1%NpBV y 80 %SiO;-10%G-8 %PEO-2%NpBV fueron recortadas por triplicado vy
colocadas en placas de 48 pocillos (cada uno de 0,25 mL de capacidad y 0,95 cm?
de superficie) (Figura 3.7 a y b). Se aplicdé un protocolo de acondicionamiento a las
membranas, que consiste en esterilizar durante 2 h con etanol al 70 % utilizando un
volumen que cubra totalmente el material, luego fueron lavadas y sumergidas toda la

noche en medio de cultivo (Figura 3.7 c y d).
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Figura 3.7: Membranas recortadas en una placa de 48 pocillos para ensayo MTS (a y b) y membranas

acondicionadas en medio de cultivo (c y d).

Se sembraron 100.000 células sobre cada membrana, agregando 200 ul de a-MEM
suplementado con SFB al 10%, se incub6 a una temperatura de 37°C en atmoésfera
de CO, al 5% durante 7 y 14 dias. Como control se emplearon células solas en los
pocillos (sin membrana) que fueron cultivadas durante los mismos periodos de tiempo.
En cada periodo de tiempo, se realizaron 2 lavados con PBS, luego se agreg6 200 ul
de a-MEM suplementado con SFB al 10 % junto con una mezcla del reactivo MTS/PMS
(metosulfato de fenazina) en una proporcion 20/1 de acuerdo al protocolo del fabricante
del kit. Luego, se incubé la mezcla durante 1 h a una temperatura de 37 °C a una atmosfera
de CO, al 5%, y la absorbancia se midi6 con un lector de microplacas a 490 nm en
espectrofotdmetro. La absorbancia observada corresponde al producto de reduccién del
MTS (formazan), el cual es producido por las deshidrogenasas mitocondriales de las
células viables presentes. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software
Origin Pro 2021, mediante ANOVA unidireccional con comparaciones entre muestras y

control mediante analisis de Tukey con significancia p <0.05 y p <0.01.
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3.6.3. Diferenciacion osteogénica

La capacidad de diferenciacion osteogénica de las células madre aisladas de los
tejidos dentales en las membranas formadas por los precursores que contienen gela-
tina: 90 %Si0,-10%PEO (usado como referencia al no contener gelatina), 85 %SiO,-
5%G-10%PEO, 70 %Si0,-20 %G-10 %PEOQO, 68 %Si0;3-25 %G-7 %PEQ y las membranas
formadas por los precursores que contienen NpBV: 80 %SiO;-10 %G-10 %PEO (usado
como referencia al no contener NpBV), 80 %SiO,-5 %G-14 %PEO-1 %NpBYV, 80 %SiO,-
7 %G-12 %PEO-1 %NpBV y 80 %SiO;-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV, se evalu6 mediante la

actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP).

Para la medicién de la actividad de ALP, se aplicé el mismo protocolo de acondiciona-
miento de las membranas y siembra de células de la Seccién 3.6.2, estas se cultivaron
en medio de cultivo (DMEM suplementado con 10 % SBF, penicilina/estreptomicina y an-
fotericina como antibiéticos, sin suplementos osteogénicos) por 14 dias. Completado el
tiempo de cultivo, se retiraron las muestras y se fijaron en una solucién de etanol al 90 %
y formaldehido al 10 % durante 1 min, tras lo cual se lavaron con una solucion PBS. La
actividad de la enzima ALP fue determinada mediante el ensayo colorimétrico de des-
fosforilacion del reactivo para-nitrofenilfosfato, la absorbancia se midié con un lector de
microplacas a 405 nm por espectroscopia UV-visible. Los andlisis estadisticos se realiza-
ron utilizando el software Origin Pro 2021, mediante ANOVA unidireccional con compara-
ciones entre muestras y control mediante andlisis de Tukey con significancia p <0.05y p
<0.01.

3.6.4. Ensayos de biodegradacion de las membranas

Para evaluar la biodegradacién in vitro de las membranas, se utilizé una solucién de
tampon fosfato salino (PBS) con lisozima de clara de huevo a una concentracion de 0,5
mg/mL. Se utilizd secciones de membranas de 40x40 mm por triplicado sumergidas en
15 mL de solucion en placas de Petri. Las membranas fueron mantenidas en inmersion

durante 7, 14, 21 y 28 dias en una incubadora a 37 °C bajo agitaciéon a 100 rpm.
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El analisis gravimétrico para determinar la pérdida de peso durante la degradacion,
inicia con el registro del peso inicial seco Wi de las membranas. Luego de los respectivos
periodos de inmersion, las muestras fueron extraidas de la solucion y colocadas sobre
papel filtro para quitarle el exceso de agua de la superficie. Luego las membranas
fueron secadas a 30 °C durante 24 h y se registro el peso seco W;. El porcentaje de

biodegradacion se calculé mediante la Ecuacion 3.4

(Wi = Wy)

T 100 (3.4)

(%) Biodegradacion =
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Capitulo 4

Resultados y discusion

La seccidén de resultados y discusion se divide en cinco partes. La primera parte
contempla los resultados de caracterizacidn de las membranas obtenidas mediante
electrospinning desde los precursores SiO,-PEO y SiO,-G-PEO, con un contenido
inorganico en un rango de 68-90% el cual fue cuantificado por TGA. Cada tipo
de membrana fue caracterizada mediante FTIR, DRX y FESEM/EDX. Los resultados
obtenidos en esta etapa constituyen la base para la eleccion del material al que se le
incorporara las nanoparticulas de biovidrio terciario (NpBV).

En la segunda etapa se presentan los resultados de la sintesis de nanoparticulas
de biovidrio terciario (NpBV). Estas fueron caracterizadas mediante FTIR, DRX,
FESEM/EDX, TEM y TGA.

En la tercera etapa se realizé la incorporacién de las nanoparticulas de biovidrio ter-

ciario (NpBV) en el precursor SiO,-G-PEO, para posteriormente ser electrohilado. Esta

incorporacion de NpBV en las fibras se corroboré mediante andlisis FESEM/EDX.

La cuarta etapa corresponde a las mediciones de angulo de contacto y porosidad
de todas las membranas. Ademas, del estudio de bioactividad de las membranas que
contienen NpBV.

En la quinta etapa, se muestran los ensayos de viabilidad y diferenciacion osteogénica
realizados en todas las membranas. Por ultimo, se muestran los resultados de

biodegradacion.
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4.1. Membranas de SiO,-PEO y SiO,-G-PEO obtenidas

mediante electrospinning

La Figura 4.1 muestra el material obtenido desde un precursor conteniendo 90 %SiO,-
10 %PEO, dependiendo de varios parametros como el voltaje, la velocidad de flujo, la
temperatura, la humedad relativa, el diametro de la aguja y la distancia de aguja al plato
colector se pudo obtener algodones (Figura 4.1 a) y membranas (Figura 4.1 b). En este
presente trabajo se escogi6 el material tipo membrana en relacion con la aplicacion que

se quiere dar al material para ROG.

Figura 4.1: Fotografias macroscopicas de los materiales obtenidos a partir del precursor 90 %SiO,-

10 %PEO tipo algodon (a) y membrana (b).

El primer paso para comprobar la formacion de fibras hibridas, fue electrohilar
los precursores SiO,-PEO y SiO,-G-PEO en distintas proporciones. Se utilizaron los
parametros de voltaje, distancia aguja-plato colector y velocidad de flujo presentados
en la Tabla 3.1 de la Seccion 3.1.1. Finalmente, se electrohilaron los precursores, y se
observaron las muestras por microscopia optica para identificar la obtencion de fibras. Se
muestran imagenes de las fibras observadas que fueron obtenidas desde los precursores
de formulacion de 90 %SiO,-10 %PEOQO (Figura 4.2 a), 85 %Si0,-5%G-10 %PEO (Figura
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4.2 b), 80 %Si0,-10 %G-10 %PEO (Figura 4.2 ¢) y 68 %Si0,-25 %G-7 %PEO (Figura 4.2
d). Desde las imagenes de microscopia Optica se cuantificé el didmetro de las fibras y
los resultados estan reportados en la Tabla 4.1. A partir de estos resultados se pudo
conocer los extremos de las proporciones de cada precursor a utilizar, asegurando la
formacion de fibras y evitar electroespray, asociado a la formacién de gotas que ha sido

identificado en algunas imagenes de microscopia éptica. Asi, se definieron los parametros

y composiciones mas adecuadas para fabricar membranas constituidas de microfibras
hibridas.

Figura 4.2: Imagenes de microscopia Optica de las fibras obtenidas a partir del electrohilado de
los precursores 90 %SiO2-10 %PEO (a), 85 %Si0O2-5%G-10%PEO (b), 80%SiO2-10%G-10%PEO (c)
y 68 %Si05-25%G-7 %PEO (d). Las flechas de color verde indican la presencia de gotas debido al

electroespray.
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Precursores Diametro promedio (um)
90 %Si02-10 %PEO 1,5+0,5
85 %Si03-5%G-10 %PEO 1,7+0,8
80 %Si02-10 %G-10 %PEO 1,9+0,9
68 %Si02-25 %G-7 %PEO 1.8+ 0.8

Tabla 4.1: Diametro promedio de las fibras observadas por microscopia Optica obtenidas a partir
del electrohilado de los precursores 90 %SiO2-10%PEQO, 85 %SiO3-5%G-10%PEO, 80 %SiO5-10 %G-
10 %PEO y 68 %Si03-25 %G-7 %PEOQ.

Mediante la realizacion de estos experimentos preliminares, se pudo observar que
al disminuir la proporcién de PEO de 10 a 7% y aumentar la proporciéon de G, la
mezcla con los precursores se volvio mas dificil de electrohilar debido al aumento de la
tension superficial, que depende principalmente de la naturaleza quimica del disolvente,
del polimero y de la temperatura [203] [204]. En general, distintos disolventes pueden
contribuir a diferentes valores de tensién superficiales [205]. Durante el proceso de
electrohilado, la tensién superficial influye directamente sobre la morfologia de las fibras
[163]. Se ha reportado que valores de tension superficial muy altos inhiben la obtencion
de fibras y que a medida que disminuye el valor de la tensién superficial, se obtienen
fibras sin defectos [203]. De acuerdo con lo reportado en la literatura, una medida que se
implementd para disminuir los defectos y gotas al aumentar la proporcién de G (Figura
4.2 c y d), fue la incorporacién del co-solvente dimetilsulfoxido (DMSQO) en una cantidad
muy baja [163] [206], no mayor al 1 % en la formulacion con los precursores SiO,-G-PEO,

resultando en fibras con menos defectos y faciles de electrohilar.

4.1.1. Caracterizacion quimica

La estructura molecular de los materiales desarrollados fue analizada mediante espec-
troscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), se analiz la estructura quimica
de las membranas (SiO,-PEO y SiO,-G-PEO) y los materiales (SiO;, PEO y G), cuyos
espectros se muestran en las Figuras 4.3 Ay 4.3 B, respectivamente. En la Tabla 4.2 se

muestra el resumen de las bandas de absorcion y asignaciones asociadas a las estructu-
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ras moleculares de cada material.

