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RESUMEN

Recientemente se ha incrementado el uso de los biomateriales en la reparacion de tejidos
dafados debido a las elevadas propiedades que poseen, como lo es la biocompatibilidad,
bioactividad, buena integracion, entre otras. Principalmente los biomateriales compuestos
son deseables en la ingenieria de tejidos debido a que se asemejan mas a la estructura natural
del cuerpo. Especificamente para la reparacion del tejido 6seo se buscan materiales
compuestos que contengan en su estructura una fase mineral y una fase polimérica.

En la fabricacion de estructuras compuestas resaltan materiales como el colageno y el
quitosano como biopolimeros biocompatibles y biodegradables, y los fosfatos de calcio como
ceramicos bioactivos. Sin embargo, desde hace algunos afios se ha incorporado el uso de otro
material cerdmico que ha probado ser no solo bioactivo sino oseoinductor, lo que permite
que células madre oseoprogenitoras lleguen a la zona afectada y se diferencien en
osteoblastos para lograr asi promover la regeneracion del tejido. Este material es conocido
como vidrio bioactivo.

En este trabajo se tuvo como objetivo fabricar plataformas de crecimiento celular (scaffolds)
de quitosano reforzadas con vidrio bioactivo sintetizado con diferentes fuentes de silice. Para
lograr esto se abordaron dos metodologias principales, la primera la sintesis de vidrio
bioactivo usando distintas fuentes de silice; y la segunda, la fabricacion de los scaffolds
usando los vidrios bioactivos sintetizados.

Para la primera etapa se utilizé TetraEtil OrtoSilicato (TEOS) como la primer fuente de silice,
con el cual se evalué un disefio experimental de mezclas con el fin de determinar la
composicion con el mejor comportamiento bioactivo. A partir de este disefio se sintetizaron
10 diferentes formulaciones que se analizaron por Difraccion de Rayos X (DRX) y ensayo
de bioactividad el cual fue evaluado por medio de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
y Espectroscopia por Energia Dispersiva con Rayos X (EDS). Los resultados arrojaron que
la composiciéon 60%Si02-6%P205-34%Ca0 fue la que mejor presentdé un comportamiento
bioactivo con la formacion de una capa de apatita en su superficie con una relacion
calcio/fosforo (Ca/P) similar a la del hueso y con una morfologia sub-micrométrica lo que es
adecuada para la regeneracion de tejido 6seo.

Por otro lado, se utilizaron fuentes naturales de silice para la segunda sintesis de vidrio
bioactivo. Las fuentes utilizadas fueron la cascarilla de arroz, la cascara de corozo y el raquis
de palma africana. Con la primer fuente se siguié un proceso de calcinacion para la obtencién
de la silice pura, con los restantes se siguié una metodologia planteada para extraccion de
lignina, que consistié en un tratamiento alcalino previo seguido de una precipitacion por
cambios de pH. Los polvos obtenidos se caracterizaron por DRX y por Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), a partir de las cuales se pudo identificar que
se lograba obtener silice puro a partir de la cascarilla de arroz, mientras que de las otras dos
fuentes la silice extraida se encontraba contaminada por cristales de sulfato de sodio. Con
estos resultados se determin0 que la silice a usar para la sintesis de vidrio bioactivo seria la
extraida a partir de cascarilla de arroz.

El vidrio bioactivo sintetizado con la fuente natural se realizd siguiendo un proceso similar
al sintetizado con TEQOS, ademas se realizd con la misma composicion ya definida en la
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sintesis anterior. Este vidrio bioactivo fue caracterizado por DRX y ensayo de bioactividad,
con lo que se pudo comprobar que presentaba un comportamiento similar al sintetizado con
TEOS, permitiendo la formacion de capa de apatita en la superficie con una relacion Ca/P
comparable con la del hueso.

Debido a que los vidrios bioactivos sintetizados mostraron buen comportamiento bioactivo,
ambos fueron usados en la fabricacion de scaffolds de quitosano reforzados con estos
materiales con dos composiciones con cada vidrio bioactivo, es decir un scaffold con la
misma cantidad en gramos del quitosano y otro scaffold con la mitad de la cantidad
denominados 1:1 CH/VBy 2:1 CH/VB, respectivamente. Los scaffolds fueron caracterizados
quimica y morfolégicamente para determinar si habia unién quimica entre ambos materiales
y si la presencia del cerdmico permitia la formacién de poros con un tamafo de diametro
superior a 200 um. Los resultados indican que es posible una interaccién quimica entre los
vidrios bioactivos y el quitosano, ademas los polvos no afectaron la formacion de poros del
quitosano, obteniéndose estructuras con poros interconectados, buen porcentaje de porosidad
y didmetros de poros superiores al establecido.

