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RESUMEN

En este trabajo se hace énfasis en la elaboracion de andamios con orientacion a los
injertos 0seos. Los andamios realizados fueron fabricados a base de un polimero
biodegradable que lleva por nombre Acido Poli lactico (PLA), este polimero fue
usado como matriz polimérica para la incorporacion de hidroxiapatita (HA) vy

nanotubos de carbono multipared (MWCNTS).

Los andamios obtenidos tienen una morfologia porosa similar al hueso esponjoso,
visto a través de HRSEM. Las técnicas de caracterizacion FTIR y Raman-Confocal
mostraron una interaccion quimica entre la molécula del PLA con el ion de calcio de
la hidroxiapatita el cual esta afectando la morfologia de las fibras. Esta interaccion se
pudo observar en los espectros Raman presentados en este trabajo donde un pico
proveniente de la molécula del PLA (873 cm' C-COO estiramiento) cambia de
intensidad cuando la HA es incorporada. El andlisis de Rayos-x muestra la fase
cristalina de HA/MWCNTs y la fase amorfa de las fibras. Se hizo un analisis
termogravimétrico y de calorimetria diferencial de barrido (DSC / TGA) para saber la
transicion vitrea de los andamios, esta fue de alrededor de 65 °C. Se realizaron varias
pruebas donde se evaluaron la viabilidad de la cantidad de hidroxiapatita y nanotubos
de carbono en la matriz polimérica, esto con el objetivo de optimizar las propiedades
mecénicas de los andamios sin que estos causen una citotoxicidad fuera del rango
aceptable para aplicaciones bioldgicas. Los andamios que se sometieron para la
prueba de evaluacion fueron sometidos a traccién mostrando un mddulo de Young de
50 a 85 MPa. Una vez hecha la optimizacion el médulo de Young obtenido fue de
19.99 MPa. Por otro lado, el ensayo de MTS in-vitro se llevé a cabo usando células
hFOB 1.19 (ATCC CRL-11372) en tiempos de 24 y 48 hrs. Los resultaros mostraron
que la viabilidad de los materiales (HA y MWCNTSs) arriba del 25% en peso se
reduce. Con este resultado se sugirié usar un maximo de 200 mg de HA con una
relacién en peso de 19:1 con respecto a los MWCNTS, y los resultados obtenidos
mostraron una diferencia significativa en el metabolismo celular entre los andamios
de PLA, PLA-HA y PLA-HA/MWCNTSs, lo que revela gque la incorporacion de HA 'y
MWCNTSs proporcionan una superficie mas adecuada para la osteointegracion.
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ABSTRACT

In this work, we focus on the development scaffolding to bone grafts. Scaffolds were
manufactured from a biodegradable polymer that is called Poly Lactic Acid (PLA);
this polymer was used as polymer matrix for incorporating hydroxyapatite (HA) and
multiwall carbon nanotubes (MWCNTS).

The scaffolds have morphology similar a porous that of a spongy bone,
corresponding to HRSEM. FTIR and Raman were used to observe functional groups
and how the materials are interacting with each other. The important chemical
interaction that was observed is the interaction of PLA molecule with the calcium ion
from the HA which affects the morphology of PLA fibers. This interaction is
observable in the Raman spectrum of PLA where there is a change of intensity of the
peak 873 cm! (C—COO stretching) when the HA is incorporated. XRD shows the
crystalline phase of HA/MWCNTs and the amorphous phase of the fibers.
Differential scanning calorimetry/Thermogravimetric analysis (DSC/TGA) was made
to know the glass transition of the scaffolds, this was about 65 C. Many tests were
made where the viability of amount of hydroxyapatite and multi-wall carbon
nanotubes was evaluated in the polymeric matrix. This was made for optimized the
mechanical properties of scaffolds with an acceptable cytotoxicity for biological
applications. The scaffolds subjected under tension showed a Young module of 50-
85 MPa. One time the optimized was done, the Young module was of 19.99 MPa. On
the other hand, the MTS in-vitro assays using the hFOB 1.19 (ATCC CRL-11372)
cells, for cell exposure time of 24 and 48 h, revealed that viability reduces for
HA/MWCNT’s ratio values over 25 wt %. Our results suggest that a maximum
HA/MWCNT’s ratio of 19:1 could be acceptable for cell proliferation while
maintaining HA at 200 mg, and the results showed a significant difference in cell
metabolism between the PLA, PLA-HA and PLA-HA/MWCNTSs scaffolds, revealing
that the incorporation of HA and MWCNTSs provide a more suitable surface for

osseointegration.
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INTRODUCCION

La nanotecnologia es un campo de la ciencia aplicada en la comprension y el dominio
de las propiedades de la materia a nivel nanométrico. Se enfoca en los campos de la
ciencia y técnicas en los que se estudian, obtienen y manipulan de manera controlada
los materiales, sustancias y dispositivos a escala nanométrica. Un nandémetro es 1 X

107 partes de un metro.

Una de las areas de mayor influencia de la nanotecnologia es la nanomedicina, que
permite curar enfermedades desde el propio cuerpo actuando sobre las células o
moléculas. Puesto que las enfermedades se desarrollan generalmente a microescala y
a nanoescala, la mejor forma de combatirlas es utilizar nanomaquinas artificiales que
ejecuten con mayor rapidez y eficacia, la misma funcién que el organismo cuando

combate a los virus utilizando anticuerpos y células destructoras.

Entre los materiales més estudiados se encuentran los nanotubos de carbono, estos
pueden ser considerados como materiales de una dimensién, ideales como agentes de
refuerzo y estructuras conductoras de la electricidad entre otras aplicaciones. En la
nanomedicina estos son estudiados por su enorme potencial debido a sus propiedades

mecanicas, eléctricas y de biocompatibilidad una vez funcionalizados.

Una de las areas en la que incursiona la nanomedicina es la ingenieria de tejidos, esta
es una disciplina relativamente nueva con un campo de investigacion y desarrollo
amplio que involucra los conocimientos de diversas areas, tales como: bioingenieria,
ciencias de la vida, fisicoquimica, biologia y ciencia de los materiales. La ingenieria
de tejidos wusa los conocimientos de las ciencias mencionadas para mejorar o
remplazar funciones bilogicas. Una parte fundamental en la ingenieria de tejidos es el
andamio o soporte de las células, los cuales generalmente son polimeros
biodegradables. Este trabajo consiste en la elaboracion de andamios poliméricos
generados por la técnica de electrohilado, teniendo como matriz polimérica acido poli
lactico (PLA) con hidroxiapatita y nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNTS) para darles una mejor biocompatibilidad y mejorar las propiedades de

tension.
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1. - ANTECEDENTES

La nanotecnologia es el desarrollo de dispositivos fabricados a escalas atémicas,
moleculares y macromoleculares, en rango nanometrico. Estas nanoparticulas tienen
importantes aplicaciones en el campo médico, especialmente en las areas de
diagnostico y terapia. Ya vemos avances en el desarrollo de dispositivos con
tecnologia nano para la deteccion temprana de enfermedades infecciosas e incluso de
cancer. Estos avances también presentan enormes beneficios en los campos
terapéuticos para el desarrollo de medicamentos con metodologias que permiten
efectos especificos en el lugar deseado [1].

En el campo de los polimeros, es posible el desarrollo de superficies de nanofibras
con integridad estructural que pueden ser disefiadas para demostrar caracteristicas
bioguimicas especificas. Lo que podria llevar a que estos tejidos de nanofibras con
quimica de superficie especifica, se puedan adherir a células para controlar las
funciones de éstas. Las caracteristicas de estos tejidos (mallas) de nanofibras
demuestran una morfologia y quimica similar a la matriz extracelular del tejido
natural (amplio rango de distribucion de didmetro de poros, alta porosidad,
propiedades mecanicas efectivas y propiedades bioguimicas especificas), presentando
la posibilidad de aprovechar polimeros y biopolimeros en aplicaciones como
membranas multifuncionales, elementos estructurales biomédicos (el andamiaje
utilizado en la ingenieria de tejidos, recubrimientos para heridas, drganos artificiales,
reparacion vascular, etc.), textiles especializados y filtros para particulas sub-micra,
entre muchas mas aplicaciones de nanofibras poliméricas en el campo de la
biomedicina [1].

El hueso generalmente tiene la capacidad de regenerarse completamente, pero
requiere un espacio muy pequefio de fractura o algun tipo de andamio para hacerlo.
Los injertos 6seos pueden ser autlogos (hueso de la cosecha del propio cuerpo del
paciente, a menudo de la cresta iliaca), aloinjerto (hueso de cadaver por lo general
obtenido de un banco de huesos), o sintética (a menudo de sustancias de

hidroxiapatita u otros de origen natural y biocompatible) con similares propiedades
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mecénicas al hueso. La mayoria de los injertos 0seos se espera que se reabsorban y se
sustituyan el hueso natural cura con el tiempo de unos meses [2].

Existen datos bibliograficos con respecto a la cantidad de personas con diagnosticos
de enfermedades éseas detectadas en México. Los tipos de lesiones reportados
estadisticamente son fracturas de vertebra, pelvis, humero, mufieca y cadera. Para las
fracturas de cadera la incidencia promedio para hombres y mujeres mexicanas de 50
afios del 2000-2006 se observa en la figura 1. Los datos fueron obtenidos del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) y secretaria de salud (SS), donde se indica que

aproximadamente se destinan 200 implantes 6seos por estado Mexicano al mes.

Fig. 1.-incidencia promedio de las fracturas de cadera en hombres y mujeres mexicanos (2000-2006).

El indice de cantidad de fracturas de cadera estimadas para hombre y mujeres
mexicanos de 2005 hasta 2050 se muestra en la figura 2.
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Fig. 2.- Cantidad de fracturas de cadera estimada para hombre y mujeres mexicanos de 2005 hasta
2050.

De manera general se reporta la frecuencia de otras fracturas osteoporoticas

principales en hombres y mujeres, como se reporta en la figura 3.
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Fig. 3.- Tipos de fracturas comunes en México.
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En un estudio se operaron 117 extremidades en 105 pacientes donde el fémur tiene el
mas alto numero fijacion interna; en la tabla 1 se observa las fracturas comunes vy el
método de fijacion. Asi mismo se detectaron algunos implantes fallidos como los

indicado en la tabla 2.

Tabla 1.- Lugar de fractura y método de fijacion en 117 casos.

Placa Otros

Hueso metélica Clavos meétodos Total
Fémur 28 32 1 61(52.1%)
Tibia 13 15 3 31(26.5%)
Humero 5 4 1 10(8.6%)
Cubito 4 0 4 8(6.8%)
Radio 2 4 1 7(6%)

Total 52 (44.4%) 55(47%) 10(8.6%) 117(100%)

Tabla 2.- Tipo de fijacion y la tasa de fracaso de los implantes en 117 fracturas.

Tipo de fijacion Total de implantes Implantes fallidos
Placa metélica 52 3
Clavos 55 1
Otros 10 0
Total 117 4

En la interface injerto dseo-huésped existe una compleja relacion donde multiples
factores pueden intervenir en la correcta incorporacion del injerto; dentro de ellos
destacan la zona de implantacion, vascularizacion del injerto, interface hueso-
huésped, inmunogenética entre donante y huésped, técnicas de conservacion, factores
locales y sistémicos diversos (hormonales, uso de medicamentos, calidad Osea,
enfermedades crénicodegenerativas) y las propiedades mecéanicas (que dependen del

tamanio, la forma y tipo de injerto utilizado). De manera inicial se debe determinar
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cual es la funcion que debe cumplir el injerto a utilizar [3]. Los injertos tienen
diferentes propiedades: [3]
»  Osteogénesis: sintesis de hueso nuevo a partir de células derivadas del

injerto o del huésped. Requiere células capaces de generar hueso.

» Osteoinduccion: proceso por el que las células madre mesengquimatosas
son reclutadas en las zona receptora y a su alrededor para diferenciarse en
condroblastos y osteoblastos. La diferenciacion y el reclutamiento son modulados
por factores de crecimiento derivados de la matriz del injerto, cuya actividad es
estimulada al extraer el mineral 6seo. Entre los factores de crecimiento se
encuentran las proteinas morfogenéticas 0Oseas, factor de crecimiento derivado de
las plaquetas, interleucinas, factor de crecimiento fibroblastico, factores de
crecimiento pseudoinsulinico, factores estimuladores de las colonias de granulocitos
y factores estimuladores de las colonias granulocitos- macro6fagos. También se liberan
factores angiogénicos, como el factor de crecimiento vascular derivado del
endotelio y la angiogenina.

» Osteoconduccion: proceso en el que tiene lugar un crecimiento tridimensional
de capilares, tejido perivascular y células madre mesenquimatosas, desde la
zona receptora del huésped hacia el injerto. Este andamiaje permite la formacion
de hueso nuevo mediante un patron previsible, determinado por la biologia

del injerto y el entorno mecénico de la interface huésped-injerto.

De manera ideal un injerto éseo debe tener estas tres propiedades, ademas de ser
biocompatible y proporcionar estabilidad biomecanica. Criterios para que un
injerto se considere ideal (segun Block y Kent) [3]:

1. Tener capacidad para producir hueso por proliferacion celular de osteoblastos
viables trasplanta dos o por osteoconduccion de células a lo largo de la superficie del

injerto.

2. Poseer la facultad de producir hueso por osteoinduccion de las células

mesenguimatosas recogidas en el injerto.