En el caso de las membranas (Figura 4.3 A), se identifico la presencia de silice a
través de las bandas de absorcidén correspondientes a los movimientos vibracionales del
enlace Si-O posicionadas en el rango de nimeros de onda 830-1110 cm~* (Figura 4.3
B) [176]. También se logro identificar la banda de absorcion caracteristica de la gelatina
posicionada a un nimero de onda de 1.640 cm~! debido a los movimientos vibracionales
del enlace doble C=0 (vibracién amida |) presente en la estructura molecular del enlace
peptidico (Figura 4.3 B) [207] [164]. Se puede observar el aumento de la intensidad
relativa de esta banda conforme al aumento del porcentaje de gelatina en los precursores
SiO,-G-PEO electroestirados (Figura 4.3 A). Esto permitié semi-cuantificar la presencia

de gelatina incorporada en las membranas hibridas.

A —— 90%Si02-10%PEO (lavada) : : B 04 G : o i
—— 90%Si02-10%PEO (sin lavar) ; ' 1000/°S|02 ! 109 H
85%Si02-5%G-10%PEQ : : —— 100%G | }
—— 80%Si02-10%G-10%PEO (lavada) : i 1054 100%PEO 12874
80%Si02-10%G-10%PEO (sin lavar) | 19 : 11
—— 70%Si02-20%G-10%PEO ! 1640
68%Si02-25%G-7%PEO :

3280

Absorbancia normalizada (u.a)
Absorbancia normalizada (u.a)

g
o

T T . T . T . T = T
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000

Namero de onda (cm™) Namero de onda (cm™)

Figura 4.3: Espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) de las membranas obtenidas desde
los precursores 90 %SiO5-10 %PEO (lavada), 90 %SiO2-10 %PEO (sin lavar), 85 %SiO2-5 %G-10 %PEQ,
80 %Si02-10%G-10 %PEO (lavada), 80 %SiO5-10 %G-10 %PEO (sin lavar), 70 %Si05-20 %G-10 %PEO y
68 %Si03-25 %G-7 %PEO (A) y materiales 100 %SiOs, 100 %G y 100 %PEO (B).

Debido a que mediante FTIR no se puede cuantificar la silice, se utilizé el analisis ter-

mogravimeétrico para determinar el contenido inorganico presente en las fibras.
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Material | Posicion de las bandas | Asignacion
de absorcién (cm™!)
silice | 1054 Si-O-Si (vibracion de tensién) [176]
954 Si-OH [176]
796 Si-O (vibracién de flexion) [176]
576 Si-O (vibracién de balanceo) [176]
Gelatina | 1640 Amida | (C=0 vibracién de tensién) [207]
[164]
1544 Amida Il (N-H vibracion de flexion, C-H
vibracién de tensién) [207] [164]
3280 Amida A (N-H vibracién de tensién) [207]
[164]
PEO 1090 C-O-C (vibracion de tensién) [208]
2874 C-H (vibracion de tension) [208]

Tabla 4.2: Posicion de las bandas de absorcion y asignaciones de los espectros infrarrojos por

transformada de Fourier (FTIR) para silice, gelatina y 6xido de polietileno (PEO).

4.1.2. Determinacion del contenido inorganico de las membranas

por analisis termogravimétrico TGA

El contenido inorganico de las membranas y de los materiales, fue cuantificado
mediante analisis termogravimétrico (TGA) en atmodsfera oxidante. Los termogramas

obtenidos se muestran en la Figura 4.4 y la informacidén de analisis detallada de estos

se dan a conocer en la Tabla 4.3, incluyendo los valores de contenido inorganicos.
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Figura 4.4: Curvas termogravimétricas (TGA) de las membranas obtenidas desde los precursores
de composicion 90 %Si0O,-10 %PEO (lavada), 90 %SiO2-10 %PEQ (sin lavar), 85 %Si0O3-5%G-10 %PEO,
80 %Si03-10%G-10 %PEO (lavada), 80 %SiO2-10%G-10%PEOQO (sin lavar), 70 %SiO2-20 %G-10 %PEQ,
68 %Si02-25 %G-7 %PEQO (A) y de los materiales 100 %G y 100 %PEOQO (B).

De acuerdo con los analisis de TGA obtenidos para estas muestras fue posible ob-
servar la estimacion del contenido inorganico correspondiente a la presencia de silice
para cada membrana obtenida (residuo en porcentaje) (Figura 4.4 A). Desde los termo-
gramas obtenidos, fue posible observar que estas presentaron cuatro eventos térmicos
de degradacion. El primer evento térmico fue determinado en el rango de temperatura de
aproximadamente 50 a 90 °C, que fue asociado a la perdida de humedad presente en
las muestras. El segundo evento térmico fue determinado en el rango de temperatura de
90 a 300 °C, el que se asocid a la degradacién de componentes de bajo peso molecular
relativo como el PEO. El tercer evento térmico se determiné alrededor de los 400 °C y
este corresponde al principal evento donde se produjo la mayor perdida de masa, debido
principalmente a la degradacion térmica de la G. Finalmente, el cuarto evento térmico
fue determinado en el rango de temperaturas entre 400 y 750°C, no observandose otros

eventos sobre los 750 °C.
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Membranas y materiales | Temperatura (°C) | Residuo (%)

100 %SiO; 750 95.1 £ 0.9
90 %Si02-10 %PEO 750 88.3+0.5
85 %Si03-5%G-10 %PEO 750 84.9 +0.3
85 %Si02-15%PEO 750 83.2+ 0.4
80 %Si02-10 %G-10 %PEO 750 80.9+0.5
70 %Si02-20 %G-10 %PEO 750 722+ 0.6
68 %Si02-25 %G-7 %PEO 750 66.3 + 0.4
100 %G 750 41+0.6

100 %PEO 400 0.0 +£ 0.1

Tabla 4.3: Estimacién del contenido inorgéanico correspondiente a las membranas y materiales (SiOs,
G y PEO) (residuo en porcentaje) y sus temperaturas correspondientes a las cuales los residuos fueron

determinados.

En la Tabla 4.3 se muestra la informacion del residuo que es proporcional a la cantidad
de silice presente en las membranas. El grafico de la Figura 4.5 permite estudiar la
relacidbn que existe entre la cantidad teorica de silice proveniente del precursor y la
cantidad obtenida mediante TGA. Se obtuvo la ecuacion lineal y = 1,01z que puede
ayudar a predecir el contenido inorganico experimental que se obtiene a partir del
contenido teorico del precursor. Se observa una buena correlacién, positiva y lineal de
0.99 lo que indica una relacién fuertemente lineal 1:1, las diferencias que existen se
deben probablemente a la fase organica correspondiente al PEO y la G que se degradan

completamente a 400°C y a 650 °C respectivamente, quedando un residuo carbonizado.
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Figura 4.5: Relacion entre el contenido sélido inorganico teérico de los precursores con el contenido

inorganico experimental de las membranas determinado por TGA.

Dado que el FTIR no fue capaz de identificar la presencia del PEO, tampoco el TGA
gue no permitié discriminar los componentes de la fase organica. Es por eso que las
membranas y los materiales se analizaron por difraccion de rayos X de polvo para poder

identificar la potencial presencia de PEO.

4.1.3. Estructura cristalina y morfologia

La estructura cristalina de las membranas, SiO,, Gy PEO, fueron analizadas mediante
difraccién de rayos X en polvo (DRX). Los resultados se muestran en la Figura 4.6. En
los difractogramas obtenidos se pueden observar peaks localizados en los angulos de
difraccion 26: 18 y 22.5°, los cuales fueron asociados a los planos de difraccion (120) y
(112), respectivamente. Estos peaks de difraccion corresponden a la estructura cristalina
del PEO [118].
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Figura 4.6: Difractogramas de las membranas fabricadas desde los precursores 90 %SiO,-10 %PEO
(lavada), 90 %SiO5-10 %PEO (sin lavar), 85 %SiO2-5 %G-10 %PEO, 80 %SiO2-10%G-10 %PEO (lavada),
80 %Si03-10 %G-10 %PEO (sin lavar), 70 %SiO2-20 %G-10 %PEOQO y 68 %Si02-25%G-7 %PEO (A) y de
los materiales 100 %SiO,, 100 %G y 100 %PEO (B) obtenidos por difraccién de rayos X en polvo (DRX).

La morfologia superficial de las membranas fue observada mediante FESEM. Se
observa que las membranas fabricadas mediante la técnica de electrospinning estan
constituidas principalmente por una red de fibras bien definidas, estas fueron obtenidas
desde los precursores 90 %SiO,-10%PEO (lavada) (Figura 4.7 A y B), 90 %SiO,-
10 %PEO (sin lavar) (Figura 4.7 C y D), 85%Si0O,-5%G-10%PEO (Figura 4.8 A y B),
80 %Si03-10%G-10%PEQO (sin lavar) (Figura 4.8 C y D), 80 %SiO,-10%G-10 %PEO
(lavada) (Figura 4.8 E y F). También se observa en las membranas obtenidas a partir
de los precursores 70 %SiO,-20 %G-10%PEO (Figura 4.9 Ay B) y 68 %Si0O,-25 %G-
7 %PEO (Figura 4.9 C y D), conforme aumenta la concentracion de G de un 20-25 %,
comienzan a aparecer defectos morfolégicos como perlas y gotas, asi como rugosidades

en la superficie de las fibras.
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Figura 4.7: Micrografias electronicas de barrido con emisién de campo (FESEM), de las membranas
obtenidas desde los precursores de 90 %SiO,-10 %PEO (lavada) (A y B) y 90 %SiO,-10 %PEO (sin lavar)
(CyD).
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Figura 4.8: Micrografias electronicas de barrido con emisién de campo (FESEM), de las membranas
obtenidas desde los precursores de 85 %SiO3-5%G-10%PEO (A y B), 80%SiO5-10%G-10 %PEO (sin
lavar) (C y D) y 80 %SiO5-10 %G-10 %PEO (lavada) (E y F).
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Figura 4.9: Micrografias electronicas de barrido con emisién de campo (FESEM), de las membranas
obtenidas desde los precursores de 70 %SiO2-20 %G-10%PEO (A y B) y 68 %Si0,-25 %G-7 %PEO (C y
D).

Los histogramas de distribucién de diametro se obtuvieron a partir de las imagenes
FESEM de las membranas (Figura 4.10). Estos didmetros promedios abarcan desde
aproximadamente los 400 hasta los 700 nm. El diametro de las fibras, similar a la

estructura de la MEC, favoreceria la adhesién, migracion y proliferacién celular [209].
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Figura 4.10: Histogramas de distribucién de didmetro de las fibras observadas en FESEM obtenidas

%Si02-10 %PEO (sin lavar) (A), 90 %SiO2-10 %PEO (lavada) (B), 85 %SiO,-

5%G-10%PEO (C), 80 %SiO2-10%G-10 %PEO (sin lavar) (D), 80 %SiO2-10 %G-10%PEO (lavada) (E),

70 %Si0,-20 %G-10 %PEO (F) y 68 %Si0,-25 %G-Z34PEO (G).
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La composicién atomica de las membranas fue determinada mediante espectrosco-
pia de energia dispersiva de rayos X (EDX). Los resultados obtenidos se aprecian en la
Figura 4.11. A las membranas obtenidas desde el precursor 90 %SiO,-10 %PEO (Figura
4.11 a) se le realizaron lavados con agua destilada, luego fueron secadas y se verifico
la remocién superficial del PEO de la membrana 90 %SiO,-10 %PEO (lavada) mediante
EDX dado que no se pudo detectar la presencia del elemento C que esta presente en la

composicién atdmica del PEO y que no esta presente en la composicién atdémica del SiO,.