Por otro lado, los scaffolds fueron evaluados por medio de pruebas mecanicas,
comportamiento in vitro y comportamiento antimicrobiano, evaluandose resistencia a la
compresion, degradacién, bioactividad y comportamiento antifungico y antibacteriano. Para
el ensayo a compresion se evalud la resistencia de los scaffolds comparando el modulo de
Young de cada uno con el hueso. En este sentido los resultados obtenidos no fueron tan
elevados ya que la porosidad influye en este ensayo generando puntos de tensién provocando
fracturas en el material.

En cuanto a los ensayos in vitro se evalud la degradacion y bioactividad en Fluido Corporal
Simulado (SBF) por 28 y 21 dias, respectivamente. Se pudo determinar que la presencia de
vidrio bioactivo en la estructura aumenta el comportamiento bioactivo provocando la
formacion de apatitas en la superficie. Por su parte, con el ensayo de degradacion se
determind que los scaffolds pierden su estabilidad después de 21 dias en SBF lo que puede
afectar la regeneracion tisular; no obstante, es necesario realizar mas pruebas en este sentido.

Finalmente, respecto a los ensayos antimicrobianos se evaluo el efecto de los scaffolds contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Fusarium oxysporum, como cepas bacterianas y
fangicas. El ensayo se hizo por el método de difusidn en agar, con el cual se mide el halo
inhibitorio alrededor del material evaluado. Con esto se obtuvo que todos los scaffolds
poseen un efecto bactericida ya que generan un halo de inhibicién que se mantiene por 5 dias,
tiempo que dur6 el ensayo. Respecto al comportamiento contra el hongo, se evidencié una
respuesta antifingica por todos los scaffolds. Ambas respuestas, tanto contra las bacterias
como contra el hongo, fue mayor en los scaffolds reforzados con ambos vidrios bioactivos,
especialmente con el vidrio bioactivo sintetizado con TEOS, con lo que se puede decir que
los ceramicos obtenidos también poseen efecto antimicrobiano.

De acuerdo a todos los resultados obtenidos, se definio que el scaffold con comportamiento
superior en todas las pruebas realizadas fue el scaffold con relacion 1:1 CH/VB con el vidrio
bioactivo sintetizado con TEQOS, por lo que se concluye que este scaffold posee propiedades
adecuadas para la regeneracion de tejido 0seo.
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CAPITULO |

NOTAS INTRODUCTORIAS

PROLOGO

La Ingenieria de Tejidos (IT) busca reparar, mejorar o mantener las funciones de un tejido
que se encuentra comprometido debido a enfermedades o traumatismos. En un sentido basico
las matrices para crecimiento celular o scaffolds sirven como soporte y elementos de
transporte para células madre y/o factores de crecimiento. Los biomateriales con los que se
fabrican los scaffolds deben poseer una serie de propiedades adecuadas que se adquieren no
solo por la estructura quimica del material sino también por las técnicas de fabricacion del
scaffold que otorgan propiedades fisicas. Este trabajo de investigacién busca la combinacion
de dos materiales reconocidos en ingenieria de tejidos por su alta compatibilidad con el tejido
vivo en la fabricacion de scaffolds para aplicacion en Ingenieria de Tejido Oseo. Ademas,
uno de estos materiales sera sintetizado con diferentes fuentes de sus precursores buscando
mejorar las propiedades bioactivas del mismo disminuyendo costos de fabricacion.