3. Remodelacion del hueso inicialmente formado en hueso laminar maduro.
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4. Mantenimiento del hueso maduro a través del tiempo sin que la funcion cause

perdida del mismo.

5. Permitir la estabilidad del implante cuando es colocado simultaneamente con el

injerto.

6. Bajo riesgo de infeccion

7. Fécil de utilizar

8. Baja antigenicidad

9. Alto nivel de seguridad (infecciones cruzadas).

1.1.- Cerdmicas

Los materiales osteoconductivos deben tener una porosidad que permita la
vascularizacion y provea un area de adherencia a las células osteogénicas. El
tamafo del poro 6ptimo para que esto ocurra es entre 100 y 500 pm, con un
volumen total de poros de 75 a 80 %; ademas, los compuestos deben ser no
inmunogénicos y el hueso debe tener una capacidad alta de adherencia a los
mismos [4].

La hidroxiapatita y los compuestos de fosfato calcico son los materiales mas
utilizados como materiales osteoconductivos ya que cumplen con estas
caracteristicas, sin embargo, tienen propiedades biomecanicas pobres con baja
capacidad para soportar las solicitaciones en flexion y compresion, produciendo
con facilidad fracturas del material, lo que los imposibilita para realizar
reconstrucciones que requieran estas propiedades. Cuando se utilizan estos
compuestos, un factor importante a considerar es la tasa de biorreabsorcion de
las mismas, que generalmente es prolongada y afecta la remodelacion dsea en el sitio
de colocacion; la tasa de biorreabsorcion estd determinada por la densidad del
compuesto y su capacidad para ser revascularizado [4].

El fosfato tricalcico es una ceramica porosa que se convierte de manera parcial en

hidroxiapatita una vez implantada en el cuerpo. El fosfato tricalcico es mas poroso y
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se reabsorbe mas rapido que la hidroxiapatita, lo que le da ventaja para favorecer
la remodelacion dsea, sin embargo, lo hace biomec&nicamente méas débil a las
fuerzas de compresion [4].

La hidroxiapatita coralina es procesada por un intercambiador electrotermal que
convierte el fosfato calcico de coral a hidroxiapatita cristalina, cuyos poros tienen un
diametro entre 200 y 500 pm y su estructura es muy similar a la del hueso
esponjoso. Bucholz reportd que el injerto autélogo esponjoso y el cristal de
hidroxiapatita tienen un desempefio clinico similar cuando son utilizados para
rellenar defectos 6seos metafisarios que provocan hundimiento de superficies
articulares en las fracturas de platillo tibial. Una contraindicacion para utilizar
este material en metéfisis es la existencia de un defecto articular que permita la
migracion del material hacia la articulacion [4]

Cho y colaboradores reportaron el uso de cajas intersomaticas de PEEK rellenas de
calcio bifasico y las compard con cajas rellenas de injerto autélogo de cresta
iliaca en pacientes con espondilosis cervical en los que se realiz6 descompresién
anterior y artrodesis; indicé tasas de union de 100 % mas rapidas en el grupo con
injerto aut6logo a los cinco meses, contra 100 % a los seis meses en el grupo con
de fosfato calcico, sin embargo, los dias de hospitalizacién, tiempo quirdrgico,
sangrado fueron menores en este grupo, ademas no hubo morbilidad de la toma del
injerto, que en el grupo de injerto aut6logo fue de 6 %. Concluyeron que el uso de
fosfato calcico es una buena opcién como alternativa al injerto aut6logo en

estos pacientes [5].

1.2.- Ingenieria de tejidos 6seos

El tejido 6seo es un material natural que mantiene una rigidez y resistencia elevadas
con un peso minimo. Se puede decir que la fase mineral del hueso le confiere su
resistencia a la compresion y cizalladura, mientras que el colageno le proporciona

resistencia a la traccion.
El tejido Oseo estd constituido principalmente por una matriz extracelular

mineralizada y celulas especializadas: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Estas

células, aunque constituyen menos del 2% del volumen total de hueso, son las méas
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importantes en el desarrollo y regeneracion del tejido 6seo a traves de la actividad

que llevan a cabo.

En la actualidad la comunidad cientifica ha desarrollado la utilizacion de los
principios bésicos de la biologia, quimica, matematicas, fisica e ingenieria, para
disefiar materiales y compuestos materiales con células para mejorar o asistir la
reconstruccion quirdrgica de los tejidos dafiados; las caracteristicas de los
disefios intentan replicar los procesos bioldgicos basicos de los diferentes
tejidos. Estos conceptos se conocen como biomimética y la aplicacién de los
mismos para la restauracion, reparacién, reemplazo, montaje o regeneracion de
la funcion se conoce como ingenieria de tejidos [6].

El hueso formado por ingenieria de tejidos debe contener una matriz extracelular
biomimética, células capaces de diferenciarse en osteoblastos y factores de
crecimiento que envien sefiales que promuevan el reclutamiento celular, la
mitogénesis, la diferenciacion y la renovacion celular. Las matrices que
funcionan como andamios para el crecimiento celular deben ser absorbibles y
favorecer el anclaje y desarrollo de las células a los mismos, por lo general son
polimeros sintéticos que cumplen con estas caracteristicas y que, ademas, son
faciles de producir; la cantidad puede ser ilimitada y tiene potencial de
degradacion que les permite ser sustituidos por la regeneracion tisular. En la
actualidad no se cuenta todavia con un material sintético que cumpla con todas
estas caracteristicas, se encuentran en desarrollo los estudios que permitirdn que
estas tecnologias sean aplicables clinicamente; cuando esto suceda, Su uso
debera estar basado en estudios que demuestren la seguridad, efectividad y
costo-beneficio.

Los materiales poliméricos naturales y sintéticos se han encontrado ser adecuados
para aplicaciones en ingenieria de tejidos. Entre ellos, quitina y quitosano han sido
ampliamente utilizados en la ingenieria de tejido 6seo y también en la administracion
de farmacos. Se ha tenido un creciente interés en el desarrollo de nuevos materiales
poliméricos sintéticos para aplicaciones médicas, su absorcion depende del material
del gue se obtuvo, de la localizacion especifica en el organismo, asi como el proceso

de curacion. Los polimeros sintéticos bioabsorbibles con capacidades de degradarse,
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es gracias a reacciones de hidrolisis en condiciones fisiologicas dentro del cuerpo, y
eliminarse completamente por vias metabolicas. Los andamios elaborados a partir de
este tipo de polimeros ofrecen la posibilidad de crear tejidos completamente naturales
dejando de lado los problemas de infeccion.

Los polimeros de tipo biodegradable se clasifican en cuatro categorias principales,
basandose en su origen y produccion:

1. Polimeros directamente extraidos de fuentes naturales: Polimeros extraidos de
animales o vegetales. Ejemplos; Polisacaridos (almiddn y celulosa), proteinas
(caseina, gluten).

2. Polimeros producidos por sintesis quimica clésica, a partir de monémeros
biolégicos renovables: Ejemplo; PLA, un biopoliester obtenido a partir de
mondmeros de acido lactico.

3. Polimeros producidos por microorganismos o0 bacterias modificadas
genéticamente: Los principales polimeros de este grupo son los
polihidroxialcanatos (PHAS).

4. Polimeros sintéticos.

Uno de los nanocompuestos de actual interés en el &rea de la medicina regenerativa es
la mezcla de nanotubos de carbono (NTC) e hidroxiapatita (HA). Este
nanocompuesto ha sido estudiado para aplicaciones de ingenieria de tejidos 6seos.

Los nanotubos y nanofibras de carbono han sido utilizados en la preparacion de
materiales compuestos estructurales, dispositivos semiconductores, y sensores. Los
recientes avances en la modificacién quimica de estas nanoestructuras han conducido
a mejorar sus propiedades de biocompatibilidad y solubilidad y ampliando asi la

gama de materiales que estan siendo investigados para aplicaciones biologicas [7].
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2. - ESTADO DEL ARTE DE LOS MATERIALES QUE CONFORMAN LOS
ANDAMIOS PARA EL IMPLANTE OSEO

2.1.- Estado del arte del Acido poli lactico (PLA).

El &cido poli-lactico [PLA, (C3H40,),] es un polimero biodegradable, cuya molécula
precursora es el acido lactico. Es un material altamente versatil, que se hace a partir
de recursos renovables al 100%, como son la maiz, la remolacha, el trigo y otros
productos ricos en almidon. Este &cido tiene muchas caracteristicas equivalentes e
incluso mejores que muchos plasticos derivados del petréleo, lo que hace que sea

eficaz para una gran variedad de usos [8].

2.1.1.- sintesis y estructura quimica.
El punto de partida para la obtencion del PLA es el acido lactico. El acido lactico
(LA) es el acido 2-hidroxipropandico [8], ver figura 4.

o]

H,C
OH

HO

Fig. 4.- Acido Léctico.
El &cido lactico fue descubierto hacia 1780 por el quimico sueco Carl Wilhelm
Scheele pero solo fue obtenido a escala industrial hacia 1880 en Estados Unidos por
Charles Avery. Sus principales aplicaciones industriales se han basado en sectores

como:

e Alimentario (acidulante, saborizante, emulsificante, y conservante)
e Farmacéutico (humectantes y pomadas de uso tépico)
e Cosmético (emulsificante en forma de un éster)

e Plasticos (aditivo, agente de terminado, como disolvente en forma de éster)

Existen dos procesos basicos de obtencion de acido lactico (LA) que consisten en
rutas quimicas y biotecnoldgicas. Actualmente la ruta biotecnoldgica produce mas del
95 % del consumo mundial de LA [9, 10].
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La ruta biotecnoldgica consiste en la fermentacion de carbohidratos con bacterias y
hongos, aunque industrialmente estd mas extendida la fermentacion via bacteriana.
Una de las principales ventajas de las rutas biotecnoldgicas, es obtencion de LA en
sus formas enantioméricas, y no como mezcla racémica, tal y como ocurre en la via
quimica. Sus principales desventajas son: Largos tiempos de fermentacion (6 dias),
bajas productividades (1,35 g/L/h) [9, 10].

La obtencion de LA por via fermentativa discurre basicamente a través de cuatro
etapas [9, 10].

e Fermentacion
e Hidrdlisis del lactato de calcio
e Esterificacion y destilacion

e Hidrdlisis del éster

Los procesos comerciales de obtencion se basan en la utilizacion de bacterias
termdfilas, de fermentacion rapida, y que permiten que el uso de sustratos baratos,
con minima adicién de nutrientes. Algunos de los sustratos mas empleados en la
fermentacion lactica son: sacarosa de cafia de azlcar, y de remolacha azucarera,
lactosa de lactosueros y dextrosa de almidones hidrolizados [9,10].

El &cido poli lactico puede ser sintetizado directamente del &cido lactico, se puede
alcanzar un mayor peso molecular si se transforma primero el &cido en un diester
ciclico conocido como polilactida, llevandose la polimerizacién por apertura de anillo
usando por lo general un octoato de estafio como catalizador (a nivel laboratorio se
emplea cominmente cloruro de estafio (Il)). Este mecanismo no genera agua
adicional, por lo tanto, una amplia gama de pesos moleculares puede obtenerse [11],

ver figura 5.
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Fig. 5.- Polimerizacién del PLA a partir del LA.
La polimerizacion de una mezcla racémica de acidos L y D-lacticos por lo general
conduce a la sintesis de poliacidos-DL-lactico (PDLLA), que es amorfo. El uso de
catalizadores estereoespecificos puede llevar a PLA heterotactico de mayor
cristalinidad. El grado de cristalinidad y otras muchas caracteristicas importantes, es
en gran parte controlado por la relacion de enantiomeros D y L que se utiliza, y en

menor medida del tipo de catalizador utilizado [11].

2.1.2.- Propiedades fisicas y quimicas.

Debido a la naturaleza quiral del &cido lactico, pueden obtenerse distintos tipos de
polimero: el polidcido-L-lactico (PLLA) es el producto resultante de la
polimerizacion de acido L, L-lactico (también conocido como L-lactico). EI PLLA
tiene una cristalinidad de alrededor del 37%, una temperatura de transicion vitrea
entre 60-65°C, una temperatura de fusion entre 173-178°C y un modulo de elasticidad
entre 2,7 a 16 GPa. Sin embargo, el PLA resistente al calor puede soportar
temperaturas de 110°C [12].

2.1.3.- Aplicaciones en la industria médica y farmacéutica.
El &cido polilactico se ha convertido en un material indispensable en la industria

médica, donde es utilizado desde hace varios afios. El acido polilactico es un
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polimero biodegradable, bioabsorbible (que significa que puede ser asimilado por
nuestro sistema bioldgico). Sus caracteristicas y absorbibilidad hacen del PLA un
candidato ideal para implantes en el hueso o en el tejido (cirugia ortopédica,
oftalmologia, ortodoncia, lanzamiento controlado de medicamentos contra el cancer),

y para suturas (cirugia del ojo, cirugia del pecho y abdomen) [13].

Las caracteristicas mecanicas, farmacéuticas y de bioabsorcion son dependientes de
parametros controlables tales como la composicion quimica y el peso molecular del
polimero. EI margen de tiempo para la bioabsorcion del polimero puede ser de tan
solo unas semanas a algunos afios y se puede regular por medio de diversas

formulaciones y de la adicion de radicales en sus cadenas [13].

2.2. - Estado del arte de los nanotubos de carbono.

2.2.1. - Carbén (C) 1S%2S%2P?