Para las membranas obtenidas desde los precursores que contienen G, 85 %SiO,-
5%G-10 %PEO, 80 %SiO,-10%G-10 %PEO (sin lavar), 80 %SiO3-10 %G-10%PEO (la-
vada), 70 %Si0,-20 %G-10 %PEO y 68 %Si0,-25 %G-7 %PEO (Figuras 4.11 c-g), se in-
dica la presencia de nitrégeno, lo cual fue relacionado a la presencia de G en la superficie
de las membranas. En el caso de las membranas obtenidas desde el precursor 80 %SiO,-
10 %G-10 %PEO que fueron lavadas y secadas, se verificé que G se mantenia en ellas
posterior a los lavados. Pero, no se pudo determinar la remocion superficial de PEO, es
decir que no se observaron diferencias cuando hay G y PEO debido a que los dos mate-
riales contienen al elemento C en su composicién atémica. Es por esto, que no se puede
asegurar si se logro retirar el PEO superficial del material. En base a estos resultados, con
conocimiento de que G esta presente en las membranas luego de ser lavadas, posterior-

mente se aplicd el protocolo de acondicionamiento para realizar las pruebas biolégicas.

76



d 5
Element  Weight%  Awomic%  Netln. Element  Weight % Net Int.
8.55K| 7.74K|
0K 4849 623 19251 CK 472 172 356
760K 658K :
SKK 4684 3271 67224
665K} 6.02K]
570K 516K
475K 430
0
380K p 340K
285K 2.58K|
1.90K 17X
0.95K] 086K
si siC _
) 0% 124 18 24 310 2 4% 4% 558 %0 ] 16 24 3% 410 ) 574 656 738 820
Lsec1747  63Cnts  0290keV Dt Octane Pro Lec1148  S3Cnts  0280keV  Det:OctonePro
£
L’ZS.DK |
' ¢ ' €ZAF Smart Quant Results
234K
1524 Element  Weight%  Atomic%  Netlnt
2 ° cK 1982 2757 9837
133K
182K
155K [ 114K
- 95K
104K 7.6K]
78] S7K|
52K 38
4
26K Si g 19K s
SN S sis g N H
%0 083 126 189 232 31 % [ 504 567 630 %00 054 108 18 216 270 324 378 43 486 54
Lsec1779  206Cnts  0AOSkeV  Det:Octane Pro Lsec1851  M4Cnts  040SkeV  Det Octane Pro
00K 420K
si
©ZAF Smart Quant Results Eement Weght%  Atomic % NetInt.
270 376 CK 578 3284 2464
Hemenl  Weight%  Alomic%  Netint IK 38 289
240 cK 581 944 243 334 0K 49 4654 11813
2004 292
1804 o s & 25
150K 210K
120 168
90K 126K
60K 084K
s0d S 04
sCN Ss
g o
%00 060 120 180 240 300 360 420 480 540 600 o0 045 0s2 138 184 230 276 32 368 a4
Lec1772  246Cnts  040SkeV Dt OctanePro Lec1759  49Cnts  0395keV  Det Octane Pro
2344 i €ZAF Smart Quart Results
- Element  Weight%  Abmic%  Netint
cK 1008 1561 %27
NK 33 7 39
1826 CcK 571 5312 68524
SK 37.96 %513 261308
156K SK 283 167 13555
130K
104K
73K
5.2k}
26K
s
sis CN H
A
%00 054 108 162 216 270 324 378 43 486

lsec: 18608  363Cnts  2625keV  Det Octane Pro

Figura 4.11: Espectros de energia dispersiva de rayos X (EDX) de las membranas obtenidas a
partir de los precursores de composicién 90 %SiO,-10 %PEO (lavada) (a), 90 %SiO2-10 %PEOQO (sin lavar)
(b), 85%SiO2-5%G-10%PEOQ (c), 80 %SiO2-10 %G-10 %PEOQ (sin lavar) (d), 80 %SiO,-10 %G-10 %PEO
(lavada) (€), 70 %Si0,-20 %G-10 %PEO (f) y 68 %Si0%-25 %G-7 %PEO (g).



4.1.4. Analisis del angulo de contacto entre membrana y gota de

agua (ensayo de humectabilidad)

Los resultados de los ensayos de angulo de contacto se muestran en la Figura 4.12.
Dado que las membranas obtenidas a partir de los precursores 90 %SiO,-10 %PEO vy
85 %Si0,-5 %G-10 %PEO son muy hidrofilicas (Figura 4.12 a 'y b), no se pudo realizar la
medicién. Se observa que a medida que aumenta la proporcién de biovidrio aumenta el
angulo de contacto y por ende la hidrofilia. En la membrana obtenida desde el precursor
68 %Si0,-25 %G-7 %PEQO (Figura 4.12 d) el aumento de proporciéon de gelatina en el
precursor ha disminuido el angulo de contacto en comparacién con la membrana obtenida
desde el precursor 70 %Si0O,-20 %G-10 %PEO (Figura 4.12 c).

En la Tabla 4.4 se detallan los valores de angulo de contacto izquierdo y derecho
de cada membrana, cuyos valores promedio no presentan variacion significativa entre
cada lado. Estos resultados indican que las membranas son altamente hidrofilicas lo
cual, de acuerdo a lo reportado en la Seccidn 1.4.8 las hace idoneas para aplicacion en
biomateriales biodegradables [65]. Se requiere de un analisis adicional para profundizar
en si este caracter hidrofilico viene dado por el espesor, geometria y/o composicion

quimica de las membranas.
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Figura 4.12: Imagenes de ensayo de angulo de contacto de las membranas obtenidas a partir de
los precursores 90 %SiO5-10%PEO (a), 85 %SiO2-5%G-10%PEO (b), 70 %Si0,-20 %G-10%PEO (c),
68 %Si02-25 %G-7 %PEO (d).

Material Angulo de contacto | Angulo de contacto
izquierdo (°) derecho (°)
90 %Si0,-10 %PEO - -
85 %Si05-5%G-10%PEO | — -
70 %Si0,-20 %G-10%PEO | 121.1 + 9.3 120.9 £ 9.6
68 %Si05-25 %G-7 %PEO | 62.8 + 7.5 61.9+ 8.3

Tabla 4.4: Angulo de contacto entre la gota de agua y las membranas.
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4.1.5. Porosidad de las membranas

En la Figura 4.13 se observan los resultados de porosidad aparente obtenidos a partir
de las imagenes SEM de la seccion 4.1.3, en donde se estudio la razén entre la superficie
de los poros y la superficie de una seccion de las membranas obtenidas desde los
precursores 90 %SiO;-10 %PEO (m1), 85 %SiO5-5 %G-10 %PEO (m2), 70 %SiO3-20 %G-
10%PEO (m3) y 68 %Si0,-25%G-7 %PEO (m4). Todas las membranas tienen una
porosidad de aproximadamente 75 %. En comparacion con la literatura, estas porosidades
logradas han sido reportadas como favorables para la regeneracién ésea porque permiten
infiltracidén celular y vascular [147]. Valores de porosidad sobre el 70 % han demostrado
facilitar la vascularizacidén y generacion de nuevos tejidos [210]. Contar con un material

poroso facilitaria el intercambio de nutrientes a nivel celular necesarios en la formacion
de tejidos [211].
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Figura 4.13: Porosidad de las membranas obtenidas a partir de los precursores 90 %SiO,-10 %PEO (m1),
85 %Si03-5%G-10 %PEO (m2), 70 %Si02-20 %G-10 %PEO (m3) y 68 %Si02-25 %G-7 %PEO (m4).
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4.1.6. Ensayos de viabilidad celular y diferenciacion osteogénica

Se realizaron cultivos celulares para determinar la viabilidad de las células madres
mesenquimales de pulpa dental (hDPSC) al exponerse a los medios condicionados por
las membranas obtenidas desde los precursores 90 %SiO,-10 %PEO (m1), 85 %SiO,-
5%G-10%PEO (m2), 70 %Si02-20 %G-10 %PEO (m3) y 68 %Si0,-25 %G-7 %PEO (m4),
para medir la actividad MTS . Las células viables, es decir con actividad mitocondrial
activa, seran capaces de reducir el tetrazolio para convertirlo en colorante de formazan
soluble en el medio de cultivo. Ademas, se midi6 la actividad de la enzima fosfatasa
alcalina (ALP) como un parametro para conocer la diferenciacién osteogénica inducida

por las diferentes membranas.

4.1.6.1. Viabilidad celular

En la Figura 4.14 se muestran los resultados de actividad MTS de las células
cultivadas a los 7 y 14 dias, se puede observar que las células son viables, las
membranas no producen alteraciones en la viabilidad de las hDPSC, ya que se mantiene
en cada uno de los medios condicionados a las distintas membranas en comparacion
con el control, no habiendo diferencias estadisticamente significativas con el control
o entre ellas. Estos resultados muestran que las membranas no son tdxicas, por lo
qgue el material es compatible pero requiere de una componente adicional para obtener
diferencias estadisticamente significativas [212]. Es por esto la importancia de la posterior
incorporacion de las nanoparticulas de biovidrio en las fibras de las membranas, para
estudiar si existe alguna diferencia. Se han reportado estudios en donde las utilizan para

mejorar la viabilidad celular y posterior diferenciacion osteogénica [213] [120].
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Figura 4.14: Grafico representativo de la viabilidad celular a los 7 y 14 dias mediante ensayo MTS,
de las células cultivadas en las membranas obtenidas desde los precursores 90 %SiO5-10 %PEO (m1),
85 %Si05-5%G-10%PEO (m2), 70 %Si02-20 %G-10%PEO (m3) y 68 %Si05-25%G-7 %PEO (m4). Las
barras representan la absorbancia medida a una longitud de onda de 490 nm. Diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos experimentales con el control (ns: no significativo).

4.1.7. Diferenciacion osteogénica

En la Figura 4.15 se presentan los resultados de la actividad enzimatica ALP de las
células cultivadas a los 14 dias de incubacidén. Se observa que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre el control y las células cultivadas en las distintas
membranas. Por lo que las membranas no inducen la diferenciacion osteogénica. Estos
resultados son los esperados en materiales producidos mediante electrospinning cuya
matriz esta constituida principalmente de silice, debido a que presenta enlaces de tipo

covalentes, lo cual los hace poco reactivos [214].
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Los resultados de otras investigaciones en donde utilizan colageno o gelatina han
demostrado que a pesar de que la matriz contenga las secuencias RGD del colageno,
que promueven la viabilidad celular, se requiere de un componente adicional que
promueva la bioactividad [215]. Esta propiedad ha sido reportado en materiales tipo
nanocompdésito que al ser expuestos a fluido corporal simulado (SBF), inducen cambios
en la superficie del material que contiene nanoparticulas cerdmicas bioactivas, capaces

de formar hidroxiapatita en su superficie [216] [217].
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Figura 4.15: Grafico representativo de la actividad de fosfatasa alcalina de las células cultivadas sin
suplementos osteogénicos en membranas obtenidas desde los precursores 90 %SiO3-10%PEO (m1),
85 %Si02-5 %G-10 %PEO (m2), 70 %Si05-20 %G-10 %PEO (m3) y 68 %Si02-25 %G-7 %PEO (m4). Las
barras representan la absorbancia medida a una longitud de onda de 405 nm después de 14 dias de
incubacion. Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales con el control (ns: no

significativo).
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4.1.8. Biodegradacion de las membranas