En este primer capitulo se hace una introduccion general a lo que se tratara en este informe
de trabajo de investigacion, se tendra como punto central el problema que existe actualmente
en la reparacion del tejido 6seo y la importancia de las nuevas alternativas de tratamiento. Se
presentan también los objetivos de investigacidn y los antecedentes de la ingenieria de tejidos,
partiendo de épocas remotas como lo eran las civilizaciones antes de Cristo, hasta llegar a la
actualidad y la perspectiva futura en materia de Ingenieria de Tejido Oseo.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos la salud de las personas ha sido de gran importancia en la sociedad,
es por ello que gran parte de los avances cientificos se han dado en ésta area, de forma que
la calidad de vida de las personas pueda mejorarse. Sin embargo, la falta de 6rganos ha sido
un problema en aumento a medida que incrementan los accidentes de fallo total o parcial
orgénico y la incapacidad de suplir la demanda con los donantes que existen en el momento
(1)(2); y la opcidn de trasplante autdlogo (tejido del mismo paciente, extraido de otra zona
del cuerpo) se ve limitada por la cantidad de tejido disponible y las posibles infecciones in
situ (3). Es debido a tal inconveniente que surgio la Ingenieria de Tejidos (IT) con el fin de
ayudar en la regeneracion celular del tejido usando materiales naturales o sintéticos que
cumplan con las condiciones de biocompatibilidad necesarias. Hoy en dia el estudio en IT es
cada vez mas prometedor en el campo médico, ya que ofrece una nueva alternativa en cuanto
al uso de materiales sintéticos para promover el crecimiento celular (4). Asi se empezaron a
crear Plataformas de Crecimiento Celular (Scaffolds) usando materiales biocompatibles que
tuvieran caracteristicas similares a las del tejido para el cual se crean.

Los scaffolds son cuerpos que porosos permiten que las células crezcan a través de ellos para
asi reparar lesiones en el tejido; pueden ser usados directamente como un injerto, es decir,
implantarlo en la zona de la lesién y asi permitir que las células crezcan por medio del
scaffold dentro del cuerpo. La otra forma de usarlo es permitir el crecimiento celular en el
scaffold en una incubadora y una vez las células hayan logrado proliferar, éstas junto con el
scaffold son implantadas en el tejido (5).

Uno de los tejidos que sufre mayor cantidad de traumatismos, es el tejido 6seo. Los scaffolds
para el crecimiento de células 6seas deben cumplir con distintas caracteristicas tales como
biocompatibilidad, bioabsorcién, osteoconduccion, osteoinduccién, alta porosidad vy
biodegradabilidad (1)(6); ademas de las caracteristicas mecanicas distintivas del hueso, como
buena resistencia a la compresion y la facilidad de ajustarse a las distintas solicitaciones
mecénicas a las que se ve sometido el tejido (7).

El hueso es un material hibrido complejo, ya que se encuentra compuesto principalmente por
una proteina blanda y resistente que le confiere propiedades de flexibilidad y elasticidad, el
colageno; y un mineral fragil que le otorga dureza y rigidez, la hidroxiapatita (7)(8).

Para cumplir con las caracteristicas del hueso se han evaluado una gran cantidad de
materiales prometedores para la produccion de scaffolds con fines en regeneracion de tejido
6seo. Dentro de los materiales inorganicos se cuenta con varias ceramicas que han probado
su excelente biocompatibilidad como es el caso de la hidroxiapatita sintética y el vidrio
bioactivo; y dentro de los materiales orgénicos se cuenta con varios polimeros algunos
naturales como el colageno y el quitosano, y otros de tipo sintético como la policaprolactona
(2,9-11). Sin embargo, la hidroxiapatita sintética por si sola no presenta las propiedades
mecanicas adecuadas, es por ello que los materiales que se han de usar con este fin deben
cumplir tanto las propiedades bioldgicas como mecanicas respectivas del hueso (12).

En vista a la problematica del uso de la hidroxiapatita por si sola, se ha buscado generar
nuevos scaffolds hibridos, en los cuales se unen materiales ceramicos con poliméricos con el

16

GRUPO DE INVESTIGACION EN BIOMATERIALES



UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA - FACULTAD DE INGENIERIA - PROGRAMA DE POSGRADOS

fin de adquirir las propiedades de rigidez que otorgan los cerdmicos y la flexibilidad que
otorgan los polimeros.

Por otro lado no solo se tiene la hidroxiapatita como Unico cerdmico disponible para esta
aplicacion, también se cuenta con otros materiales ceramicos que cumplen con las
caracteristicas de biocompatibilidad, como es el caso de los vidrios bioactivos.

Los vidrios bioactivos poseen la capacidad de formar en su superficie una capa de apatita en
presencia de fluidos fisioldgicos lo que los hace biocompatibles con el hueso (13), ademés
poseen buenas propiedades mecanicas.

Por otra parte, para lograr obtener las propiedades de elasticidad se cuenta con los materiales
poliméricos, que pueden ser sintéticos como la policaprolactona o naturales como el colageno
y el quitosano (14), este Gltimo ya reconocido por su gran gama de aplicaciones en medicina
regenerativa con las que cuenta.