El carbono es un elemento quimico de nimero atémico 6 y simbolo C. Es solido a
temperatura ambiente. Dependiendo de las condiciones de formacién, puede
encontrarse en la naturaleza en distintas formas alotropicas, carbono amorfo y
cristalino en forma de grafito o diamante. Es el pilar basico de la quimica organica; se
conocen cerca de 10 millones de compuestos de carbono, y forma parte de todos los
seres vivos conocidos [14].

El carbono es uno de los elementos que se encuentran con mayor frecuencia en la
naturaleza, es capaz de formar diversas combinaciones con otros &tomos y con
atomos de su mismo tipo gracias a su configuracion electronica y tiene muchas
aplicaciones. En la Fig. 6 se muestra la particula del carbono [14]. Existen varias
formas de carbono, incluyendo el grafito, el diamante y las moléculas de

hidrocarburos como se muestra en la Figura 7., entre ellas los nanotubos de carbono.
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Fig. 6.- El carbono (C) tiene cuatro electrones de enlace en su envoltura de valencia, asi como los no
metales, el C necesita ocho electrones para completar su envoltura de valencia. De ésta manera el C
forma cuatro enlaces con otros elementos. Los electrones del nimero cuantico 2 reorganizan su energia
formando orbitales (4) “orbitales hibridos™; un solo atomo de C puede mantener unida una molécula, o
hilera de 4&tomos entrelazados por C como una proteina, pero otras moléculas complejas como
polimeros organicos.
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Fig. 7.- () Estructura del grafito cristalino, donde se observa las capas de grafito 2D hexagonales. (b)
Estructura cristalina del diamante, donde se observa la estructura densamente empaquetada, la cual provee
de la dureza caracteristica. (c) Estructura cr cristalina del fullereno C60, donde se observan 12 anillos
pentagonales y 20 hexagonales. (d) Estructura cristalina del Nanotubo de carbono, donde se observan las
semiestructuras de fullerenos en sus extremos [15].

2.2.2.-Nanotubos de Carbono.

Los nanotubos de carbono son estructuras cilindricas muy alargadas en comparacion
con su diametro, que suele ser solo de algunos cuantos nandémetros, por lo que se
consideran estructuras unidimensionales. Su enlace quimico es una hibridacion del
orbital SP, muy similar al enlace de los aomos en el grafito. Debido a su
configuracion molecular presentan extraordinarias propiedades macroscopicas y

microscopicas, son elementos muy flexibles y resistentes a las fuerzas mecanicas, en
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cuanto a las propiedades eléctricas, soportan una gran densidad de corriente eléctrica
y tienen una movilidad eléctrica superior a la de cualquier material conocido (10 000
cm? Vs) lo que los hace atractivos para la fabricacién de circuitos que trabajen en el
régimen de las altas frecuencias [16]. Los nanotubos se pueden clasificar en dos tipos,
nanotubos de pared simple (SWCNT) y nanotubos de multipared (MWCNT), como

se muestra en la Figura 8 [15].

Estructura del Fulereno Diversas estructuras de Nanotubos de Carbono
- nanotubos monocapa
estructura
en zig zag

Estructura del grafito & SO ?3‘

: 9P,

: r;:’ : ~ . v ¥
Estructura de un NTC de SR B Nl IR %@

pared sencilla

estructura
estructura chiral ==
el d i" ;
> ) e silla
lamina e grafeny nanonba 62 P
pr i estructura del ¥ > (¥ e
fullereno J‘\-_'i\--“ =

natotubo multicapa

Fig. 8.-Tipos de estructuras de los nanotubos de carbono.
Lijima (1991) fue el primero en reporta la formacion de los MWCNT en un reactor
Kratschmer-Huffman para sintetizar fullerenos, la obtencion de los MWCNT se
realizd mediante el procedimiento de descarga de arco produciendo tubos de laminas
de grafito que eran coaxiales en un intervalo de 2 hasta 50 nm, con un espacio entre
capas de aproximadamente 3.4 A, diametros de 4 a 30 nm y longitudes mayores a 1
pum. EI SWCNT es una lamina de grafito enrollada formando un tubo con un
didmetro de 1.4 nm. Este diametro de tubo es similar al didmetro de los fullerenos
(Cs0). Los MWCNT estan constituidos por tubos concéntricos con espacios entre

capas de 3.4 A y diametros desde 10 hasta 20 nm. Las longitudes de estos dos tipos
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de tubos pueden ser de cientos de micrones. En términos de propiedades mecénicas
los CNT son los materiales méas resistentes que existen en comparacién con otros
materiales sintetizados (xerogeles, zeolitas sintéticas, etc.). Un nanotubo tiene un
modulo de Young de 1.2 TPa y un limite de resistencia que puede ser de cientos de
veces mayor que el del acero, lo cual les permite soportar grandes tensiones antes de
la ruptura mecénica [18].

2.2.3.-Nanotubos de Carbono multicapa (MWCNTS).

ib) fER

Fig. 9.-Nanotubos multicapa formados por nanotubos de pared simple, las componentes del vector de
quiralidad de los SWCNT del interior al exterior de los MWCNT son (a) quiralidad (7,0) (8,6) (b)
quiralidad (13,0) (14,6) (c) quiralidad (7,0) (8,6) (8,13) [15, 19].

Los nanotubos de multicapa estan de hecho, formados por nanotubos de pared simple
acomodados concéntricamente para formar un tubo. Estos pueden ser construidos por
multiples nanotubos con diferentes quiralidades como se muestra en la Figura 9, por
lo que su comportamiento eléctrico esta en funcidn de los nanotubos de pared simple
del cual se constituya el nanotubo de multipared, su aplicacion mas importante en la

electronica es la de utilizar como superconductores [19].
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2.2.4.- Sintesis de Nanotubos de Carbono.

Existen diversos métodos para la sintesis de nanotubos de carbono entre ellas las mas
usadas son:

e Camara de descarga de arco eléctrico.
e Ablacion por laser.

e Deposicion quimica de vapor (CVD).

2.2.5.- Purificacion y Funcionalizacion de los MWCNTSs.

La purificacion se refiere a la remocion de catalizadores metalicos de los MWCNTS
provenientes de algunos métodos de sintesis de estos nanomateriales. Algunos de los
métodos son el tratamiento con &cido sulfarico, uso de solucion de acido nitrico bajo
condiciones de reflujo y utilizando mezclas de estos dos acidos; estos tratamientos
pueden crear defectos en las paredes laterales de los MWCNTSs, ademéas cuando se
oxidan disminuyen la superficie, los defectos que se presentan al purificarlos con
estos acidos alteran las propiedades mecanicas de los MWCNTSs. Otro método de
purificacion reportado es mediante la utilizacion de polimeros organicos, el
tratamiento con perdxido de hidrogeno, asi como el uso de fuentes alternativas como
microondas y ultrasonido [20, 21].

La funcionalizacién se define como la modificacion de propiedades por la adsorcion
de 4tomos o moléculas en las paredes exteriores de los nanotubos de carbono. Se
pueden obtener cambios en las propiedades fisicas de la superficie de estas
nanoparticulas, como lo son la solubilidad y dispersidn, las cuales son importantes en
las propiedades bioldgicas de los MWCNTS, ya que les permite tener una mejor
interaccion con moléculas biologicas.

La manipulacion de los MWCNTSs ha sido limitada debido a que son insolubles en la
mayoria de los solventes comunes. En cambio, la funcionalizacion organica de los
MWCNTSs ha permitido un alto nivel de solubilidad en cloroformo, diclorometano,
acetona, metanol, etanol e incluso en agua [20, 21].

Por medio de la oxidacion quimica de MWCNTs se pueden agregar diversos

grupos funcionales como acidos carboxilicos, aminas y amidas. Los MWCNTS se
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pueden oxidar al reaccionar con una mezcla de cido nitrico y acido sulfurico, con lo
cual se introducen grupos carboxilicos en sus extremos. Mediante la quimica del
grupo carboxilico y en muchos casos su activacion a cloruros de acilo, permite el
acoplamiento de moléculas por medio de unién covalente formando enlaces tipo éster

y amidas.

Funcionalizacion de nanotubos mediante plasma, mostrando ventajas en
comparacion con el tratamiento quimico, ya que la superficie del nanotubo se
modifica facilmente.

La funcionalizacion por medio de enlaces de tipo covalente ha resultado muy
prometedora, ya que se forma un enlace fuerte entre los grupos funcionales
adicionados y los SWCNTSs. Sin embargo, los MWCNTS pueden interaccionar con
las moléculas de diversas maneras. Hay dos tipos de funcionalizaciones: las
covalentes en la cuales se introducen grupos funcionales creando enlace a los
MWCNTSs, ejemplo de ello es la funcionalizacion con &cidos carboxilicos y aminas.
La union por medio de adsorcion se ejemplifica con el antraceno y derivados,
siendo moléculas poliaromaticas, presentando interacciones tipo 7m-m con los
MWCNTSs [20, 21].

Las funcionalizaciones no covalentes se basan en la adsorcion de moléculas como
surfactantes, compuestos aromaticos y polimeros como poliacrilamida, poliestireno,
entre otros, que no alteran las propiedades de los MWCNTSs [20, 21].

El ultrasonido y las microondas son fuentes alternativas que se utilizan para
dispersar en solucion los MWCNTSs, mejorando la interaccion entre los diversos
grupos funcionales y los carbonos sp2 de los MWCNTSs. Con el fin de mejorar la
dispersion y la adhesion interfacial. La irradiacion de microondas puede iniciar

polimerizaciones en el MWCNTS a partir de un monomero iniciador [20, 21].

2.3.- Estado del arte de la Hidroxiapatita.
La hidroxiapatita sintética (HA) con formula quimica [Caip (PO4)s(OH)2] es un
fosfato de calcio con una composicion quimica muy similar a la del hueso humano, lo

cual la hace biocompatible con los tejidos vivos. La biocompatibilidad promueve su
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aceptacion y adecuada osteointegracion en el medio bioldgico, y su no toxicidad,
estabilidad quimica, y bioactividad por lo cual su uso en variadas aplicaciones
médicas [22].

2.3.1.- Propiedades fisicoquimicas de la Hidroxiapatita.

Fig. 10.-Estructura hidroxiapatita sintética (HA) con formula quimica [Cal0 (PO4)6(0H)2] [22].
El estudio de la HA se ha realizado desde hace varias décadas; Aaron y Posner (1958)
propusieron su estructura cristalina a partir del andlisis de un monocristal. Este
fosfato cristaliza en el sistema hexagonal, grupo de simetria P63/m, con valores de
reda=b=9432Ayc=688A (figura 10). El caracter i6nico de la HA la hace una
cerdmica dura, refractaria, con punto de fusion mayor que 1500 °C. Ademas, este
caracter ionico le proporciona la capacidad de la sustitucién parcial o completa de
iones de la red por otros de tamaiio similar (PO43- por H PO42-, Ca2+ por K+ o
Mg2+, OH- por F-, Cl-, Br-) (4) y le proporciona su propiedad de insolubilidad. La
relacién ideal Ca/P es 10:6 (1,6667), su densidad calculada es de 3,219 g/cm3 y sus

propiedades mecanicas varian de acuerdo con el proceso de manufactura; la HA

policristalina tiene un mddulo elastico alto, 40-117 Gpa [22].

‘-*'- E ' 2

Fig. 11.-Obsérvese a la Izquierda un corte histoldgico de un hueso esponjoso humano y a la derecha un
corte de Hidroxiapatita HAP-200, nétese la similitud de su estructura fisica y de su porosidad [23].
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La forma morfologia de la hidroxiapatita para el tejido 6seo se muestra en la figura

11. Las condiciones de sintesis influyen en las propiedades y caracteristicas fisicas de

la hidroxiapatita, estas se presentan en la tabla 3.

Tabla 3.-Propiedades fisicas de la hidroxiapatita [24].

Propiedades Valores
Formula tedrica Cal0 (PO4)6 (OH)2
Densidad teorica 3,16 gr/cm3
Punto de fusién 1650 ° C
Se vuelve inestable 1350° C
PR
gona P21/b
Monoclinica
, a=b=941-944 A
Parametros de red C=684-6.94A
184.07 cal/K
. - Mol a298.16 0 K
Capacidad calorifica 180.16 cal/K
Mol a298.15° K
Punto de fusién 1614 ° C

2.3.2.- Métodos de obtencidn de la hidroxiapatita.

En lo que respecta a su preparacion, la hidroxiapatita puede ser obtenida a partir de
esqueletos de animales o bien de manera sintética por medio de diferentes rutas de
sintesis quimica; en este Ultimo caso pueden obtenerse materiales con diferentes
caracteristicas fisico-quimicas y morfoldgicas controladas y con diversas ventajas,
entre las que se pueden mencionar la alta pureza y composicion homogénea,
distribucion monomodal y tamafios de particula nanométricos, entre otras.
Existen diferentes métodos de sintesis entre los mas usados estan los siguientes:

» El metodo sol-gel.

» Co-precipitacion asistida por agitacion ultrasonica.

> cristalizacion hidrotérmica.