La porosidad de las membranas y su capacidad de retener agua, permite que se de
inicio a reacciones entre el medio y la superficie de estas. La lisozima proveniente de
la clara de huevo ha sido ampliamente utilizada en ensayos de biodegradacion debido
a que es un catalizador biol6gico que permite acelerar reacciones especificas como la
degradacion de un polimero [218]. En este estudio se evalud la biodegradacion de las
membranas obtenidas desde los precursores 90 %SiO,-10 %PEO (m1), 85 %SiO3-5 %G-
10 %PEO (m2) y 80 %SiO;3-10%G-10%PEO (m3) a los 7, 14 y 28 dias. En la Figura
4.16 se observan las fotografias de las membranas antes y después de la inmersion en

solucion con PBS y lisozima.
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Figura 4.16: Fotografias de las membranas antes y después de la inmersién en solucién de PBS con
lisozima de las membranas obtenidas desde los precursores 90 %SiO5-10 %PEO (m1), 85 %SiO2-5 %G-
10 %PEO (m2) y 80 %SiO5-10 %G-10 %PEO (m3), luego de 1, 7, 14, 21 y 28 dias.
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En la figura 4.17 se muestra el cambio de peso en porcentaje experimentado por las
membranas luego de 28 dias. La membrana m1 se degrad6 en un 69,8 %, mientras que
m2 tuvo un 60,1 %. Se observa que la membrana obtenida desde el precursor 80 %SiO,-
10%G-10%PEO (m3) es la que presenta mayor porcentaje de degradacion, llegando a
un 100 %. Estos resultados son lo esperado de acuerdo con la literatura, debido a que la
silice se degrada por el intercambio i6nico con el medio al que fue inmerso, generando la
disolucion de la red de silice al salir los grupos Si(OH),, dando inicio al proceso de de-
gradacion y pérdida de masa de las membranas [151]. En este estudio se obtuvo que la
membrana que contenia gelatina en mayor proporcién se degrado por completo a los 28
dias. Lo cual era esperable debido a la naturaleza hidrofilica de esta y al material hibrido

clase | que conforma.

La cinética de degradacién total de las membranas depende de factores quimicos y
estructurales [82]. Estudios in vitro de hibridos de silice y gelatina muestran la pérdida
de peso de andamios causada por la degradacion enzimatica que involucra a los enlaces
guimicos entre los grupos carboxilo —COOH y amino —N H, pertenecientes a la molécula
de gelatina y al enlace covalente P — O e hidréxido O — H del vidrio bioactivo [219]. La
molécula enzimatica contiene una superficie de unién denominada sitio activo, utilizada
para orientar de forma éptima al sustrato incrementando la velocidad de reaccion [220].
La degradacion de la gelatina se lleva a cabo mediante la reaccidn de hidrdlisis y la de la

silice mediante esterificacidon [221].
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Figura 4.17: Resultados de biodegradacion de las membranas obtenidas desde los precursores
90 %Si05-10 %PEO (m1), 85 %Si02-5%G-10 %PEO (m2) y 80 %SiO,-10%G-10 %PEO (m3) luego de 7,
14, 21 y 28 dias.

En la Tabla 4.5 se muestran distintos estudios en comparacion con el material creado,
considerando la concentracion de lisozima y el porcentaje de degradacién alcanzado. Las
diferencias de biodegradabilidad entre el material y algunos de los materiales reportados
por otros estudios, se deben probablemente a la morfologia (andamios 3D) y porque
varios de ellos son hibridos Clase Il con enlaces covalentes y no Clase | como en el caso

de la presente investigacion con puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals.
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Los resultados obtenidos en esta investigaciéon, en conjunto con los materiales
estudiados de otras investigaciones permiten inferir que a la matriz hibrida se le puede
agregar nanoparticulas de vidrio bioactivas que contribuirian con la biodegradacion,
debido a que estas tienen alta area superficial lo que podria aumentar la retencion de
agua, ademas de la liberacion de iones y el rompimiento de enlaces producido por la

accion de la lisozima [178].

Materiales Concentraciéon de | Degradacion (%) | Referencias

lisozima (mg/ml)

Mesoporoso de | 0.4 70-85 [219]
gelatina/vidrio bioacti-

vo/NpAg

Compésito de vidrio | 0.5 31.7-48.6 [222]
bioactivo/gelatina

Hibrido de quito- | 0.5 60-80 [223]
sano/gelatina/fosfato

de calcio

Composito de gelati- | 1 65.3-93.8 [224]
na/vidrio bioactivo

Compésito de vidrio | 0.5 21 [225]
bioactivo/alginato

SiO,:PEO 0.5 69.8 Este estudio
SiO,:G:PEO 0.5 60.1-100 Este estudio

Tabla 4.5: Tabla comparativa de materiales, concentracion de lisozima y porcentaje de degradacion

obtenido a los 28 dias.
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4.2. Nanoparticulas de biovidrio terciario (NpBV)

4.2.1. Caracterizacion quimica

La estructura molecular de las NpBYV sintetizadas fue analizada mediante espectros-
copia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), en la cual se analiz6 la estructura
quimica de las NpBV, cuyo espectro se muestra en la Figura 4.18. En la Tabla 4.6 se

muestra el resumen de las bandas y asignaciones asociadas.

Se identificd la presencia de silice a través de las bandas de absorcion que
corresponden a movimientos vibracionales del enlace covalente Si-O posicionadas a
nimeros de onda de ~ 460 y 1025 cm~! [226]. La banda intensa que aparece a nimeros
de onda de ~ 1025 cm~! de acuerdo con lo descrito en la literatura (L. L Hench., 2001)
se podria relacionar al solapamiento de las vibraciones de los enlaces covalentes Si-O
y P-O correspondientes a vibracién por flexion y tensidén [226] [227]. Este tipo de enlace
influira en las propiedades del material que contiene estos enlaces, produciendo que este
no sea soluble. La banda en el rango de 700 a 900 cm~! puede asignarse al enlace i6nico
Ca-0 [228] [229]. El caracter iGnico de este tipo de enlace es relevante para la aplicacion
gue se le dara a las NpBYV, debido a que dara origen a la solubilidad y a la liberacion de
Ca** en medios acuosos para luego inducir la formacion de HA. De esta forma se obtuvo
informacion sobre la estructura quimica y los enlaces de las NpBV sintetizadas mediante

el método sol-gel.
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Figura 4.18: Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de las nanoparticulas de biovidrio

terciario (NpBV).

Material | Posicion de las bandas | Asignacion

de absorcién (cm™!)

Silice | 1025 Si-O-Si (vibracion de tensién) [226]
460 Si-O (vibracién de flexion) [226]
Fosforo | 1025 P-O (vibracién de tension) [227]
Calcio | 800 Ca-0 [228] [229]

Tabla 4.6: Posicién de las bandas de absorcién y asignaciones del espectro infrarrojo por transformada

de Fourier (FTIR) para las nanoparticulas de biovidrio terciario (NpBV).

4.2.2. Estructura cristalina y morfologia

En la Figura 4.19, se presenta el analisis de difraccion de rayos X en polvo (DRX) para
identificar el ordenamiento estructural de las NpBV. El patrén se muestra principalmente
amorfo, presentando un peak bien definido a ~ 29,4° (20) asociado a calcita (CaCOs). La

calcita presenta capacidad de unién al hueso, lo cual promueve la bioactividad del vidrio
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[230]. Ademas, se observan algunos peaks a 24°, 32,6°y 33.7° asociados a la formacion
de silicatos de calcio (NayCa3SigO16 , NaaCaSiOy, CazSi0,), y los peaks de difraccién
a ~ 26°y 31° estan asociados a fosfato silicorhenanita (NayCas(PO,4)25i04) producido
probablemente por tratamiento térmico al que fueron sometidas las NpBV [231], lo que
sugiere una estructura semi-cristalina [232] [233]. Es importante que las NpBV presenten
un patrén de difraccidn mas amorfo que cristalino para favorecer la liberacidén de iones de
la red de vidrio, permitiendo la formacion de hidroxiapatita en su superficie favoreciendo

la bioactividad en aplicaciones biolégicas [234] [235] [236].

Intensidad (u.a)

10 20 30 40 50
26(°)

Figura 4.19: Difractograma de las NpBV obtenido por difraccién de rayos X en polvo (DRX). Las fases
cristalinas Corresponden a (O) NCLQCCL4(PO4)QSiO4, (O) NCLQC&gSiﬁOlG, (*) NasCaSi0y, (El) Cas8510y, (<>)
CGCO:;.

La morfologia superficial y estructural de las NpBV, fue observada mediante
microscopia electrénica de barrido con emisién de campo (FESEM) (Figura 4.20 Ay B)

y microscopia electrénica de transmisién (TEM) (Figura 4.21 A y B), respectivamente.
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Ademas, mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX), se determiné
la composicion superficial de las NpBYV, en estas se observa la presencia de calcio y
fosforo (Figura 4.20 C).

/2020 W | wp mag [ | pressure HRW | det | tit - == v ) mag O] HAW | det | it | —— 500 nm ———
27:36 AM | 10.00 kV | 3.4 mm 25000 x | 2.04e-4Pa | 16.6 ym | ETD | 1° C C K a | 2.59pym | ETD | 1° CIENUC

" Element Weight %  Atomic %

. oK 5557 7147 21354

283K SiK 2478 1816 51374
L PK 193 128 2806

caK 7 9.9 2889

2.52K]

216K
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036K P ’ o

s
D'mﬁm 067 134 20 268 335 402 469 536 603

lsec:1140  126Cnts  0290keV  Det Octane Pro

Figura 4.20: Micrografias electronicas de barrido con emision de campo (FESEM) (A y B) y

espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX) (C).

De acuerdo a la morfologia de las nanoparticulas se puede observar que presentan
una forma circular y forman agrupaciones tipo racimo [237]. A partir de las imagenes
TEM se observé una distribucion de diametro promedio de 65 nm (Figura 4.21 C). Estas
dimensiones han sido reportadas en otros estudios y se consideran favorables debido a
la mayor reactividad y liberacion de iones desde las nanoparticulas debido a su mayor

area superficial [238].
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Figura 4.21: Micrografias electrénicas de transmision (TEM) (A y B) e histograma de distribucién de
diametro de las NpBV a partir de las imagenes TEM (C).

4.2.3. Estudio de estabilidad térmica por analisis termogravimétrico
TGA

La estabilidad térmica de las NpBV, fue analizada mediante analisis termogravimétrico
(TGA). Es importante este estudio, debido a que al aplicar temperaturas iguales o sobre
los 600 °C se comienza a observar la presencia de fases cristalinas en las nanoparticulas
de vidrio bioactivo [239] [231] [240]. Lo cual tiene directa relacion con los resultados

obtenidos en el difractograma DRX (Seccién 4.2.2), con el protocolo de la sintesis de
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la NpBV y en particular la etapa de calcinacion. El termograma obtenido se muestra en la
Figura 4.22.

100,0 -
99,8
99,6
99,4 -

99,2 +

Pérdida de peso (%)

99,0
98,8 1

98,6

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

Figura 4.22: Curva termogravimétrica (TGA) de las NpBV).