El método mas comun para la obtencién de HA es el de precipitacion, con el que se

obtienen cantidades apreciables del material de forma economica y facilmente
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reproducible. En este método, sin embargo, se deben controlar el pH, la temperatura

de reaccion, el tiempo de la reaccion, la atmésfera de tratamiento y la relacién Ca/P

de los reactivos, para impedir la aparicion de otras fases como los ortofosfatos. Una

HA apropiada para cualquier aplicacion especifica debe controlar su composicion, las

impurezas, morfologia, cristalinidad, tamafio del cristal y de las particulas. Las

variaciones pequefias en

las anteriores caracteristicas ocasionan diferentes

comportamientos del material implantado, tanto en su bioactividad y rango de

disolucién como en su reabsorcién [22].

Para la sintesis de hidroxiapatita se pueden usar los parametros mostrados en la tabla

4.

Tabla 4.- Cantidad de reactivos para la sintesis de hidroxiapatita [22].

Sintesis | Reactivos Cantidad (g) | Amoniaco (mL)
i1/ N0) 0 sios T
Nimery2| CE 80 $0]_stowr |5
Namero 3 EZ(ES ;)cz)f = 2;132 15800
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3.- PROCESO DE ELECTROHILADO

En el proceso de “electrospinning” se utiliza un alto voltaje para crear un campo
electroestatico fuerte, con el fin de atraer particulas eléctricamente cargadas de una
solucion o fluido polimérico desde un cono inyector hacia una superficie donde se

solidifica formando micro y nanofibras.

El proceso consiste en la disolucion del polimero previamente preparado, se carga en
una jeringa de inyecciones que mediante un tubo de plastico inerte se conecta a una
aguja. Una bomba de infusion o perfusion unida al émbolo de la jeringuilla genera
una presion y un flujo constante que a través del tubo se trasmite a la disolucion del
polimero en la aguja. Por el efecto de la polarizacion y la carga originadas por el
campo eléctrico, la solucion es arrojada hacia una superficie conductora (colector) a
una distancia entre los 5 y 30cm del cono o aguja. Durante la creacién del chorro
inyectado, el solvente gradualmente se evapora, y el producto obtenido se deposita en
forma de manta o capa compuesta de nano o micro fibras con didmetros entre 50 nm
y 10 um [25].

En el flujo electro-hidrodindmico del chorro, las cargas son inducidas en el fluido a
través de la distancia de separacion de los electrodos (punta de aguja y colector
metalico), rompiéndose la tension superficial a través del campo eléctrico vy
descomponiéndose en una tangencial (t) y una normal (n), formando el cono de

Taylor, ver figura 12.
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Fig. 12.- Proceso de electrohilado.

La explicacion general de cada una de las variables del proceso de electrohilado se

explica a continuacion:

» Ladistancia entre la aguja y el colector [26, 27]:

o

o

Las fibras pueden romperse debido a su propio peso.

Mayor estiramiento de la solucién.

Obtencion de fibras delgadas.

Aparicion de defectos (beads) en las fibras al trabajar con muy altas o
muy bajas distancias.

Poco tiempo para la evaporaciéon del solvente por tanto, las fibras

Ilegan humedas al plato colector.

» Temperatura [28]:

o

o

o

La humedad en el ambiente podria determinar la velocidad de
evaporacion del disolvente en la solucion.

A humedad relativa baja un disolvente volatil podria evaporarse muy
rapido.

Incrementa la rapida evaporacion y puede ocasionar una reduccion en

la viscosidad de la solucion.
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» Voltaje [28, 29, 30]: La influencia del voltaje depende de las propiedades
viscoelasticas del material base, por ello es importante analizar el
comportamiento para cada polimero con su respectivo disolvente.

o Voltajes altos hace que mas fluido se transporte en el chorro lo que
resulta en fibras con mayores diametros.

o Un incremento en la aplicacion del voltaje decrece el diametro de las
nanofibras y aumenta la probabilidad de obtener fibras con defectos
(beads).

o Un voltaje alto permite un mayor estiramiento de la solucién debido a
la presencia de mayor fuerza de coulomb en el chorro y un fuerte
campo eléctrico.

» Velocidad de inyeccion [31]:

o Un flujo de salida menor podria ser benéfico ya que el disolvente
tendria mas tiempo para evaporarse evitando la formacion de defectos
en las fibras.

o Cuando el flujo de salida se incrementa ocurre un incremento en el
diametro de las fibras y posiblemente en el tamafio de los defectos.

o Un minimo valor de volumen de soluciéon a la salida del capilar
deberia ser mantenido para obtener un cono de Taylor estable.

o el flujo de salida determina la cantidad de solucion disponible para el

proceso de electrospinning.
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4.- JUSTIFICACION

Los defectos 6seos causados por lesiones en la superficie articular y enfermedades
como la osteoartritis, dafios en la superficie de la articulacion, alteracién mecénica de
la superficie articular que limitan el cartilago, alteracion mecénica del cartilago y
hueso subcondral han aumentado. Por estas razones, la ingenieria de tejidos ha
desarrollado una variedad de andamios para reconstruir la estructura de tejidos y
organos para regenerar y reparar las funciones del tejido dafiado a base de
biopolimeros como el PLA, PVA, PEO, PCL, PVP, etc.

En la ortopedia los metales son la opcidn méas comun para el reemplazo total de hueso
o fijaciones del implante. Las excelentes propiedades mecénicas de los metales se
retinen los requisitos necesarios para las aplicaciones de hueso de soporte de carga.
Sin embargo, el metal puede fallar debido a la tension de blindaje, afloje las
articulaciones debido al desgaste, y la compatibilidad limitada con el tejido 06seo.
Implantes fallidos requieren varias cirugias de revision desafiantes que drasticamente
aumentan los costos y el tiempo de recuperacion. Los injertos 6seos se han utilizado
para rellenar defectos en el hueso causados por estados clinicos o traumatismos, tales

como fracturas con pérdida dsea, infeccion dsea, o tumores 6seos.

Como podemos observar el area de oportunidad en biotecnologia para los materiales
avanzados es muy amplia, y el realizar una investigacion en un nuevo material para
aplicaciones Gseas es factible. En el caso del nuevo material que se desarrolld se ve
como algo prometedor para la aplicacion de implantes 0seos. Las caracteristicas que
tienen los nanotubos de carbono y la hidroxiapatita en el area de implantes éseos, por

separados es prometedor como lo podemos leer en la literatura cientifica.

El realizar un composito o andamios a base de nanotubos de carbono e hidroxiapatita
en un matriz polimérica como lo es el PLA, se pretende mejorara las propiedades
mecanicas, térmicas y fisicas de este material. Tomando en cuenta las propiedades

particulares de cada material para su aplicacion.
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5.- OBJETIVOS

Objetivo general

» Realizacion de compositos electrohilados usando una matriz polimérica 'y
reforzandola con nanotubos de carbono e hidroxiapatita para aplicacion dsea.

Objetivos especificos

» Funcionalizacion de los nanotubos de carbono para reducir la citotoxicidad.
» Elaboracion de compositos por la técnica de electrohilado.
» Caracterizacion del composito hilado.

» Analisis in vitro con células osteoblasticas al composito obtenido.
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6.- METODOLOGIA

6.1. — Materiales.

Los MWCNTSs usados en este trabajo fueron aportados por el departamento de Fisica
del &rea de polimeros de la Universidad Autdnoma Metropolitana unidad Iztapalapa
(UAM-I), los cuales fueron sintetizados por el método de deposicion quimica en fase
vapor (CVD).

La hidroxiapatita (Ca s (OH) (PO 4) 3) utilizada para la realizacion del trabajo fue
comprada a Sigma-Aldrich México. El &cido poli lactico (INGEO 3251D) fue
comprado a PromaPlast, Mexico.

6.2. — Preparacion de los MWCNTSs.

Los nanotubos de carbono de multiples paredes fueron sintetizados por pirolisis
CVD. Antes de la sintesis de MWCNTSs, el oxigeno es desplazado del reactor por
medio de un flujo de argdn, que también se usa para burbujear benceno (el precursor
de carbono orgénico) que se evapora gradualmente. La fuente de carbono como vapor
de benceno se introduce en el tubo de cuarzo mantenido a una temperatura de 750 °C
mediante un flujo de argon. EIl ferroceno (catalizador metalico), expuesto
inicialmente a la temperatura de sublimacion (90-110 ° C) cerca de la entrada del
tubo de cuarzo, es transportado junto con el vapor de benceno. La reaccion quimica
que conduce a la formacién de los MWCNTS ocurre en la pared del cuarzo del tubo.
Aqui el ferroceno se descompone para producir los centros catalizadores de hierro a
partir de los cuales se desarrolla MWCNTSs. Tipicamente, 150 ml de bencenoy 1.2 g

de ferroceno se usaron en la sintesis de los MWCNTSs.

Los MWCNTSs fueron funcionalizados por tratamiento de &cidos concentrados para la
integracion de los grupos carboxilo (COOH) y la eliminacion de impurezas del
carbono, asi como residuos del catalizador para reducir de su citotoxicidad. Este
tratamiento se realiz6 usando acido nitrico (HNO3) al 60 % y acido sulfurico (H2SO,)
al 96 % en una proporcion de 3:2 v/v a 60 °C por 5 hrs., posteriormente se neutralizo

la mezcla con hidroxido de sodio (NaOH) 3M (molar). Subsecuentemente la mezcla
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es pasada a una centrifuga marca Hettich modelo Rotina 420 R, para la separacion
por gravedad a 4 000 rpm. EIl proceso de centrifugado es realizado 4 veces, por lapsos
de tiempo de 15 min, para el lavado de los nanotubos de carbono con agua destilada y
finalmente con acetona a 99.56 %. El material de MWCNTSs obtenido es secado en
vacio a una temperatura de 50 °C por 24 hrs, los MWCNTSs fueron caracterizados por
microscopia electronica de barrido de alta resolucion Zeiss (HRSEM-AURIGA),
microscopia electronica de barrido de emision de campo de alta resolucion (HRTEM-
Jeol 2100F), y Espectroscopia RAMAN (WiTec, ALPHA300 RA+).

6.3.- Preparacion de la solucion para el electrohilado.

Se disolvié 1.2 g de PLA en 9 ml de cloroformo (CHCj3) a 99.9% por un tiempo de 5
h, posteriormente a este tiempo se agregd 1 ml de etanol a 99.94%, obteniendo asi la
solucién polimérica. Para los experimentos de evaluacion se usaron el 56% y 64%
(1200 mg) de PLA, 35% y 27% (750 y 500 mg) de HA y 9% de MWCNTSs (187 y
166 mg) respectivamente. Como resultado de las pruebas de MTS y LDH se
modificaron las condiciones de trabajo con el objeto de obtener mejor respuesta
celular a los andamios, las concentraciones son las siguientes: PLA; 1200 mg
(85.8%), HA; 188 mg (13.5%) y MWCNTs; 10 mg (0.7%). La forma general de
preparacion de la solucion a electrohilar es la siguiente: Una vez preparada la
solucién polimérica, se adhieren los porcentajes de HA-MWCNTSs y se sonica por 10
minutos para obtener la mezcla lo mas homogénea posible, una vez terminado el

proceso mencionado se procedié a electrohilar la solucion.

6.4.- Proceso de electrohilado de la solucion polimérica con HA/MWCNTS.

La disolucién del polimero previamente preparado con HA-MWCNTS, se carga en
una jeringa de inyecciones que mediante una manguera inerte se conecta a una aguja.
Una bomba de infusion o perfusion unida al émbolo de la jeringuilla genera una
presion y un flujo constante que a través de la manguera se trasmite la disolucion del
polimero preparado a la aguja. Por el efecto de la polarizacion y la carga originadas
por el campo eléctrico, la solucidon es arrojada hacia una superficie conductora

(rodillo colector) a una distancia de 15cm del cono o aguja. Durante la creacion del
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chorro inyectado, el solvente gradualmente se evapora, y el producto obtenido se
deposita en forma de manta o capa compuesta de nano o micro fibras con diametros
entre 50 nm y 10 pm.

El proceso de electrohilado se realizo en un equipo comercial (Standard unit, NEU-
01, ver figura 13) donde las variables para los experimentos de evaluacion vy

optimizacion se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. — Parametros del proceso de electrohilado

. Valores de | Valores de
Parametros del proceso del proceso » »
. la relacién | la relacidn
de electrohilado
F-1 F-2
Caudal (mL/h) 10 3
Voltaje (kV) 30 15
Temperatura (°C) 35 30
Distancia entre el rodillo colector y la
: 15 15
aguja (cm)
Velocidad del rodillo colector (rpm) 1000 1700

Explicando las variables que se tienen en el proceso de electrohilado y que es lo que
controlan se extiende esta parte desde la preparacion de la solucién. Primeramente se
diluyo el polimero (PLA) que conformara la matriz polimérica, este se diluye con
disolventes (Cloroformo y Etanol) que permitan una dilucion completamente del
polimero utilizado para evitar que se tape la aguja. Se puede observar que se le agrega
etanol esto para no tener una solucién tan concentrada, ya que una solucién muy
concentrada perjudicaria a la formacion de las fibras debido a la alta viscosidad. Al
agregar etanol también aumentamos la constante dieléctrica, teniendo un efecto de
mayor transporte de cargas provocando un mayor estiramiento los cual nos ayuda
para reducir o prevenir los defectos en las fibras llamadas “BEADS”, El diluir la
solucion con etanol hace que la tension superficial de la solucion sea menor. Una
solucion muy diluida también perjudica al proceso de hilado ya que el voltaje
romperia mas facilmente la tension superficial del polimero y la solucion caeria en
forma de gota. Una buena dilucion también promueve que se obtengan fibras mas
homogéneas. Los polimeros son dieléctricos y sometidos al campo eléctrico del

proceso de electrohilado pueden considerarse como dipolos eléctricos compuestos por
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cargas negativas y positivas, respondiendo al campo eléctricos del proceso hace que
ocurra el estiramiento de la solucion formando el cono de Taylor.