De acuerdo con el analisis del termograma obtenido de las NpBYV fue posible observar
gue estas presentaron cuatro eventos térmicos de degradacién. El primer evento térmico
fue determinado en el rango de temperatura de 50 a 80 °C, que fue asociado a la perdida
de humedad presente en las muestras. El segundo evento térmico fue determinado en
el rango de 80 a 200 °C, el que se asocio a la degradacion de componentes de bajo
peso molecular. El tercer evento térmico se determiné alrededor de los 400 °C que puede
ser atribuido a la eliminacién de impurezas [241]. Finalmente, el cuarto evento térmico
fue determinado en el rango de temperaturas entre 400 y 650°C. Luego de los 650°C se
observa un aumento de masa, probablemente asociado a alguna reaccién quimica entre

el material y el gas asociado a la calcinacion de las NpBV.
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4.3. Membranas hibridas de SiO,-G-PEO-NpBV

La Figura 4.23 muestra el material tipo membrana obtenido desde un precursor con
un contenido sélido de 80 %SiO;-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV.
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Figura 4.23: Fotografia macroscopica del material obtenido a partir del precursor 80 %SiO2-10 %G-
8 %PEO-2 %NpBV.

4.3.1. Incorporacion de las NpBV en el precursor SiO,-G-PEO para
formar fibras hibridas de SiO,-G-PEO-NpBV

En la Seccidén 4.1 se estudié la incorporacion de gelatina bovina (G) en las fibras,
la composicién quimica y la morfologia de las membranas al aumentar el porcentaje de
gelatina bovina en los precursores para electrospinning. A partir de los resultados obteni-
dos, se determind como material base la proporcién de precursores 80 %SiO,-10 %G-
10 %PEO (Figura 4.24) para la incorporacién de nanoparticulas de biovidrio terciario
(NpBV) del 1-2% p/v, en funcién de la reproducibilidad de fibras y considerando mor-
fologia de la superficie, para asegurar su correcta incorporacién y posterior observacion.
Es por esto, que se mantuvo fija la proporcién de SiO, al 80 % y se modificé la proporcidon

de G y PEO en los precursores de acuerdo a las limitaciones experimentales como pre-
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sencia de gotas y gelificacion del precursor.

Figura 4.24: Micrografias electronicas de barrido con emisién de campo (FESEM) de las fibras obtenidas
desde el precursor 80 %SiO5-10 %G-10 %PEO a una magnificacion 100000x (A) y 200000 (B).

4.3.2. Caracterizacion quimica

Las estructuras quimicas de las membranas formuladas desde los precurso-
res 80 %SiOy-10%G-10 %PEO, 80 %SiOy-5%G-14 %PEO-1%NpBV, 80 %SiO,-7 %G-
12 %PEO-1%NpBV y 80 %SiO;-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV fueron analizadas mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) (Figura 4.25). Se observan
cuatro peaks de absorcidén ubicados en los numeros de onda de aproximadamente 576,
796, 954 y 1054 cm~!, que se relacionan con los movimientos vibracionales de la red de
silice [242]. Se observa un peak de absorcidon posicionado a un niumero de onda de apro-
ximadamente 1640 cm~! debido a los movimientos vibracionales del resto C=0 (amida I)
que pertenece a la estructura molecular de la gelatina [174]. La mayor intensidad relativa
de esta banda esta asociada con el aumento de la concentracion de G en el precursor
que se ve reflejado en una aumento de la concentracion de G en las fibras que constitu-
yen las membranas. En la Tabla 4.7 se muestra el resumen de las bandas y asignaciones

asociadas a las membranas.
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Figura 4.25: Espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) de las membranas obtenidas
desde los precursores 80 %SiO5-10 %G-10 %PEO, 80 %SiO3-5 %G-14 %PEO-1 %NpBV, 80 %Si0,-7 %G-
12 %PEO-1 %NpBV y 80 %SiO2-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV.

4.3.3. Estructura cristalina y morfologia

Las estructuras cristalinas de las membranas obtenidas desde los precurso-
res 80 %SiOy-10%G-10 %PEO, 80 %SiOy-5%G-14 %PEO-1%NpBV, 80 %SiO,-7 %G-
12 %PEO-1%NpBV y 80 %Si0O,-10 %G-8 %PEO-2 %NpBYV, fueron analizadas mediante
difraccidon de rayos X en polvo (DRX) (Figura 4.26). Todos los difractogramas mostraron
dos peaks de difraccion ubicados en 260: 18 y 22,5° que correspondian a las reflexiones
(120) y (112) del PEO, respectivamente.
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Posicion de las bandas de absorcién (cm™!) | Asignacién

1054 Si-O-Si (vibracién de tension) [176]

954 Si-OH [176]

796 Si-O (vibracién de flexion) [176]

576 Si-O (vibracién de balanceo) [176]

1640 Amida | (C=0 vibracién de tensién) [207]
[164]

3280 Amida A (N-H vibracién de tensién) [207]
[164]

1090 C-O-C (vibracién de tension) [208]

Tabla 4.7: Posicién de las bandas de absorcion y asignaciones de los espectros infrarrojos por
transformada de Fourier (FTIR) para las membranas obtenidas desde los precursores 80 %SiO3-10 %G-
10 %PEQ, 80 %SiO3-5%G-14 %PEO-1 %NpBYV, 80 %SiO3-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV y 80 %SiO2-10 %G-
8 %PEO-2 %NpBV.

—— 80%Si02-10%G-10%PEO

—— 80%Si02-5%G-14%PEO-1%NpBV
80%Si02-7%G-12%PEO-1%NpBV

—— 80%8Si02-10%G-8%PEO-2%NpBV

vy

Intensidad (u.a)
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26(%)

Figura 4.26: Difractogramas de las membranas fabricadas desde los precursores 80 %SiO»-10 %G-
10 %PEOQ, 80 %SiO2-5%G-14 %PEO-1 %NpBYV, 80 %SiO2-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV y 80 %SiO;-10 %G-
8 %PEO-2 %NpBV. 97



4.3.4. Observacion de la incorporacion de las NpBV en las fibras
hibridas

La morfologia superficial de las membranas hibridas fabricadas a partir de precursores
gue contienen NpBV en su formulacién fue observada mediante microscopia electrdnica
de barrido con emision de campo (FESEM). En la Figura 4.27 se muestran los resultados
de la membrana formulada desde el precursor 80 %SiO;3-5 %G-14 %PEO-1 %NpBV. Se
observa la incorporacién de las NpBV a nivel de la superficie de las fibras de la membrana
(flechas verdes). Para observar mejor la presencia de las NpBV ubicadas en la superficie
de las fibras, se aplicé una magnificacion de 100000x y 200000x (Figura 4.27 Cy D). Se
muestra el histograma de las fibras con un diametro promedio de 527 + 136 nm (Figura
4.27 E) y el espectro de energia dispersiva de rayos X (EDX), en donde se identifico la
presencia de calcio y fésforo provenientes de las NpBV, dado que los otros materiales
presentes no poseen atomos de Ca y P en su composicion elemental (Figura 4.27 F).

En la Figura 4.28 se muestran los resultados de la membrana formulada desde el
precursor 80 %Si0O,-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV. Se muestra el histograma de las fibras
con un didmetro promedio de 545 + 78 nm (Figura 4.28 E) y la espectroscopia de energia
dispersiva de rayos X (EDX), en donde también se indica la presencia de calcio y fésforo
(Figura 4.28 F).

La Figura 4.29 muestra los resultados de la membrana formulada desde el
precursor 80 %Si0,-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV. En la superficie de esta se logré distinguir
claramente la presencia de las NpBV en la superficie de las fibras. Ademas, se muestra el
histograma de las fibras con un diametro promedio de 523 + 140 nm (Figura 4.29 E) y el
espectro de energia dispersiva de rayos X (EDX), en donde también se indica la presencia
de calcio y fésforo (Figura 4.29 F).

En las distintas formulaciones se corroboré la incorporacion superficial de las NpBV y

se obtuvo el diametro promedio de fibras.
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Figura 4.27: Micrografias electronicas de barrido con emision de campo (FESEM) (A, B, C y D),
histograma de distribucion de diametro (E) y espectro de energia dispersiva de rayos X (EDX) de las fibras
obtenidas desde los precursores 80 %SiO2-5%G-14 %PEO-1 %NpBV (F).

99



— 3 m—

e | HAW et | — 10 ym — / H mag O] P det
mbar | 82.9 ym | ETD CIENUC Y 4 5.00 kV | 4.8 mm | 24 000 x | 7.03 ar | 17.3 ym | ETD CIENUC

pressure HAW | det — | Re— 2 HY wD W e E— Y —
3 5.74e-6 mbar | 4.14 pm | ETD CIENUC 8 5.00 kV | 4.8 mm 0 .74e 7 CIENUC
E XYY 80%Si02-7%G-12%PEO-1%NpBV/ F
30 Diametro promedio: 545 + 78 nm - § Element Weight % Atomic %  NetInt.
CK 7.31 1154 16.94
a6 NK 203 274 583
251 oK 48.36 57.85 504.46
. o siK 38.09 2569 1699.99
204 ™ PK 023 0.14 6.14
et SK 3.29 1.95 100.91
Q
$1s § I cak 0.18 008 448
%15
45
Y ﬂ
* 104 18
24| SC
5 § - Pey ¢
§ s S )
@ NS 1) ¥ 2% 39 52 ) 7 a1 104 uw

0 : r ' .
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Diametro de fibra [nm]

Lsec%46  175Cnts  0295keV  Det Octane Pro
Figura 4.28: Micrografias electronicas de barrido con emision de campo (FESEM) (A, B, C y D),

histogramas de distribuciéon de diametro (E) y espectro de energia dispersiva de rayos X (EDX) de las
fibras obtenidas desde los precursores 80 %SiO3-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV (F).
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Figura 4.29: Micrografias electronicas de barrido con emision de campo (FESEM) (A, B, C y D),
histograma de distribucion de diametro (E) y espectro de energia dispersiva de rayos X (EDX) de las fibras
obtenidas desde los precursores 80 %SiO2-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV (F).

Finalmente se muestra una micrografia electronica de barrido a una magnificacion de

200000 con una estimacion de diametro de las NpBV (Figura 4.30 A), en ella se pue-
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de observar a una NpBV incrustada en la fibra con altura aparente cercana a los 18 nm
(flecha verde). Ademas, se obtuvo el histograma de distribucion de diametro de las NpBV
(Figura 4.30 B), con un diametro promedio de 70 + 18 nm, el cual es similar al didmetro

de las NpBV antes de incorporar en las membranas.

[ I NpBV

Diametro promedio: 70 £ 18 nm

Rl
O
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]
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Figura 4.30: Micrografia electrénica de barrido con emisiéon de campo (FESEM) (A) e histograma de
distribucion de diametro de las NpBV incorporadas en la superficie de las fibras de la membrana obtenida
desde el precursor 80 %SiO3-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV (B).

4.3.5. Analisis del angulo de contacto entre membrana y gota de

agua (ensayo de humectabilidad)

Los resultados de los ensayos de angulo de contacto se muestran en la Figura
4.31. Dado que la membrana obtenida a partir del precursor 80 %SiO;-10 %G-8 %PEO-
2%NpBV (Figura 4.31 d) es muy hidrofilica, no se pudo realizar la medicion. Para el
resto de las muestras, se pudo medir los angulos de contacto, resultando con un valor
promedio de aproximadamente 132° para la membrana obtenida desde el precursor
80 %Si0;-10%G-10%PEO (Figura 4.31 a), 116° para la membrana obtenida desde el
precursor 80 %SiO;-5%G-14 %PEO-1 %NpBV (Figura 4.31 b) y 70° para la membrana
obtenida desde el precursor 80 %SiO,-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV (Figura 4.31 c). En la
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Tabla 4.8 se detallan los valores de angulo de contacto izquierdo y derecho de cada
membrana, cuyos valores promedio no presentan variacion significativa entre cada lado.
Estos resultados indican que este tipo de membranas al igual que las de la Seccion 4.1.4
son altamente hidrofilicas y se requiere de un analisis adicional para profundizar en si
este caracter hidrofilico viene dado por el espesor, geometria y/o composicién quimica de

las membranas.

d

Figura 4.31: Imagenes de ensayo de angulo de contacto de las membranas obtenidas a partir de
los precursores 80 %SiO5-10%G-10 %PEO (a), 80 %Si03-5%G-14 %PEO-1 %NpBV (b), 80 %SiO2-7 %G-
12 %PEO-1 %NpBV (c) y 80 %SiO2-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV (d).

4.3.6. Porosidad de las membranas

En la Figura 4.32 se observan los resultados de porosidad aparente obtenidos a partir
de las imagenes SEM de la seccidn 4.1.3. La membrana m1 (80 %SiO;3-10 %G-10 %PEQO)
corresponde a la membrana que no tiene gelatina presente en su composicién para com-
parar que sucede a medida que aumenta la proporcion de G en el precursor que contie-
ne NpBV como en el caso de m2 (80 %SiO;-5 %G-14 %PEO-1 %NpBV), m3 (80 %SiO,-
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Material Angulo de contacto | Angulo de contacto

izquierdo (°) derecho (°)

80 %Si02-10 %G-10 %PEO 131.8 + 7.3 131.8 + 7.1

80 %Si03-5%G-14 %PEO-1%NpBV | 116.0 + 8.0 116.0 + 8.3
80 %Si03-7 %G-12%PEO-1%NpBV | 71.0 + 16.5 69.7 + 13.9

80 %Si0,-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV | — -

Tabla 4.8: Angulo de contacto entre la gota de agua y las membranas.

7 %G-12%PEO-1 %NpBYV) y m4 (80 %SiO;3-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV). Se observa un
aumento de la porosidad de las membranas desde aproximadamente 69 a 83 %. Este
aumento de porosidad en comparacion con los resultados obtenidos en la seccion 4.1.5
resultan ser aun mas favorables para la infiltracion celular y vascular, debido principal-

mente a la interconectividad entre los poros y mayor hidrofilicidad.

La absorcion y retencién de agua en la porosidad de la membrana permite que se
lleven a cabo reacciones entre la superficie de la membrana y el medio. En el caso de
las membranas que contiene NpBV en su composicidn, tiene la capacidad de interactuar
con el SBF e iniciar el proceso de degradacién y pérdida de peso por su caracteristica
biodegradable. El vidrio bioactivo se degrada por el intercambio iénico con el medio,
provocando una disolucion de la red de silice al salir los grupos Si(OH), lo que da inicio
a la degradacién y pérdida de masa de la red [151]. La cinética de degradacién de la
membrana dependerd, entre otros factores de las caracteristicas quimicas del resto de

precursores y de la topografia de las membranas [82].
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Figura 4.32: Porosidad de las membranas obtenidas a partir de los precursores 80 %SiO,-10 %G-
10%PEQO (m1), 80 %SiO2-5%G-14 %PEO-1%NpBV (m2), 80 %SiOs-7 %G-12%PEO-1%NpBV (m3) y
80 %Si05-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV (m4).

4.3.7. Analisis estadistico de la covarianza (ANCOVA) entre la
porosidad y composicion de las membranas sobre el angulo

de contacto
Se realizaron analisis estadisticos para evaluar la correlacién entre los diferentes
parametros a partir de los resultados obtenidos en las secciones 4.1.4, 4.1.5, 435y

4.3.6. Se utilizé la correlacién de Spearman para obtener una medida no paramétrica de

correlacion de rango. Esta correlacion describe qué tan bien se puede definir la relacién

105



usando una funcién monétona. La Tabla 4.9 muestra los coeficientes de correlacién de

Spearman entre las variables independientes (SiO,, G, PEO, NpBV y porosidad) y la

variable de respuesta (angulo de contacto).

Variables independientes y de respuesta

SiO, G PEO | NpBV | N Porosidad | Angulo de contacto

SiO, 1 -0.98 | 0.71 | 0.48 | -0.21 -0.76 0.52

G -098 | 1 -0.85 | -0.61 | 0.27 0.64 -0.54

PEO 0.71 | -0.85| 1 0.73 | -0.32 -0.25 0.55

NpBV 0.48 | -0.61 | 0.73 1 -0.44 0.18 -0.14

N -0.21 | 0.27 | -0.32 | -0.44 1 -0.08 0.039
Porosidad -0.76 | 0.64 | -0.25 | 0.18 | -0.08 1 -0.66

Angulo de contacto | 0.52 | -0.54 | 0.55 | -0.14 | -0.39 -0.66 1

Tabla 4.9: Coeficientes de correlacion de Spearman entre las variables de estudio, N representa al nimero

de observaciones.

Los datos se graficaron como diagramas de caja con muescas (Figuras 4.33 y 4.34).

Los recuadros representan el segundo y tercer cuartil alrededor de la mediana, que esta

representada por la linea horizontal gruesa dentro del bloque. Los bigotes representan

el 100 % de los datos dentro de cada grupo, incluidos los valores atipicos. Las muescas

representan un intervalo de confianza del 95 % (C1,..csc) d€ la mediana y se extienden

hasta [1.58 x IQR/((n)0,5)]. IQR corresponde al rango intercuartilico entre el primer y

el tercer cuartil y N es el niumero de observaciones no faltantes dentro del grupo. Las

muescas que no se superponen representan diferencias estadisticamente significativas

[243] [244].
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Figura 4.33: Grafico categérico del andlisis entre la variable explicativa porosidad y la variable de
respuesta angulo de contacto. La forma geométrica de los plots representan en el centro de la figura (linea

horizontal) a la mediana y la muesca un intervalo de confianza del 95 %.

La variable de respuesta angulo de contacto exhibié una correlacion mas alta con la
porosidad (-0.66) y una correlacidn insignificante con NpBV (0.14). En el grafico de la
Figura 4.33 se observa una tendencia negativa entre la porosidad y angulo de contacto.
Existen diferencias estadisticamente significativas entre los primeros dos grupos (azul
y amarillo) y entre el primer y tercer grupo (azul y verde). No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el sequndo y tercer grupo (amarillo y verde). En el
ultimo grupo (rojo) se tiene un angulo de contacto bajo y es estadisticamente significativo
con todo el resto. Ademas, se observa que se escapa uno de los puntos debido a que
probablemente hay una desviacién estandar muy alta. De todo lo anterior se puede
concluir que cuando la porosidad aumenta el angulo de contacto disminuye.

La correlacién de Spearman de la Tabla 4.9 permitié definir que variables utilizar en el

modelo, se decidi6 sacar G ya que siempre se correlaciona con los otros datos y resulta
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redundante para el ANCOVA.

La Tabla 4.10 muestra el analisis estadistico paso a paso de todos los materiales
y las combinaciones de estos. Se muestran los coeficientes de determinacion (R?),
coeficiente del modelo de regresion asociado a la variable (5;) y p-valor para cada una
de las variables y sus interacciones, donde p <0.0001: **** | p <0.001: ***, p <0.01: **,
p <0.05: *, p > 0.05: NA (no contribuye al modelo). Se observa que el PEO tiene un
p>0.05 lo que significa que no es estadisticamente significativo. El SiO, y la interaccion
SiO,:PEO si son estadisticamente significativos. NpBV vy la interaccién entre SiO,:NpBV
si son estadisticamente significativos. La interaccién entre PEO:NpBV y SiO,:PEO:NpBV

no son estadisticamente significativas.

Bi R? t p>|t]

Intercepto 0.446 | 0.273 | 1.633 | 0.112
SiO, -1.009 | 0.170 | -5.927 | 0.000

PEO 4578 | 0.746 | 1.667 | 0.105
SiO,:PEO 0.208 | 0.031 | 6.680 | 0.000
NpBV -0.018 | 0.007 | -2.469 | 0.019
PEO:NpBV 0.0002 | 0.001 | 0.339 | 0.737
SiO,:NpBV -1.481 | 0.600 | -2.469 | 0.019
SiO,:PEO:NpBV | 0.016 | 0.047 | 0.339 | 0.737

Tabla 4.10: Analisis estadistico paso a paso de los materiales y combinaciones.

La Tabla 4.11 muestra la comparacion entre las distintas composiciones para
determinar si son estadisticamente significativas entre ellas. En el grafico de la Figura
4.34 se observa la relacién entre las composiciones de las membranas 80 %SiO,-
10 %G-10 %PEO (C1), 70 %Si05-20 %G-10 %PEO (C2), 68 %Si0,-25 %G-7 %PEO (C3),
80 %Si02-5%G-14 %PEO-1%NpBV (C4) y 80 %SiO,-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV (C5) y
sus respectivos angulo de contacto. Ademas, se detalla la significancia entre todas las
composiciones. Estos resultados responden a la informacidn obtenida anteriormente en la
Tabla 4.10 que muestra que la variable explicativa NpBV es estadisticamente significativa

respecto a la variable de respuesta angulo de contacto.
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Comparacién de composicion

C1 C2 C3 C4 C5
C1 1 0.048 | 0.001 | 0.060 | 0.001
C2 | 0.048 1 0.001 | 0.892 | 0.001
C3 | 0.001 | 0.001 1 0.001 | 0.001
C4 | 0.060 | 0.893 | 0.001 1 0.001
C5 | 0.001 | 0.001 | 0.583 | 0.001 1

Tabla 4.11: Coeficientes de correlacién de Spearman entre las composiciones de las membra-
nas 80 %Si02-10%G-10%PEO (C1), 70 %Si0,-20 %G-10%PEO (C2), 68 %Si02-25%G-7 %PEO (C3),
80 %Si05-5 %G-14 %PEO-1 %NpBV (C4) y 80 %Si02-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV (C5).
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Figura 4.34: Grafico del analisis entre las variables explicativas composicion de las membra-
nas 80 %Si02-10%G-10%PEO (C1), 70 %SiO5-20 %G-10%PEO (C2), 68 %SiO2-25%G-7 %PEO (C3),
80 %Si03-5%G-14 %PEO-1 %NpBV (C4) y 80 %Si?6-97 %G-12 %PEO-1 %NpBV (C5) y la variable de res-

puesta angulo de contacto.



4.3.8. Formacion de hidroxiapatita en las membranas

Se evalud la formacién de hidroxiapatita en las membranas que contienen NpBV en su
composicién y en la obtenida desde el precursor 80 %SiO;-10 %G-10 %PEOQO utilizada co-
mo muestra control al no contener NpBV, luego de la inmersién en fluido corporal simulado
(SBF) a intervalos de tiempo de 3, 7 y 14 dias. Los espectros infrarrojos por transforma-
da de Fourier se muestran en la Figura 4.35, los difractogramas DRX en la Figura 4.36
y la evolucion del pH a intervalos de tiempo 3, 7 y 14 dias en la Figura 4.37. Ademas,
se muestran las micrografias electronicas de barrido con emisién de campo (FESEM) de
las membranas obtenidas a partir de los precursores 80 %SiO;-10 %G-10 %PEO (Figu-
ra 4.38), 80 %SiO,-5%G-14 %PEO-1%NpBV (Figura 4.39), 80 %SiO,-7 %G-12 %PEO-
1 %NpBV (Figura 4.40) y 80 %Si0O,-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV (Figura 4.41) y sus respec-

tivos espectros de energia dispersiva de rayos X (EDX) (Figura 4.43).