Fig. 13.-Equipo Standard Unit, NEU-01 para la elaboracion del composito electrohilado.

6.5.- Caracterizacion del composito electrohilado.

6.5.1. — Caracterizacion fisicoquimica.

La morfologia y distribucion de los andamios fueron observadas por microscopia
electrénica de barrido de alta resolucion Zeiss (HRSEM- AURIGA) a 1 Kv, con este
mismo equipo se realizé un analisis quimico a 10 Kv para determinar la composicion
quimica de los andamios. Se midieron los didmetros de las fibras que conforman los
andamios con ayuda del programa ImageJ y se procesaron para un analisis
estadistico.

Se realizé un analisis de infrarrojo (IR- Perkin EImer GX espectro), para determinar
los grupos funcionales presentes en los andamio. Otro andlisis realizado es el de
difraccién de Rayos-x (D8 Advance X-ray diffractometer, Brunker) con fuente de
cobre (1.541A) 0.02 en pasos, para determinar el grado de cristalinidad de la

Doctorado en Nanociencias y Nanotecnologia, CINVESTAV-IPN 36



Elaboracion de Un Composito electrohilado de Nanotubos de Carbono e Hidroxiapatita usando como Matriz
Polimérica el Acido Poli Lactico para Regeneracion Osea

estructura de las muestra electrohiladas. Los datos obtenidos del estudio de difraccion
de Rayos-x se analizaron con la ayuda del programa Match 2 y la base de datos EVA.
La presencia de los nanotubos de carbono en los andamios electrohilado es compleja
y se determiné realizando un estudio de RAMAN confocal (WiTec, ALPHA300
RA+), para corroborar la incorporacion de estos.

La pérdida de peso de los andamios electrohilados en funcion de la temperatura se
determinaron en un equipo Thermo-Gravimetric Analysis Q600, TA Instruments. La
muestra fue calentada de 30 °C a 500 °C a una velocidad de 10 °C/min.

Las pruebas mecanicas fueron medidas bajo tension uniaxial (El equipo usado para la
prueba fue disefiado y construido especialmente para materiales suaves en el Instituto
de Investigaciones en Materiales de la UNAM) de acuerdo a la norma D1708-ASTM.
Se realizaron probetas de los andamios electrohilados de PLA, PLA + HA, y PLA +
HA-MWCNTs (concentracion en peso de 3:1 y 19:1) bajo la norma antes
mencionada. Las pruebas se realizaron a una velocidad de deformacion de 10
mm/min. Los valores de carga y desplazamiento durante las pruebas fueron medidos
por una celda de carga (110 N) y un transformador diferencial variable lineal (LVDT)
(= 50 mm), respectivamente; todos los datos fueron registrados por un instrumento

virtual programado en Lab-VIEW.

Los datos obtenidos y guardados en archivos con extension .dat fueron importados y
procesados en Wolfram Mathematica 10 para la obtencion de la curva esfuerzo en
funcion de la deformacién. Para el célculo de la deformacion (g) se define por la
siguiente expresion:
L7Lo _ AL

Lo Lo
Para esta expresion se programd una fusion en Mathematica 10, asi mismo para el

maodulo de Young el cual se define por la siguiente expresion:

F_I_

Esfuerzo de tension A _ Fr=xlLg

a Deformaciéon por tension - AL/LO T AxAL

Para la determinacion del area transversal, se toma en cuenta el ancho de la probeta y

el espesor de ella, este tltimo varia y por tal motivo los espesores son medidos con un
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vernier digital para su mayor exactitud. En la figura 14 se muestra como se fueron

procesando los datos en Wolfram Mathematica 10 para las pruebas de tension.

Muestra Al

A1 = Drop[Import ["DATOSAL.dat®], 2]: _ Carga de los datos

mAL[[1]]

. AT
Part{mAL{[i]], 3} Calculo de deformacidn

3.88797 l
Wlf

datmdl = Apply[{(22+10%-3) f (23+10%-3), (=7 - Part{mAl((1]], 300/ (1.72+10%-6 (0.75))} &, mAl, 1]:

ListPlot[datmAl]

Calculo de la tension

Fig. 14.-Procedimiento en Wolfram Mathematica 10 para la generacion de resultados de las pruebas
de tension.
En la figura 15 a se puede observar las probetas de los andamios electrohilados bajo
la norma D1708-ASTM, en la figura 15 b se puede observar el software donde se
registran los resultados de las pruebas de tension, y en las figuras 15 ¢ y d, se puede
observar el equipo de traccion donde las probetas son sometidas a tension y como

estas son fracturadas.

Los andamios electrohilados no se consideran un sélido en su totalidad, por lo que se
realizd un analisis Brunauer-Emmett-Teller (BET, TriStar 3000 Micromeritics). Esta
técnica explicar la fisica de adsorcion de gases de moléculas en una superficie sélida

y sirve como base para una técnica de analisis importante para la medicién de la
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superficie especifica de un material, la cual estd dada por la siguiente formula:

(CSA)(6.023X10%3)
(22414 cm3sTP)(107°MM%/ ) (5+vn7)

SAggr =

Fig. 15.-Probetas y equipo de traccidn para las pruebas de tension.

Para determinar la superficie especifica del material utilizamos los resultados que
determino el equipo y el procedimiento para determinar la correccion de espacio libre

del mismo. Los célculos realizados fue a través de las siguientes formulas:

Weam 273.13°K

B v B _ _ (VsyS_V as)
Vsys = 760 mmHg x Py’ Vsam = Dsam | Vgas = Vsam 77.15 °K Y%V =( Vgasg )

Donde Vs es el volumen del sistema, Vy es la cantidad de gas diferencial entre los
volimenes del gas y la muestra, Py es la presion absoluta de la muestra, Vsam €s el
volumen de la muestra, Ws,m €s el peso de la muestra, Ds,m €S la densidad de la
muestra, Vg €s el volumen del gas y el %V es el porcentaje de volumen especifico
de la muestra. El equipo toma como constantes la temperatura y presién estandar, esto
refiere a 760 mmHg y 273.13 °K, los 77.15 °K refiere a la temperatura del nitrégeno
liquido. Finalmente se dividi6 el volumen del sistema con el volumen del gas, el
resultado es multiplicado por 100 para la obtencion del porcentaje del area especifica

de nuestros andamios.
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6.5.2.- Andlisis bioldgico.

Para el estudio in vitro del cultivo celular, el composito de PLA con HA-MWCNTSs
se cortd en un area de 6 cm®. Posteriormente, se esterilizaron por irradiacion UV
durante 24 hrs., y se lavaron 2 veces con PBS de acuerdo con la Norma ISO 10993-5
para la evaluacién de la citotoxicidad in vitro [16]. Para la obtencién de los extractos
del composito se utilizé 1 ml de medio de cultivo con suero bovino fetal al 10% como
vehiculo, ya que puede extraer sustancias polares y no polares que también soporta el
crecimiento de células en cultivo. Las condiciones de extraccion fueron de 48 horas a

37 °C en una atmosfera de 5% de CO,.

La linea celular utilizada fue osteoblastos humanos adherentes (hFOB 1.19 (ATCC
CRL-11372)), que se cultivaron en el medio de mezcla 1:1 de F12 de Ham de Medio
Dulbecco Modificado Medio Eagle, con 2.5 mM L-glutamina (sin rojo fenol),
suplementado con suero bovino fetal al 10%, penicilina-estreptomicina al 1%,
antimicético al 1% y 0,3 mg / ml de geneticina (G418). Las células se mantuvieron a
34 °C en una atmosfera de 5% de CO,. Para experimentar, las células se sembraron a

una densidad de 5000 células por pocillo antes de la exposicion.

6.5.2.1. -Métodos de citotoxicidad.
La citotoxicidad en andamios de PLA con HA-MWCNTSs se evalué por MTS (3- (4,
5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) 2H-tetrazolio) y

ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH).

LDH es una enzima citoplasmatica, presente en todos los tipos celulares y se libera
rapidamente en el medio de cultivo después del dafio de la membrana plasmaética.
Esta enzima se puede medir en el sobrenadante usando una reaccion enzimatica. El
aumento de la actividad de la enzima en el sobrenadante se relaciona directamente
con el nimero de células muertas. El ensayo de MTS es un método colorimétrico que
mide la conversion de formazan por enzimas que se encuentran solo en las células
que tienen actividad metabdlica. La cantidad de formazan es directamente

proporcional al namero de células vivas.

Doctorado en Nanociencias y Nanotecnologia, CINVESTAV-IPN 40



Elaboracion de Un Composito electrohilado de Nanotubos de Carbono e Hidroxiapatita usando como Matriz
Polimérica el Acido Poli Lactico para Regeneracion Osea

En el dia de la exposicion se lavaron las células y se expuso a 100, 50, 25, 12,5y
6,25% (vol / vol) de los compositos de PLA con extractos de HA-MWCNTS diluidas

en medio de cultivo completo durante 24 y 48 horas en una placa de 96 pocillos.

Una vez que se completo el tiempo de exposicion, 100 ul de sobrenadante fue tomada
y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. 50 pl del sobrenadante se
transfirieron a una placa de 96 pocillos donde se afiadié la mezcla de reaccion para la
determinacion de LDH. Las muestras se incubaron durante 30 minutos y protegidos
de la luz a temperatura ambiente. Las lecturas espectrofotométricas se realizaron a
490 nm y 690 nm en el instrumento TECAN Infinite® 200. Un experimento
independiente se llevo a cabo por cuadruplicado. Triton X-100 al 1% se utilizé6 como
control positivo para la muerte celular, como las células de control negativas con el

medio.

Para la determinacion de MTS, después de terminar el periodo de exposicién; se
retird el medio de los pocillos de la placa, y se afiadieron 100 pl de medio fresco que
contiene 10 pl de reactivo MTS se incubd durante 4 horas protegidos de la luz a 33,5
°C. Las lecturas espectrofotométricas se realizaron a 490 nm y 690 nm en el TECAN

Infinite® 200 instrumento. Se realizé un experimento por cuadruplicado.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSIONES
7.1. — Caracterizacion de los MWCNTSs.

7.1.1. -Morfologia y analisis elemental de los MWCNTSs.

Entre las herramientas mas comunes para caracterizar las morfologias y dimensiones
de MWCNTSs (en forma de polvo) es SEM. En la actualidad, las imagenes SEM se
utilizan para caracterizar la morfologia general de MWCNTs y también para
cuantificar el grado de homogeneidad de las muestras, asi como las dimensiones de

los tubulos.

Fig. 16.-Imagen SEM de MWCNTS producido por CVD.

La morfologia de los MWCNTS se observa en la figura 16. Los MWCNTSs se pueden
observar como estan enredados aleatoriamente y en forma de fideos aguados, esta
particularidad es notable en los nanotubos de carbono obtenidos por el método de
CVD. En la imagen 13 es notable que los MWCNTSs no presentan muchas impurezas
debido a la purificacion y funcionalizacion previa a la que fueron sometidos, los
didmetros presentes varian de entre 60-90 nm como se ve a mayor detalle con el
estudio TEM.
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7.1.2. - Analisis FETEM.

Fig. 17.-Imégenes FETEM de diferentes MWCNTS a los 20 y 50 nm, donde se pueden ver los diametros
interno y externo de los MWCNTS.

Los MWCNTSs son analizados por FETEM, donde se observa que no hay numerosas
acumulaciones de impurezas, como se muestra en las figuras 17. En la figura 17a y
17b El interior del agujero de MWCNTSs es de ~ 30-50 nm de diametro y el didametro

exterior es de ~ 60- 90 nm de didmetro respectivamente.

Otro hecho que se puede obtener por FETEM es por difraccion de electrones area
seleccionada (SAED). Los patrones SAED podrian utilizarse para estimar la
cristalinidad global de MWCNTS sin embargo, se recomienda el uso de haz a 120
KeV porque si se utiliza una tension de estado elevado puede dafar las paredes de los
MWCNTSs [32]. En la Figura 18 se muestra el patron de la difraccion de electrones
por area seleccionado (SAED), donde se puede observar como electrones difractados

forman una estructura hexagonal.

Fig. 18.-Difraccion de electrones por area seleccionada de MWCNTS.
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FASE 1 del Proyecto

7.2.- Evaluacion de las nanoparticulas de hidroxiapatita y nanotubos de carbono
de multicapa en la matriz electrohilada de PLA.

La primera fase del estudio consistio en realizar el composito electrohilado con
condiciones que nos ayudaran a comprender mejor el efecto que tienen las variables
de hilado en las fibras. Una de las propiedades buscadas fue el obtener poros
superficiales que nos ayuden a formar andamios de cultivo 3D; estos se forman
cuando las poros superficiales del composito son los suficientemente amplios para
que las células se introduzcan en ellos obteniendo andamios que se asemejen a las
funciones del tejido a rehabilitar. Otro aspecto importante es la morfologia de las
fibras las cuales se podria decir que se dividen en dos tipos; lizas y rugosas. Teniendo
en cuenta que el composito electrohilado est& orientado al hueso esponjoso, la mejor
opcion para nosotros seria fibras rugosas lo cual nos ayudaria a obtener una mejor
adhesion celular. En la tabla 6 se muestran las condiciones de elaboracion de los

primeros compositos electrohilados.