Los espectros FTIR de las membranas que contienen NpBV en su composicion
después de la inmersién en SBF mostraron la apariciéon de las bandas de absorcién
posicionadas a nimeros de onda 592 y 662 cm~! relacionadas con la flexién asimétrica
del enlace P-O de la hidroxiapatita cristalina (HA) [227] [245]. También se observa la
banda de absorcion posicionada a un nimero de onda 1036 cm~! asociada con el
estiramiento antisimétrico del enlace P-O [232] [230] [246]. El peak posicionado en 1455
cm~! se asigné a los movimientos vibratorios de los restos C-O que pertenecen a la
estructura molecular del carbonato [247], lo que sugiere la formacidn de hidroxiapatita.
Esto se confirm6 mediante los difractogramas de la Figura 4.36 que muestran la
aparicion de los peaks de difraccidn caracteristicos ubicados a 20: 26, 31.7 y 45.4°,
correspondientes a los reflejos (002), (211) y (222) de hidroxiapatita cristalina [248] [249].
Conforme fue avanzando el tiempo de inmersion hasta los 14 dias, los peaks se volvieron
mas intensos, lo cual se relaciona con lo esperado tedéricamente para materiales como

vidrios y nanoparticulas bioactivas [166].
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Figura 4.35: Espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) de las membranas formadas por
los precursores 80 %SiO3-10 %G-10 %PEOQ (A), 80 %SiO3-5 %G-14 %PEO-1 %NpBV (B), 80 %SiO3-7 %G-
12 %PEO-1 %NpBV (C) y 80 %SiO2-10 %G-8 %PEO-2 %NpBYV tras inmersién en SBF durante 3, 7 y 14 dias

(D).
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Figura 4.36: Difractogramas de las membranas fabricadas a partir de los precursores 80 %SiO,-
10%G-10%PEO (A), 80 %SiO3-5%G-14 %PEO-1 %NpBV (B), 80 %SiO3-7 %G-12 %PEO-1%NpBV (C) y
80 %Si02-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV tras inmersién en SBF durante 3, 7 y 14 dias (D).

La Figura 4.37 muestra la evolucién del pH del SBF en funcién del tiempo. Para todas
las membranas se encontr6é que el pH aumenta, el mayor incremento de pH en el medio
fue inducido por las membranas que contienen NpBV en su formulacién, lo que sugiere
su capacidad para liberar Ca?** y PO}~ al SBF para inducir la formacién de hidroxiapatita

[16]. Este aumento ha sido reportado en la literatura y se debe a que los vidrios bioactivos
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incrementan el pH del medio por intercambio de iones Ca™ y Na™ desde la superficie

del vidrio con los H* del medio [151].
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Figura 4.37: Evolucion del pH de las membranas obtenidas desde los precursores 80 %SiO2-10 %G-
10°/oPEO, 80 °/oSiOQ'5 %G-14 %PEO-1 o/oNpBV, 80 °/oSi02'7°/oG'12°/oPEO'1 °/oNpBV y 80 O/OSi02'10°/OG'
8 %PEO-2 %NpBYV tras inmersién en SBF durante 3, 7 y 14 dias.

Las imagenes FESEM también corroboraron la formacion de HA superficial en
las membranas. Se ha reportado la aparicion de Ca/P similares a las obtenidas en
hidroxiapatita con bioactividad y habilidad para unirse al hueso [231] [250] [251]. En la
membrana obtenida desde el precursor 80 %SiO;-10 %G-10 %PEOQO luego de 7 y 14 dias
de inmersion en SBF se observan algunos depésitos de Ca/P (Figura 4.38 Dy F) en la
superficie de la fibra, lo cual fue corroborado mediante los espectros de energia dispersiva
de rayos X (EDX) (Figura 4.43 b y c). En las membranas que contienen NpBV en su
formulacién se observan claramente depésitos de Ca/P en las fibras de las membranas,
asociados a la formacién de HA luego del dia 3 de inmersiéon en SBF, los cuales van
en aumento en el dia 7, para finalmente convertirse en microesferas bien definidas de
HA en el dia 14 (Figuras 4.39, 4.40 y 4.41). La formacion de estas microesferas han

sido reportadas en estudios de HA sintética obtenida mediante los métodos de secado
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por aspersion, hidrotermal y utilizando emulsién de aceite en agua [32]. La composicion
elemental de las membranas expuestas a SBF fue identificada por EDX y los elementos
mas relevantes resultaron ser C, N, O, P y Ca, se observa el aumento de porcentaje
en peso de los elementos Ca y P conforme aumentaba el tiempo de inmersion en SBF,
alcanzando su valor mas alto en el dia 14 en todas las membranas (Figuras 4.43 ¢, f, i
y j)- También se observa la presencia de los elementos Na, Cl y K asociados a residuos

gue pudieran haber quedado de la composicién del SBF.
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Figura 4.38: Micrografias electronicas de barrido con emision de campo (FESEM) de la membrana
obtenida desde el precursor 80 %SiO5-10%G-10 %PEO tras inmersion en SBF durante 3 (Ay B ), 7 (C
y D)y 14 (Ey F) dias.
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Figura 4.39: Micrografias electronicas de barrido con emisién de campo (FESEM) de la membrana
obtenida desde el precursor 80 %SiOs-5%G-14 %PEO-1 %NpBV tras inmersion en SBF durante 3 (A y
B),7(CyD)y 14 (Ey F) dias.
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Figura 4.40: Micrografias electronicas de barrido con emisién de campo (FESEM) de la membrana
obtenida desde el precursor 80 %SiOs-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV tras inmersion en SBF durante 3 (A y
B), 7 (Cy D)y 14 (E y F) dias.
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Figura 4.41: Micrografias electronicas de barrido con emisiéon de campo (FESEM) de la membrana
obtenida desde el precursor 80 %SiO5-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV tras inmersion en SBF durante 3 (A y
B), 7 (CyD)y 14 (E y F) dias.

A continuacion se muestra la evolucién de la membrana obtenida a partir del precursor
80 %Si0;-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV antes de la inmersiéon en SBF (Figura 4.42 A), luego
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de 3 (Figura 4.42 B), 7 (Figura 4.42 C) y 14 dias (Figura 4.42 D) a una magnificacion de
100000x. Se observa que la presencia de NpBV en la membrana potencia la formacién
de precipitados de fosfato célcico en las fibras, para luego de 14 dias llegar a la formacién
de microesferas de HA. El analisis elemental de la regién in situ de la microesfera de HA
(Figura 4.44 B) muestra un aumento significativo del porcentaje en peso de los elementos
Ca/P de 1.22/0.61 a 31.42/15.86 tras la inmersién durante 14 dias en SBF, al comparar
con la regién de la membrana a una magnificacion 1000x (Figura 4.44 A). La morfologia
de este tipo de HA ha sido reportada en la literatura con tamafnos que van de los 0.5-7

pum, similares en bioactividad y habilidad de unién al hueso [32].

3/2021 HY wD essure HRW det — 1 | — .y /16/2022 HV WD mag ] HRW det [ — 1111 h—

mag O] | pres &
:48PM | 5.00kV | 4.8 mm | 100000 x  1.91eS Pa | 4.14 ym | ETD CIENUC % | 4:20:50PM | 5.00kv | 4.8 mm | 100 000 x 4.14 pm | ETD CIENUC

HV wo | ] | R — e — % | 8 wWo wre | HRW P R —y

D mag e
M | 5.00 kV | 5.0 mm | 100 000 ar | 4.14 pm | ETD CIENUC i 5. .0 mn 2. mbar | 4.14 ym | ETD CIENUC

Figura 4.42: Micrografias electronicas de barrido con emisién de campo (FESEM) de la membrana
obtenida desde el precursor 80 %SiO3-10%G-8 %PEO-2%NpBV antes de la inmersién en SBF (A),
después de 3 (B), 7 (C) y 14 dias (D).
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Figura 4.43:

Espectros de energia dispersiva de rayos X (EDX) y tabla de analisis elemental de las

membranas obtenidas desde los precursores 80 %SiO3-10%G-10%PEO (a, b y ¢ ), 80 %SiO3-5%G-
14 %PEO-1%NpBV (d, e y f), 80 %SiO2-7 %G-12 %PEO-1 %NpBV (g, h, i) y 80 %Si0O5-10 %G-8 %PEO-
2%NpBYV (j, k, ) tras inmersiéon en SBF durante 3, 7 y 14 dias.
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Figura 4.44: Espectros de energia dispersiva de rayos X (EDX) y magnificacion de la membrana
obtenida desde el precursor 80 %SiO3-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV tras inmersién en SBF durante 14 dias

con magnificacién de 1000x (a) e in situ sobre una esfera de hidroxiapatita (b).

4.3.9. Ensayos de viabilidad celular y diferenciacion osteogénica

Se realizaron cultivos celulares para determinar la viabilidad de las células madres
del tejido de la pulpa dental (hDPSC) al exponerse a los medios condicionados
por las membranas obtenidas desde los precursores 80 %SiO,-10 %G-10%PEO (m1),
80 %Si02-5%G-14 %PEO-1%NpBV (m2), 80 %SiO2-7 %G-12%PEO-1%NpBV (m3) y
80 %Si03-10 %G-8 %PEO-2%NpBV (m4), para medir la actividad MTS. Las células
viables, es decir con actividad mitocondrial activa, seran capaces de reducir el tetrazolio
para convertirlo en colorante de formazan soluble en el medio de cultivo. Ademas, se

midio la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) de las hDPSC. Esta se cuantificd
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midiendo la desfosforilacion del reactivo de fosfato de p-nitrofenilo a 37 °C durante 2 h en

una atmosfera de aire humidificado que contenia 5% de CO..

4.3.9.1. Viabilidad celular

La Figura 4.45 muestra los resultados de viabilidad celular para todas las membranas
y el control. Los resultados sugirieron que las membranas no son téxicas para las hDPSC.
Después de 7 dias, m1, m2 y m4 mostraron diferencia estadisticamente significativa con el
control. Después de 14 dias, m1 y m4 mostraron diferencia estadisticamente significativa
con el control (p<0.05). Los resultados contrastan con los obtenidos anteriormente en la
Seccién 4.1.6, en dénde no se obtuvo diferencias. Los resultados luego de 14 dias pueden
atribuirse al mayor porcentaje en peso de G (10 %) en la composicién de las membranas
obtenidas desde los precursores 80 %SiO3-10%G-10%PEO (m1) y 80 %SiO,-10 %G-
8 %PEO-2 %NpBV (m4).
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Figura 4.45: Grafico representativo de la viabilidad celular a los 7 y 14 dias mediante ensayo MTS, de las
células cultivadas en las membranas obtenidas desde los precursores 80 %SiO2-10 %G-10%PEO (m1),
80 %Si03-5%G-14 %PEO-1 %NpBV (m2), 80 %SiO3-7 %G-12 %PEO-1%NpBV (m3) y 80 %SiO2-10 %G-
8 %PEO-2%NpBV (m4). Las barras representan la absorbancia medida a una longitud de onda de 490
nm. Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales con el control (*p<0.05 y
**p<0.01).