Tabla 6.- Condiciones de fabricacion los electrohilados para la obtencion del andamio.

Parametros del proceso del proceso de electrohilado | Valores de la relacion F-1
Caudal (mL/h) 10

Voltaje (kV) 30
Temperatura (°C) 35

Distancia entre el rodillo colector y la aguja (cm) 15

Velocidad del rodillo colector (rpm) 1000
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7.2.1.- Caracterizacion del composito electrohilado por HRSEM.

[
B

Fig. 19.- Imagen SEM de la matriz de PLA electrohilada con hidroxiapatita-MWCNTS.

40+

# Fibras

5 6 7

Diametros
um

Fig. 20.-Histograma de la distribucidn del didmetro de las fibras electrohiladas de PLA + HA/MWCNTSs.
La figura 19 muestra la morfologia de las fibras electrohiladas del material
compuesto de PLA + HA/MWCNTSs. Puede verse que la forma de la fibra no es
uniforme, ésta desuniformidad de las fibras es debido en gran parte al
encapsulamiento de la HA y los MWCNTS, se puede observar también fibras con
diferentes diametros, 1um a 5 um. Ademas, se muestra que la red de fibras forma
poros superficiales anchos de aproximadamente 10 um, suficiente para que las células
osteoblasticas puedan introducirse en el andamio y formar una cultura 3D. Se aprecia
que las fibras tienen una superficie rugosa dando la apariencia de pequefios poros en
la superficie de la fibra, esta apariencia porosa es muy similar a la morfologia del
hueso esponjoso. Este tipo de superficie da una mejor adhesion de las células sobre

las fibras, y en muchas ocasiones es provocado por la humedad relativa y altos
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voltajes [33, 34]. En este trabajo se hicieron pruebas con diferentes variables
(temperatura, voltaje, caracterizacion de las fibras con y sin HA 'y MWCNTS) para
determinar si la morfologia rugosa obtenida fue provocada por la humedad relativa o
por influencia de HA/MWCNTSs, determinando que tanto la humedad relativa y la HA
fueron factores para la obtencion de la mencionada rugosidad de la fibras. Las
imagenes fueron procesadas con el software libre Imagen-J para determinar el
diametro medio de las fibras obteniendo 3.96 + 0.177 micras, ver figura 20. En la
imagen 19 no puede apreciarse la HA y MWCNTSs debido a que se encuentran
encapsulados en las fibras de PLA, por lo que se presentara mas adelante la técnica de
Raman-Confocal para ratificar el mencionado encapsulamiento de los materiales

dichos con anterioridad.
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Fig. 21.-Anélisis elemental de las fibras electrohiladas de PLA + HA/MWCNTS.
El analisis quimico elemental hecho por area seleccionada, se observa en la figura 21,
donde observamos que ciertamente estan presentes los elementos de la hidroxiapatita

(fosforo y calcio), asi como el carbono proveniente de los MWCNTSs.

7.2.2. - Caracterizacion del composito electrohilado por Rayos-X.
La técnica de rayos-X con la ayuda de la base de datos EVA, nos ayuda a conocer las

fases cristalinas que tienen el material compuesto formado por electrospinning. Se
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realizé el andlisis de rayos-x para la obtencién del grado de cristalinidad del
composito, para esto se realizé un estudio por separado de compositos electrohilados
de PLA, PLA + HA, PLA + HA/MWCNTs. El estudio fue hecho con un barrido 5-70

grados con pasos de 02.

El resultado de la difraccion de rayos X se muestra en la figura 22, donde se puede
observar una cresta que se inicia y termina ~ 10-35 en el espectro de PLA. La cresta
estd indicando que las fibras de los andamios de PLA tienen una estructura amorfa
[35].

Intensity

C) Experimental paitern: PLA HA CNT

™ - - T
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00
Cu-Ka (1.541874 A)

Fig. 22.-Rayos-X, espectros de los compositos de PLA, PLA-HA, PLA + HA-MWCNTs.

En la figura 22 también se puede observar la difraccion de rayos-X de PLA + HA,
mostrando los picos cristalinos de la HA, indicando sus planos correspondientes en
(002) en 16.5° (211) en 31.5° y (300) en 33.5°, caracteristica del empaquetamiento
de la estructura hexagonal. En la tercera imagen se puede ver la difraccion de rayos-
X, el pico de difraccion en la posicion 20 = 17°, plano (200), este pico es
caracteristico de los nanotubos de carbono de paredes multiples. Como se puede ver

el composito tiene picos de difraccion caracteristicos de los tres elementos que lo
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forman [36, 37]. Ademas, el pico difractado mas representativo de la hidroxiapatita se
daa31,5°y MWCNTSs de 16.5°, &ngulos de Bragg.

7.2.3. -Caracterizacion del composito electrohilado por FTIR.

v
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Fig. 23.- Espectro FTIR-ATR del composito electrohilado de PLA + HA/MWCNTS.

Esta técnica proporciona un espectro de reflexion de las bandas de los grupos
funcionales de las sustancias inorganicas y organicas, por lo cual es posible realizar
una identificacion de los materiales. El espectro FTIR-ATR de los compuestos PLA +
HA/MWCNTSs se muestra en la figura 23, el espectro muestra los grupos funcionales
presentes; donde la banda de 1083 cm™ son las vibraciones de los grupos C=0, estas
mismas bandas de vibracién se producen a 1182 y 1758 cm™, estas bandas son
representativos de la molécula de PLA ((C3H402) n) [38]. La banda de 1182 cm™
también muestra la vibracion de los grupos funcionales P=O de la molécula de
hidroxiapatita [39], esto es confirmado por el pequefio pico en 1032 cm™,
caracteristica de la (PO4) molécula de hidroxiapatita. En 1455 cm™ esta presente el
(grupo metilo) CHg3 vibracion que pertenecer a la molécula de PLA. El grupo de
carbonato (CO3) tiene una vibracion a 1431 cm™, caracteristico de estequiométrica de
la HA. En este espectro no es posible distinguir picos caracteristicos de los nanotubos
de carbono, la sefial principal es muy estrecha con la vibracion de los grupos CH3 y
OH. El espectro muestra las vibraciones del composito de PLA + HA-MWCNTSs [40,
41].
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7.2.4.- Caracterizacion del composito electrohilado por RAMAN.

Esta técnica nos va a proporcionar un analisis quimico dando informacion sobre las
vibraciones de los enlaces de las moléculas. Con los estudios anteriores se ha
analizado el grado de cristalinidad de las fibras que conforman los andamios, la
composicion quimica y como se estan integrando sus elementos con forme a las
vibraciones de sus grupos funcionales, ahora para complementar esta informacion y
ratificar la incorporacion de los MWCNTs obtuvimos imagenes con RAMAN
CONFOCAL utilizando un laser verde para poder observar los MWCNTSs

incorporados en las fibras de los andamios y sus espectros.

En la figura 24 se puede apreciar la red polimérica formada por el PLA, donde se
observan zonas negras que podria ser una indicacién de aglomerados de nanotubos, lo
que indica que aunque la solucién se sometié a ultrasonidos antes de la inyeccion, los
nanotubos volvieron a aglomerarse de nuevo formando grupos de ellos. También se
pueden apreciar algunas zonas brillantes que pueden estar asociados con la HA, ya
que se trata de un material cerdmico, y por lo tanto puede brillar al reflejar la luz que
esta encendida. Esto demuestra que las fibras tienen una distribucién de tamafo,
como Yya se ha analizado con HRSEM.

Fig. 24.- Imagen obtenida por Raman-Confocal del composito de PLA+HA-MWCNTSs.

La figura 24 muestra las fibras y como los MWCNTSs estan incorporados en ellas. Se
observa que los MWCNTS se incorporan en las fibras, sin embargo, la incorporacion
no es homogénea y hay algunas aglomeraciones. El estudio Raman se llevo a cabo
mediante andlisis por area y punto para observar las vibraciones moleculares; para
obtener el espectro de los MWCNTSs, el analisis se hizo donde se observa los
aglomerados de MWCNTS, zonas oscuras (figura 25d) [44]. La contribuciones de la
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molécula de PLA se observa en la figura 25a [43], la figura 25b muestra la
incorporacién de la HA y su vibracion caracteristica a 992cm™[42], la figura 25¢
muestra el espectro del composito electrohilado donde se observa dispersion y se
ratificé que no hay una interaccion quimica entre PLA y HA/MWCNTS y que estas

nanoparticulas solamente se incrustan y encapsulan en las fibras del composito.

El espectro de los MWCNTs mostrado en la figura 25, muestra las bandas D, Gy G',
que son caracteristicas de los mismas. Se observa que no hay vibracion del modo de
respiracion radial (GBR), que es caracteristico de los SWCNT. La banda D es
indicativo de defectos en los MWCNTSs causados por las impurezas carbonosos con
hibridacion sps, que rompen los enlaces sp, de las paredes MWCNTSs. Otro punto a
tener en cuenta en esta banda es que la amplitud de la sefial base es identificar la
presencia de carbono amorfo, y la intensidad de enlaces sp, tipo de referencia, y la
relacion de las intensidades de las bandas D y G, se obtuvo informacion sobre el
numero de defectos presentes. Esto podria ser una razon por la que los MWCNTS no
tienen una buena dispersion en las fibras debido a que la funcionalizacion no fue
suficiente. La banda G corresponde a los movimientos de alejamiento y enfoques de
atomos de carbono con enlaces sp,. La banda G' se atribuye a una banda de sobretono
D. No es necesario de la presencia de defectos para ver la sefial de G', ya que

normalmente no es la presencia de materiales con enlaces sp, [44, 45].
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Fig. 25.- Espectros Raman; A) Espectro de la HA obtenido de la region brillante de las fibras del
composito, B) Espectro del composito de PLA que fue hecho de manera independiente, C) espectro de
los MWCNTSs obtenidos de la zona oscura de las fibras del composito, y D) espectro por area del
composito de PLA + HA-MWCNTSs el cual indica que no hay interaccién quimica entre el PLA y HA-
MWCNTSs.
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7.2.5. - Caracterizacion del composito electrohilado por DSC/TGA.
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Fig. 26.- Analisis DSC-TGA del andamio de PLA.

El anlisis termogravimétrico (TGA) se utiliza para medir los cambios de peso en los
andamios electrohilados en funcién de la temperatura en atmosfera de nitrogeno
controlada. La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica de medicion
para detectar transiciones endotérmicas y exotérmicas, asi como determinar las
temperaturas de transformacion y entalpia de sélidos en adicion a los liquidos como
una funcién de la temperatura. El objetivo de hacer este estudio es conocer la
transicion vitrea de los andamios para tener un parametro de ello con respecto a la
temperatura del cuerpo humano y observar si habia un cambio estructural. El primer
estudio se hizo para el andamio de PLA para conocer su comportamiento, este se
muestra en la figura 26, donde las fibras de acido poli lactico estan perdiendo peso
con respecto a la temperatura. Se puede observar que existe un deterioro sustancial
que comienza a unos 281 °C vy la pérdida de toda su masa a 376 °C. En el analisis

DSC muestra una reaccion endotérmica que comienza en aproximadamente 342 °C
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con una entalpia de 698.5 J/g, esta reaccién coincide con la pérdida de masa de las
fibras, lo que indica la correlacion entre ellos en la temperatura de degradacion de las
fibras de PLA. La transicion vitrea de PLA se da entre 60-65 °C, esto se puede
observar en la figura 27, en esta imagen se puede observar dos reacciones
endotérmicas, uno de ellas comienza a las 30 °C, y tiene una entalpia de 1.618 J/g. El
segundo comienza alrededor de 41 °C con una entalpia de 3.575 J/g [46-48].

En la figura 28 se muestra el analisis DSC/TGA de los compositos electrohilados de PLA +
HA y PLA + HA/MWCNTSs funcionalizados con grupos carboxilo. Como se menciond
anteriormente la de transicion vitrea del PLA se da entre 60-65 ° C, en la figura 28 no se ve
en detalle en donde esta presente la transicion, este analisis se muestra a mayor detalle en las
figuras 29 y 30. En la figura 28 muestra la reaccion endotérmica que se produce en el andlisis
DSC, la cual se estd dando en aproximadamente 367 °C para el composito de PLA + HA 'y a
365 °C para el composito de PLA + HA/MWCNTS, estas tienen una entalpia de 592.1 J/g y
383.4 J/g respectivamente, indicando la correlacion entre la temperatura y la degradacion de
los compositos analizados [49]. También puede observarse que el peso completo en ambos
estudios no se pierde, porque los nanotubos de carbono e hidroxiapatita tienen una

temperatura mayor de degradacion [50-52].
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Fig. 27.-Analisis DSC del andamio de PLA donde se observa la transicion vitrea.
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Fig. 28.-Analisis DSC/TGA de los compositos de PLA+HA y PLA+HA-MWCNTSs.

En la figura 29 se muestra el andlisis DSC de las reacciones endotérmicas, pero no
tan notable como en los andamios de PLA. Se observa que las presentes reacciones
tienen una entalpia méas bajo que en los andamios de PLA incluso las reacciones no
son muy notables. Los resultados sugieren que las reacciones se deben a la baja
pérdida de masa que se observa en el termograma de TGA (Figura 28). EI composito
de PLA + HA, es un material compuesto o hibrido al adherirle la HA, por lo tanto sus
propiedades cambian y son diferentes que el de los andamios de PLA. Asi teniendo
en cuenta lo anterior y analizando las propiedades de la HA, las propiedades del
composito cambian [50-52]. Como las propiedades del material compuesto (PLA +
HA) estan cambiando, al parecer este cambio provoco que no se esté presentando la

transicion vitrea para este composito.