4.3.10. Diferenciacion osteogénica

La Figura 4.46 muestra los resultados de la actividad enzimatica ALP de las células
cultivadas a los 14 dias de incubacion. A diferencia de los resultados obtenidos en la
Seccion 4.1.6, se obtuvo diferencias estadisticamente significativas entre la membrana
m4, con el control y las otras membranas. Se puede observar que las células cultivadas
en la membrana obtenida desde el precursor 80 %SiO,-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV (m4),
presentaron una actividad ALP significativamente mayor en comparacion con las células

cultivadas en las membranas m1, m2 y m3 (p<0.01) y el control (p<0.05). Esto sugiere
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gue m4 induce la diferenciacion osteogénica, probablemente debido a que su precursor
contiene el doble de concentracion en peso de NpBV (2 %), en comparaciéon con m2 y
m3 que solo tienen un 1%. En otros estudios (Tabla 4.12) se suele utilizar porcentajes
mas elevados de NpBV en la fabricacién de andamios o membranas, sobre el 4% con
diametro promedio entre 100 a 200 nm [252], las dimensiones de las nanoparticulas
elaboradas en este estudio tienen un diametro promedio de aproximadamente 65 nm
y quedaron dispersadas en la superficie de las fibras de las membranas, lo que
puede atribuirles mayor reactividad producto de su mayor area superficial, produciendo
la posterior liberacion de los iones Ca?t y PO}~ desde las NpBV promoviendo la
diferenciacién celular a osteoblastos. Es por esto que m4 posee una diferenciacion
osteogénica significativamente mayor al control (p<0.05) y a m1, m2 y m3 (p<0.01),

corroborado por la produccién de fosfatasa alcalina.
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Figura 4.46: Grafico representativo de la actividad de fosfatasa alcalina en ausencia de medio
osteogénico de las células cultivadas en membranas obtenidas desde los precursores 80 %SiO5-10 %G-
10%PEO (m1), 80 %SiO3-5%G-14 %PEO-1%NpBV (m2), 80 %SiOs-7 %G-12%PEO-1%NpBV (m3) y
80 %Si02-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV (m4). Las barras representan la absorbancia medida a una longitud
de onda de 405 nm después de 14 dias de incubacién. Diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos experimentales con el control (*p<0.05 y **p<0.01).
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La tabla 4.12 muestra materiales y porcentaje en peso de nanoparticulas de vidrio
bioactivo empleado para promover la diferenciacién osteogénica en materiales tipo

andamio y membrana.

Materiales Tipo de material | Nanoparticulas Tamano Referencias

de vidrio bioactivo | promedio

(% en peso) de particula

(nm)

Vidrio bioacti- Andamio 25-35 70 [196]
vo/alginato
Vidrio bioactivo Nanoparticula | 100 500 [252]
Gelatina/vidrio bio- Membrana 0 — [253]
activo
Gelatina metacri- Andamio 20 139 [254]
latada/biovidrio
Vidrio bioacti- Andamio 0 — [255]
vo/gelatina
80 %Si02-10 %G- Membrana 2 65 Este estudio
8 %PEO-2 %NpBV

Tabla 4.12: Tabla de materiales y porcentaje en peso de nanoparticulas de vidrio bioactivo empleado para

promover la diferenciacion osteogénica.

El material final obtenido en esta investigacion tiene una baja concentracion de NpBV
en comparacién con otras investigaciones, como las presentadas en la Tabla 4.12. Esta
muestra la comparacion del material 80 %SiO3-10 %G-8 %PEO-2 %NpBV (m4) de este
estudio con materiales similares de otras investigaciones.

El uso de nanoparticulas de vidrio bioactivo terciarias por si solas en diferenciacion
osteogénica ha sido estudiado en otras investigaciones (Tabla 4.13), demostrando
que células madres del tejido de la pulpa dental humana se diferencian en un linaje
osteogénico en presencia de estas in vitro e in vivo [256] [257]. La membrana m4

de esta investigaciéon promueve la diferenciaciéon osteogénica. Debido probablemente al
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hecho de que son mas amorfas y con diametro menor a las reportadas en la literatura,

volviéndolas mas reactivas debido al intercambio de iones que se produce al exponer

el material a medios de cultivo [258] [259] [260]. Otra razon puede atribuirse a que

las nanoparticulas bioactivas se encuentran bien dispersas a nivel de la superficie,

corroborado anteriormente en la Seccién 4.3.4 por las imagenes FESEM.

8 %PEO-2 %NpBV

Materiales Técnica Medio osteogénico | Diferenciacién | Referencias
Hibrido de gelati- | Swelling y lio- Si Si [261]
na/vidrio bioactivo | filizado

Hibrido de biovi- | Mezclay liofili- Si Si [262]
drio/colageno | zado

Hibrido de gelati- | Electrospinning No Si [253]
na/vidrio bioactivo

Hibrido de sili- | Blow spinning No No [197]
ca/gelatina

Nanoparticulas de | Sol-gel y pre- No Si [196]
vidrio bioactivo cipitacion

80 %Si02-10%G- | Electrospinning No Si Este estudio

Tabla 4.13: Tabla comparativa de distintos materiales, técnica de obtencion, medios suplementados y

diferenciacién osteogénica.
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Capitulo 5

Conclusiones

De acuerdo con los objetivos especificos planteados en esta tesis, se llevo a cabo la
fabricacion y caracterizacién de membranas hibridas de silice (SiO), gelatina bovina (G) y
oxido de polietileno (PEO) a distintas proporciones (90 %SiO;-10 %PEQO, 85 %SiO,-5 %G-
10 %PEO, 80 %SiO,-10%G-10%PEO, 70 %SiO5-10%G-10%PEQO y 68 %SiO,-25 %G-
7 %PEQ). Se logré identificar y semi-cuantificar la presencia superficial de gelatina en
las membranas mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
en modo reflectancia total atenuada. Ademas, se realizé la sintesis y la caracterizacién
de nanoparticulas de biovidrio terciario (NpBV). Los materiales desarrollados fueron ca-
racterizados mediante la utilizacion de diversas técnicas analiticas, tales como: difraccidon
de rayos X de polvo (DRX), analisis termogravimétrico (TGA), microscopia electronica de

barrido con emisién de campo (FESEM) y microscopia electronica de transmisiéon (TEM).

La caracterizacién morfolégica realizada mediante FESEM y TEM revel6, respectiva-
mente, que las fibras hibridas obtenidas mediante la técnica de electrospinning presen-
tan una distribucion de tamafnos de diametro promedio en el rango de los 400 a 700
nm y que la distribucién de tamafios de didmetro de las NpBV se encuentra en el ran-
go de los 50 a 100 nm. Ademas, mediante FESEM, se logré corroborar la incorporacién
exitosa de las NpBV a nivel de la superficie de las fibras hibridas obtenidas desde los pre-
cursores 80 %SiO,-5%GB-14 %PEO-1 %NpBV, 80 %SiOs-7 %GB-12 %PEO-1 %NpBV y
80 %Si0;3-10 %GB-8 %PEO-2 %NpBV. La incorporacion de las NpBV en las fibras permi-

127



tié la formacién de hidroxiapatita.

Se realizaron mediciones de angulo de contacto y se midi6 la porosidad efectiva, a
partir de estos resultados se realiz6 un estudio estadistico de la covarianza entre la va-
riable de respuesta angulo de contacto y las variables explicativas porosidad efectiva y
composicién de los materiales de las membranas, por separados y la combinacién de
estos, encontrando una relacién inversamente proporcional entre la porosidad y el angulo
de contacto. Ademas, que el valor de angulo de contacto disminuye conforme aumenta la
cantidad de G y por ende disminuye la cantidad de SiO,. Es decir, en los valores de angu-
lo de contacto existe una influencia geométrica caracteristica de una superficie porosa y
ademas en la composicion de los materiales, debido probablemente a la alta hidrofilicidad
de G.

Se realizaron cultivos celulares para determinar la viabilidad de células madres de te-
jido de pulpa dental (hDPSC) al exponerse a los medios condicionados de los distintos
tipos de membrana, en donde las células se vieron estimuladas en su crecimiento debido
a las membranas, presentando buena citocompatibilidad. Ademas, se midio la actividad
de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) como un pardmetro para conocer la diferenciacién
osteogénica inducida por las diferentes membranas en las células, en donde se obtuvo
que la membrana formulada desde el precursor 80 %SiO,-10 %GB-8 %PEO-2 %NpBV es
la que induce mayores niveles de diferenciacion celular en comparacion con el control y
las otras membranas. Es decir el material tiene la capacidad de diferenciacién sobre las

células sin suplementos osteogénicos.

En conclusidon se fundamenta la hipétesis de esta investigacién, debido a que se logré
obtener un material tipo membrana que induce una respuesta osteogénica in vitro, que
requiere una cantidad considerablemente menor de nanoparticulas de vidrio bioactivo en
comparacion con materiales de otras investigaciones. El material hibrido elaborado se
degrada en un 100 % y las nanoparticulas por si solas también, por lo que infiere que la

membrana hibrida que contiene NpBV también.
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5.1.

Resultados de la investigacion

Como parte del desarrollo de la presente tesis doctoral se generaron las siguientes

presentaciones en eventos y publicacion de los resultados.

compuestas por biovidrio, gelatina bo-
vina, éxido de polietileno y nanoparti-
culas de biovidrio terciario mediante

electrospinning para aplicacion en re-

generacion ésea guiada.

tad de Ciencias Fisicas y Matemati-
cas del 10 al 12 de agosto de 2022,
Chile.

Titulo Lugar de presentacion Modalidad
Membranas hibridas de biovidrio y | VI Simposio de materiales poliméri- | Oral
gelatina bovina fabricadas median- | cos. ASTINSENA, Colombia del 23 al

te electrospinning para regeneraciéon | 27 de noviembre de 2020.

Osea guiada.

Membranas hibridas de biovidrio y | VI CONGRESO NACIONAL DE NA- | Péster
gelatina bovina, obtenidas mediante | NOTECNOLOGIA. Chile del 23 al 26
electrohilado para aplicacion en rege- | de noviembre de 2021.

neracién ésea guiada.

Fabricacién de membranas hibridas | II Congreso Nacional de Ingenieria | Oral
compuestas por biovidrio, gelatina bo- | de Tejidos y Medicina Regenerativa.

vina, éxido de polietileno y nanoparti- | Chile 7 de diciembre de 2021.

culas de biovidrio terciario mediante

electrospinning para aplicacion en re-

generacidon 6sea guiada.

Fabricacion de membranas hibridas | | Congreso de Postgrado de la Facul- | Pdoster

Tabla 5.1: Desarrollo de actividades de difusién (presentaciones a congresos, charlas, seminarios, entre

otros) durante el transcurso del doctorado.
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Titulo Autores Revista

Electrospun tertiary bioactive | Daniela Acuna, | Materials Letters
glass nanoparticles-containing sili- | Nicolas Cohn,
ca/gelatin/polyethylene oxide hybrid | Franck Quero

membranes for potential dental bone

tissue engineering applications

Tabla 5.2: Articulo publicado.

5.2. Trabajos futuros

Considerando el alcance de esta tesis doctoral, se plantean los siguientes trabajos

futuros a partir de los resultados y andlisis desarrollados:

e Realizar pruebas en biorreactor para aportar mayor evidencia del potencial del

material elaborado.
e Realizar pruebas in vivo.

e Evaluar las propiedades mecanicas de las membranas mediante ensayos de

traccion e indentacion.
e Mejorar las propiedades mecanicas de las membranas.

e Evaluar el desempefio de la membrana como superficie limite con materiales de

relleno.
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