La figura 30 muestra el andlisis por DSC del composito de PLA + HA/MWCNTSs que
muestra solo una reaccion endotérmica que comienza en aproximadamente 38 °C y
terminando a 60 °C y tiene una entalpia de 6.83 J/g. El sistema del PLA +
HA/MWCNTS tiene una energia de absorcion de aproximadamente 0.6717 J/g mas
que el sistema de PLA pero con un comportamiento diferente. Los compositos de

Doctorado en Nanociencias y Nanotecnologia, CINVESTAV-IPN 54



Elaboracion de Un Composito electrohilado de Nanotubos de Carbono e Hidroxiapatita usando como Matriz
Polimérica el Acido Poli Lactico para Regeneracion Osea

PLA + HA/MWCNTSs son considerados un material compuesto o hibrido, por lo
tanto, sus propiedades cambian debido a las propiedades de HA y MWCNTSs [53-58].
Aun tomando en cuenta lo anterior y las entalpias de los diferentes andamios, es

dificil concluir si se da la transicion vitrea para este composito [47].
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Fig. 29.- Andlisis DSC del composito de PLA+HA.

La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos en el anélisis de DSC/TGA y de acuerdo
con estos, la temperatura no sera un inconveniente para implantar los andamios del
PLA. Como se sabe, la temperatura del cuerpo humano es de 36 ° C a continuacion,

esta temperatura no induce cambios en su morfologia como se ha visto en el analisis

DSC/TGA.

Tabla 7.-Resultados DSC de los diferentes materiales analizados.

AH (J/g) AH(J/g) AH(J/g)
Sample T4(°C)
About (31 °C) | About (51°C) | About (64°C)
PLA 64.28 1.618 3.575 0.9653
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Fig. 30.-Anélisis DSC del composito de PLA+HA-MWCNTS.

7.2.6. — Pruebas Mecanicas de Tension.

Para la obtencion de las pruebas de tension, primero se obtiene un analisis BET
(Brunauer-Emmett-Teller) de los andamios electrohilados para saber que tipo de
superficie y porosidad tiene el material obtenido, esto tiene como objeto el obtener el

porcentaje de superficie especifica del composito electrohilado.

Se realizaron diferentes ensayos de tension de diferentes compositos electrohilados
para observar su comportamiento en esta prueba mecanica. Los calculos de
correccion del porcentaje de area efectiva de andamios se obtuvo mediante analisis
BET para obtener resultados lo mas fiel posible. En la tabla 8 se muestran los

resultados del andlisis BET de de los compositos electrohilados, y se observa el
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volumen de poro total de los andamios que tiene aproximadamente la misma

proporcion.

Tabla 8.-Datos obtenidos del analisis BET indicando el volumen total de poro de los compositos
electrohilados.

PLA+HA+MWCNTs
M-10.7845
BET g/m?
M-2 1.0271
M-1 0.0007
Volumen Total de Poro g/ cm?
M-2 0.0009

Las isotermas obtenidos del analisis BET se pueden observar en la figura 31 donde se
muestra la relacion entre la cantidad de gas adsorbido por unidad de masa del sélido y
la presion relativa de equilibrio. Estos isotermas son caracteristicas de solidos
macroporosos 0 no porosos, asi como un indicativo de una adsorcion fisica en
multicapas. El rapido ascenso inicial corresponde a la formacién de la primera capa
formando una cdncava respecto al eje de las abscisas, al seguir aumentando la presion
se forma la segunda capa de moléculas adsorbidas que tiene un comportamiento
cuasilineal, y asi sucesivamente hasta que se produce la completa cubierta de la
superficie de la muestra y llenado de los poros. Al punto de la concava donde inicia el
comportamiento cuasilineal se le denomina punto “B”, y es un indicativo que se ha
completado la monocapa y empieza la formacion de las monocapas. La relacion entre
el volumen de gas adsorbido y la presion relativa de equilibrio deberia asemejarse a
una recta “y = a + bx”, ya que el método BET no es valido si no se obtiene una recta

0 si hay una interaccion negativa [59-61].
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Fig. 31.-Isotermas de los compositos analizados por BET.
Para términos practicos obtuvimos el volumen de la muestra en porcentaje como se
muestra en la tabla de resultados 9, para la obtencién del volumen en términos

porcentual se realiz6 de la siguiente manera:

(VSYS - Vgas)

%V =
gas

)« 100

Los resultados obtenidos en términos porcentual del volumen de la muestra se
tomaron en cuenta para la correccion de la superficie especifica en las pruebas

mecanicas.

Tabla 9.-Tabla de resultados del equipo BET para la obtencién del volumen porcentual de las
muestras del composito.

Muestra 1 Muestra 2
Uds Uds
Cantidad de gas 0.079 e 0.091 om?

diferencial ( Vy)

Presion maxima de

la muestra (Pn) 556.82 |\mmHg| 556.28 mmHg

Peso de la muestra

0.0079 g 0.0114 g
(Wsam)
Densidad 0.454 |glem®| 0571 glcm®
Vsys 0.108 cm® 0.124 cm?®
Veam 0.017 cm’® | 0.0199 cm’
Vas 0.382 cm’ 0.071 cm®
%de Muestra 75.043 % 75.213 %
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El ensayo de traccién es importante para evaluar el comportamiento mecéanico del
andamio. Las nanoestructuras de HA/MWCNTSs dentro de la matriz PLA promueven
un efecto de confinamiento para restringir el movimiento segmentario del polimero y
mejorar el rendimiento mecanico. Se investigd el efecto de la cantidad de
HA/MWCNTSs en las propiedades mecénicas de las fibras de PLA. Los resultados
influirdn en la fase 2 del trabajo sobre el composito electrohilado o andamios para
buscar mejores propiedades mecéanicas sin afectar la proliferacion celular con la
toxicidad de las nanoparticulas. Por lo tanto, es necesario tener una relacién adecuada
entre el maximo de nanoparticulas que se pueden utilizar para dar las propiedades
mecénicas adecuadas, no provocando una citotoxicidad que nos cause muerte celular
y no inhiba de una proliferacion celular en los compositos. La figura 32 muestra la
gréfica de tension-deformacion del composito de PLA + HA/MWCNTS. Dos zonas se
estan mostrando en el grafico; la zona eléstica y la zona pléastica [62], los resultados
obtenidos en los ensayos de traccion se procesaron en Wolfram Mathematica 10.
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Fig. 32.-Grafica de tensién-deformacion de diferentes compositos electrohilados.

Los resultados promedio de estos ensayos de traccion muestran que el médulo de
Young es de 81.875 £ 8.1 MPa, el resumen de los resultados de tension se muestran
en la tabla 10. La humedad afecta a los resultados de las pruebas mecanicas del

material, asi como que puede causar una reduccidn en la resistencia y la dureza [63].
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Tabla 10.-Mddulo de Young del andamio de PLA y los compositos de PLA + HA/MWCNTSs. La
muestra M-1 representa una cantidad de 500 mg de HA y 166 mg de MWCNT. La muestra M-2
representa una cantidad de 750 mg de HA y 187 mg de MWCNT.

Modulo de Young
Muestras (MPa) STD + (MPa)
PLA 33.007 2.578
PLA+HA+MWCNT M-1 81.875 8.984
PLA+HA+MWCNT M-2 86.597 5.505

Los resultados de las pruebas de tensién son mas altos en comparacion con los
obtenidos por otros autores que fabrican andamios PLA + HA, aunque estas
propiedades mecéanicas dependen de las condiciones electrospinning, disolventes, tipo
de hidroxiapatita y la morfologia principalmente. También hay obras donde las
propiedades mecanicas son muy superiores a los obtenidos en este trabajo, esto varia
segun lo anterior, y uno de los factores més influyentes en estas pruebas es la
morfologia de la fibra [64, 65, 66].

7.2.7. — Viabilidad celular del composito electrohilado usando la linea celular
hFOB 1.19 (ATCC CRL-11372).

El ensayo de MTS se realizd para determinar la citotoxicidad de los diferentes
andamios PLA con el objetivo de identificar potencialmente la relacion entre HA y
MWCNTSs que combina buenas propiedades mecanicas y biocompatibilidad. Los
resultados del ensayo MTS se presentan en la Figura 33. Después de 24 h'y 48 h de
exposicion de extractos de PLA con HA/MWCNTSs, no mostraron efecto significativo
sobre la viabilidad celular a concentraciones mas bajas (6,25%, 12,5% y 50%). La
unica reduccion en la viabilidad de la hFOB se observo a una concentracion de
extracto al 100%, la exposicion a extracto concentrado alto en células hFOB induce
una reduccion en el formazan producido. Estos resultados sugieren un potencial
deterioro de las mitocondrias de las células hFOB inducidas por andamios extracto.
Sin embargo, cabe destacar que entre los andamios, las concentraciones bajas de
extractos de HA/MWCNTSs mostraron la mayor biocompatibilidad en las células
hFOB.
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Fig. 33.-Ensayo MTS a las 24 h y 48 h para observar la viabilidad celular de las células hFOB en el
extracto de PLA + HA/MWCNTSs, y un estudio complementario de LDH para observar el
comportamiento celular a las 24 h.

Un anélisis complementario de LDH a las 24 h mostré la estabilidad en las diferentes
muestras de concentraciones con respecto al control (Figura 33). En la Figura 33 se
observa que a una concentracion del 25% que existe viabilidad celular a las 24 h y 48
h, teniendo en cuenta el limite establecido para el cultivo celular es del 80%. En el
analisis de LDH suplementario se observa que en la concentracion del 25% existe una
baja activacion de la LDH. Este hecho parece sugerir el limite de nanoparticulas que
se pueden afadir al andamio. Por otro lado, hay actividad celular después del 25%,

aunque MTS indica baja viabilidad.

Este andlisis fue de gran ayuda para tratar de entender el comportamiento de las
células de acuerdo con una serie de nanoparticulas que deben utilizarse en los
andamios. De acuerdo con estos resultados, la cantidad aproximada de HA que se
sugiere usar es de 188 mg y 10 mg de MWCNTSs con una concentracion del PLA al
12% (p/v).

Investigaciones sugieren que los compuestos poliméricos realizan mejores resultados
usando una concentracion de nanotubos de carbono entre 0,5% en peso y 1% en peso.
Los porcentajes de peso superiores al 4% disminuyen las propiedades mecanicas
porgue estos compuestos tienen una mayor porosidad y una distribucion homogénea
baja de los nanotubos. El porcentaje de peso que se obtuvo en este trabajo fue de
0,8% con respecto al PLA al 12% (p/v), reforzando lo descrito en la literatura [67,

68]. Sin embargo, los porcentajes dados en el estado del arte de los nanotubos estan
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orientados para obtener las mejores propiedades mecénicas sin tener en cuenta la
parte toxicoldgica. Esta investigacion tiene en cuenta el efecto citotoxico de los
nanotubos de carbono para proporcionar la cantidad méas adecuada de nanotubos de

carbono y dar las mejores propiedades mecanicas.

Es bien sabido que la hidroxiapatita beneficio biocompatibilidad debido a sus
propiedades quimicas y fisicas son similares a los huesos humanos [69]. Sin embargo,
en un compuesto, su comportamiento es similar a los nanotubos de carbono. La
hidroxiapatita con mayor porcentaje causa alta porosidad y baja distribucion
homogénea en un compuesto; Por lo tanto, las propiedades mecéanicas disminuye
[70].
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FASE 2 DEL PROYECTO

8.- OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS Y SU EFECTO EN LOS
RESULTADOS FINALES.

La segunda etapa del trabajo consiste en tomar los resultados de la fase 1 para
optimizar nuestros andamios, y asi reportar la fabricacion y caracterizacion de
andamios electrohilados de &cido poli lactico bajo las nuevas condiciones obteniendo
caracteristicas y propiedades que benefician la biointegracion y conformacion del
cultivo 3D. Se seleccionaron variables especificas del proceso de electrospinning para
obtener propiedades que pudieran imitar el tejido 6seo. Este objetivo debe ser
abordado mediante el uso de hidroxiapatita y nanotubos de carbono multipared para
mejorar las propiedades y lograr la funcion mimica. Se utilizé una proporcion en peso
de 19:1 de HA/MWCNTSs que mejora las propiedades bioldgicas y mecanicas de los

andamios [71].

Los nuevos parametros de electrohilado se muestran en la tabla 11.

Tabla 11.-Pardmetros del proceso de electrospinning para obtener morfologia que beneficie la
biointégracion.

PARAMETROS DEL PROCESO | VALORES

DE ELECTROHILADO F-2

Caudal (mL/h) 3

Voltage (kV) 15

Temperatura (°C) 30

Distancia entre la aguja y el rodillo 15

colector (cm)

Velocidad del rodillo colector (rpm) 1700

8.1.- Resultados HRSEM de los andamios de PLA-HA/MWCNTSs, segunda fase.
Es bien sabido que tanto la composicidén quimica y la morfologia de la superficie de
andamios son caracteristicas determinantes de un sustrato para la proliferacion de
células adecuadas [72-74]. Como se explico en el apartado anterior, los parametros de

electrohilado se adaptaron para obtener andamios de PLA que imiten la morfologia
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del tejido 6seo para promover la biointegracion de los andamios y estimular la

proliferacion de los osteoblastos.

La figura 34a muestra una imagen HRSEM tipica de los andamios de PLA-
HA/MWCNTS, mientras que la figura 34b muestra el histograma construido con los
valores de diametro de las fibras medidas en diferentes regiones de una muestra
representativa usando el software ImageJ, obteniendo un didmetro medio de las fibras
de 0.407 um. Vale la pena observar que todas las muestras preparadas mostraron una

topologia como la que se muestra en la Figura 3a., la cual se compone de fibras

orientadas al azar con una superficie rugosa que se asemeja a la morfologia del hueso
[29, 63, 75].

500 4

# Cuentas

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25

Rango de diametros (um)

Fig. 34.-a) Imagen HRSEM de andamios de PLA-HA/MWCNTSs que muestran la morfologia de las
fibras de la muestra. b) Histograma de los didmetros de las fibras (0.407 um + 0.006).

b) PLA-HA ¢) PLA-HAIMWCNTs

" 90 pm
110 pm 111 pm
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Fig. 35.-Rugosidad aritmética de los andamios de PLA-HA/MWCNTSs: a) PLA = 7.376+0.36, b) PLA-
HA= 13.994 +0.92 and ¢) PLA-HA/MWCNTSs = 13.802+0.69 pm.

En la imagen 35 podemos observar como los andamios hilados forman una figura

3D, donde es muy claro que al incorporar HA/MWCNTSs obtenemos una superficie
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porosa mayor con respecto a la de PLA; esto nos da como resultado una posible
mejor adhesion celular [76-77]. Los valores de rugosidad aritmética (Ra) de los
andamios de PLA, PLA-HA y PLA-HA/MWCNTSs fueron de 7.376 + 0.36, 13.994 +
0.92 y 13.802 + 0.69 um respectivamente. La rugosidad aritmética fue obtenida

usando un Perfilometro 6ptico 3D Contour Elite™,

8.2.- Analisis FTIR, segunda fase.

Los espectros de absorcion de FTIR de los andamios de PLA, PLA-HA y PLA-
HA/MWCNTSs se muestran en la figura 36. Todos ellos muestran las vibraciones de
IR correspondientes al grupo C = O a 1751y 1085 cm™, y el grupo CH3 a 1452 cm™,
las bandas 1128 y 1041 cm™ corresponden a las vibraciones C = O y OH; todas estas
vibracion provenientes de la molécula PLA (figura 36a) [78-79]. Al incorporar la HA,
la banda 1128 cm™ se ensancha y la banda 1041 cm® se desplaza a 1043 cm?, esto
sugiere que hay una interaccion ion-dipolo entre el grupo OH de PLA y el ion Ca2 +
de HA [80], como se ilustra en la figura 37. Obsérvese que no se pudo detectar la
banda FTIR MWCNT probablemente debido a su distribucion y la incorporacion en
una Pequefa cantidad en la matriz PLA. Un efecto similar también fue observado por
Aleksandra Wesetlucha-Birczynska [81].
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Fig. 36.- Espectro FTIR de a) PLA, b) PLA-HA and PLA-HA-MWCNTSs.
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Fig. 37.-Una forma esquematica de la posible interaccion del ion-dipolo de la molécula PLA con el ion calcio.

8.3.- Espectroscopia Raman, segunda fase.

1 c-goo CH, c=0 aPLA |
- 2 0 o _WWVNVR,J‘ A [ /\/»’\.,VA,/\»W\A/\WN,,w/\/v“vw~mmmww~w_fj v\\“w_w“m
= 1

. HA

8 150 -

] 992 b) PLA-HA
=
£ 100 44— NJ\’\MW
= ] c)PLA-HA-MWCNTs
= ; g 1343 1620 d) MWCNTs

L] I T I T l L} I T l T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
-1
cm

Fig. 38.-Raman de andamios de a) PLA, b) PLA-HA, y ¢) PLA-HA/MWCNT. La Figura 35d muestra

las bandas de Raman G y D de MWCNTS, que aparecieron como las bandas débiles en el espectro

Raman de HA/MWCNT (indicado por los circulos en la figura 7c).

La técnica Raman se llevdo a cabo para la investigacion adicional sobre la

incorporacion de HA y MWCNTs en la matriz de PLA. La Figura 38 muestra

espectros Raman de: (a) PLA puro, (b) compuesto de PLA-HA y (c) compuesto de
PLA-HA/MWCNTSs. El espectro Raman de PLA (Figura 38a) muestra sus bandas

tipicas a 2966 y 1483 cm™ correspondiendo al estiramiento simétrico CHs, el

estiramiento C = O a 1795 cm™ y el estiramiento C-COO a 900 cm™. La adicién de

Doctorado en Nanociencias y Nanotecnologia, CINVESTAV-IPN

66



Elaboracion de Un Composito electrohilado de Nanotubos de Carbono e Hidroxiapatita usando como Matriz
Polimérica el Acido Poli Lactico para Regeneracion Osea

HA y HA-MWCNTSs a la matriz de PLA preserva todas las bandas Raman PLA y se
detectaron nuevas bandas. Obsérvese que el espectro de PLA-HA (Figura 38b)
muestra la vibracion caracteristica del grupo de fosfato de HA (PO.) a 992 cm™ [82],
lo que indica que la HA se ha incorporado de manera efectiva en los andamios de
PLA. Sin embargo, los MWCNTSs eran apenas detectables porque se observaron
bandas débiles de Raman en 1368 (banda D) y 1620 cm™ (banda G) [83-84] en el
espectro PLA-HA/MWCNTs (Figura 38c).

8.4.- Ensayos de traccion, segunda fase.

Las propiedades mecanicas de los andamios preparados se evaluaron midiendo el
esfuerzo bajo deformacion para cada muestra. EI modulo de elasticidad se obtuvo a
partir de los datos de esfuerzo-deformacion (Figura 39) utilizando el software Texture
Expert Exceed 7.16 y aplicando la Young Eq. 1 [62].

o_Tls
e AL

E =
La Figura 39 muestran las curvas tension-deformacién de los andamios PLA, PLA-
HA y PLA-HA/MWCNTS, las cuales muestran un médulo de Young promedio de
6.983, 17.725 y 19.993 MPa respectivamente. Por lo tanto, la resistencia mecanica
del andamio mejora a medida que se afiaden HA y MWCNT al soporte de PLA. Este
aumento se debe a una buena dispersion del nanomaterial en las fibras y al cambio de
las variables de electrospinning para mejorar las propiedades de traccion [64-65]. Los
resultados de los ensayos de traccion se muestran en la tabla 12 con la

correspondiente desviacion estandar.

Tabla 12.-Esfuerzo-Deformacion de los andamios de PLA, PLA-HA y PLA-HA/MWCNTSs.

Modulo de Young
Muestras (MPa) STD + (MPa)
PLA 6.983 0.017
PLA-HA 17.725 0.074
PLA+HA/MWCNTSs 19.993 0.071
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Fig. 39.-Graficas de esfuerzo-deformacion de los andamios de PLA, PLA-HA, and PLA-
HA/MWCNTSs.

8.5.- Ensayo citotoxico, segunda fase.

Debido a la posible interaccion directa y prolongada entre el andamio PLA-
HA/MWCNTSs vy el tejido 6seo, la evaluacion de su biocompatibilidad es una etapa
critica para detectar compuestos y caracterizar de los efectos potencialmente dafinos
de los andamios antes del uso clinico. El ensayo de citotoxicidad in-vitro descrito en
la norma ISO 10993-1: 2009 tiene por objeto proteger a los seres humanos de riesgos
potencialmente bioldgicos derivados del uso de dispositivos médicos a través de la
medicion cualitativa y cuantitativa de la viabilidad de las células cultivadas. Por lo
tanto, decidimos evaluar el potencial citotoxico de los andamios PLA-HA/MWCNTSs

a traveés de la exposicion directa o indirecta (extractos) de osteoblastos humanos.
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La actividad mitocondrial y la viabilidad del crecimiento de células de osteoblastos
de hFOB (ATCC CRL-11372) en andamios de PLA se ensayaron después a 24, 48 y
72 h de incubacion.
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Fig. 40.-Actividad mitocondrial y la viabilidad celular de las células hFOB evaluadas por el
método de reduccion MTS y MTT respectivamente en andamios de PLA, PLA-HA y PLA-
HA/MWCNTSs.

La figura 40A muestra que el efecto citotoxico de los tres extractos de andamios
sobre la actividad mitocondrial no fue significativo debido a que los valores
obtenidos estaban entre los rangos de toxicidad permisible (80-100%).
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En la figura 40B, se tomd como referencia (100%) el andamio PLA, esto con la
finalidad de verificar si la adicion de HA y HA-MWNT al PLA mejoran las
propiedades que faciliten el anclaje celular y proliferacion de los osteoblastos. Por lo
anterior todos los valores de PLA tienen el 100% de viabilidad. A las 24 horas se ve
un ligero incremento en la viabilidad de los cultivos que crecieron sobre el PLA-HA
y el PLA-HA-MWNT, esto indica que las modificaciones hacen que haya mas
osteoblastos sobre estos dos andamios. Sin embargo, a los 48 y 72 horas se hace
evidente que algo sucedi6 con el andamio PLA-HA ya que la viabilidad cae y es muy
similar al grupo de comparacion. Lo anterior puede deberse a que muchos
osteoblastos se unen inicialmente, pero no son capaces de seguir proliferando,
recordar que la células tienen tiempo de duplicacion cercano a las 30 horas. Por lo
tanto lo que vemos a las 24 horas puede ser el reflejo de lo que se sembré
inicialmente. Por el contrario en el andamio PLA-HA-MWNT, a las 72 horas hay méas
células que en las 24, por lo que se hipotetiza que esta superficie ademas de permitir
que los osteoblastos se unan en mayor cantidad, también proveen una superficie
adecuada para que estos proliferen (se dividan). Esto trasladado en un organismo,
representaria ventajas por que los tiempos de saneamiento o osteointegracion serian

mas rapidos en los andamios PLA-HA-MWNT respecto al PLA solo.
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9.- CONCLUSIONES

El trabajo de tesis consistio en usar un biopolimero como lo es el acido poli lactico
(PLA), para la realizacion de un composito electrohilado con hidroxiapatita (HA) y
nanotubos de carbono de multicapa para ayudar a la regeneracion del tejido éseo. La
HA y MWCNTSs fueron introducidos en las fibras de PLA actuando esta como una
matriz polimérica; La HA fue utilizada por sus propiedades quimicas similares a las
del hueso humano, teniendo esta una interaccion ion-Dipolo con la molécula de PLA
ocasionando un cambio morfoldgico en las fibras obtenidas las cuales propicia una
mejor adhesion celular. La integracion de MWCNTSs en principio fue utilizado en
primer plano para mejorar las propiedades mecénicas del composito, por lo cual se
integraron grandes cantidades de estos en el composito, mas sin embargo se
comprobd que estas cantidades grandes ciertamente aumentan las propiedades
mecénicas, pero también aumenta el grado de toxicidad. Se adecuo una proporcion
entre HA 'y MWCNTSs para su uso en el composito de manera que no inhibiera la
proliferacion celular en el composito electrohilado. Esta adecuacién dio como
resultado una mejor superficie para las células osteoblasticas para conformar

andamios de cultivo 3D.

Con lo anterior quedo demostrado también que la técnica de electrohilado es una
técnica eficaz para la produccion y obtencion de matrices porosas. Se lograron
obtener andamios con una buena porosidad superficial suficiente para que las celular
osteoblasticas puedan introducirse en la matriz y formar andamios 3D, asi mismo
dicha porosidad también promueve una mejor adhesion celular. Se observé también
que el cambio de las propiedades cuando los materiales HA/MWCNTSs cambiaron de
manera contundente mostrando la versatilidad de la técnica para crear compositos
electrohilados. Se demostro como la versatilidad de la técnica de electrohilado
cambia las propiedades de las matrices poliméricas con forme a las propiedades que

se deseen con tan solo mover los parametros de hilado.
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10.- PERSPECTIVAS
Con los resultados obtenidos en el trabajo de tesis que se presentd, este trabajo tiene
como objeto seguir mejorando la biocompatibilidad de los andamios de PLA y pasar

de modelos in vitro a modelos in vivo.

Para seguir mejorando los modelos in vitro se necesita mas evidencia sobre la
viabilidad de los andamios de PLA con HA/MWCNTSs. Se pueden realizar estudios
sobre la adhesion celular y obtener imagenes de esta. Otro punto que se puede
desarrollar es si las nanoparticulas de HA/MWCNTSs causan efectos sobre la
morfologia de la célula, esto ademas del estudio de LDH se podria trabajar tifiendo

los nucleos y el cito esqueleto de las células.

Para los modelos in vivo, se tendria que realizar un protocolo para el uso de los

andamios en animales para poder obtener resultados con éxito.

Otro punto muy importante seria utilizar un copolimero para seguir mejorando la
adhesion celular debido que los resultados demostraron que una matriz de PLA no es
suficiente para inducir buena adhesion celular. O por otro lado también se puede

considerar el uso de alguna proteina para el mejoramiento de la adhesion.

Finalmente, es de nuestro interés observa si es mejor los nanotubos de carbono o los

oxidos de grafeno para su uso en andamios polimeros con orientaciones bioldgicas.
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