Este trabajo busca desarrollar un scaffold hibrido de quitosano/vidrio bioactivo para aplicarlo
ala IT de hueso, tal que logre cumplir con las condiciones mecanicas, de biocompatibilidad,
bioactividad, osteoinduccion, osteoconduccion y que permita el crecimiento y proliferacion
celular.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad existe una gran demanda en reparacion de tejido 6seo, debido a la gran
cantidad de personas que sufren fracturas o deterioro del tejido por enfermedades, accidentes
o malformaciones. En Colombia se estima que se producen entre 8000 y 10000 fracturas de
cadera anualmente causadas por osteoporosis (15) y enfermedades de menor incidencia como
el osteosarcoma o la osteogénesis imperfecta afectan drasticamente el tejido 6seo ya que lo
fragilizan (16)(17). Con el fin de restaurar funcionalmente este tejido, se ha venido trabajando
en la produccion de scaffolds altamente porosos y biodegradables (6), que cumplan con la
caracteristica de bioabsorbabilidad, para que una vez implantado en la zona de la lesion,
permita el crecimiento celular de tejido nuevo y se reabsorba, evitando una nueva cirugia
para su extraccion.

El tejido 6seo se encuentra formado en su mayor parte por fibras de Colégeno tipo I, que le
confiere al hueso propiedades de elasticidad y flexibilidad; y de Hidroxiapatita (HA), que le
confiere dureza y rigidez (7) . Por ello, la investigacion en IT se ha centrado en el uso de
estos materiales en la fabricacion de scaffolds para reparacion Osea; sin embargo la
Hidroxiapatita sintética (SHA) no presenta las propiedades mecanicas adecuadas, por lo cual
los materiales que se han de usar en IT 6seo deben cumplir tanto las propiedades bioldgicas
como mecanicas respectivas del hueso (12), como son los vidrios bioactivos, que por tener
una matriz de silice se hacen mas estables mecanicamente y la presencia de calcio y fosforo
le proporcionan una biocompatibilidad comparable con la de la HA.

El uso combinado de quitosano y vidrio bioactivo es un campo aun poco explorado pero muy
prometedor, ya que ambos materiales presentan buenas caracteristicas que prometen ser
optimos para la regeneracion del tejido 6seo. De esta manera se mejora la bioactividad del
quitosano y se pueden obtener materiales de vidrio bioactivo con formas tridimensionales
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con mejor resistencia. Peter et al. (2010) (18) demostraron que al combinar quitosano con
vidrio bioactivo en la fabricaciéon de scaffolds, éstos muestran mejor adhesion celular en
comparacion con los scaffolds fabricados de los mismos materiales de forma individual
ademas que prometen ser adecuados para la IT de hueso alveolar.

Actualmente en Colombia la investigacion en scaffolds para regeneracion 0sea es escasa y
no se cuenta con estudios reportados usando vidrio bioactivo como refuerzo en una matriz
de quitosano. Por lo cual, es necesario generar una linea de investigacion en esta area en el
pais y que se pueda ofrecer un producto alternativo y confiable para la regeneracion del hueso.

3. JUSTIFICACION

En la actualidad la disponibilidad de tratamientos para la recuperacion del tejido 6seo es muy
baja en comparacién con la cantidad de pacientes que cada dia ingresan a los hospitales con
traumatismos o enfermedades que afectan gravemente el sistema locomotor. Se estima que
alrededor de 350 cirugias de ortopedia al mes se realizan en el Hospital Pablo Tob6n Uribe
de la ciudad de Medellin, de los cuales aproximadamente un tercio de estas cirugias
corresponden a dafos por fractura, donde un 10% de estas requieren reconstruccion del tejido
(19).

Los tratamientos convencionales, como el trasplante de drganos, no suplen todas las
exigencias de la medicina actual, por lo cual hoy existe una creciente necesidad en buscar
alternativas al trasplante de 6rganos. Segun el Instituto Nacional de Salud entre 2007 y 2013
la lista de espera por un érgano aumentd un 155 por ciento. Entre 2005 y 2013 en Colombia
se han realizado 9008 trasplantes de organos de los cuales el 91% se realiz6 de donante
cadavérico y el porcentaje restante de donante vivo (20).

Los dafios en el sistema Gseo suelen ser tratados con trasplante autdlogo o alogénico, sin
embargo, estos suelen presentar morbilidad en la zona de extraccion o transmision de
patdgenos, respectivamente. Por su parte los implantes metalicos/ceramicos difieren del
tejido en propiedades mecanicas y estructura, lo que conlleva a ocasionar dafio adicional al
hueso (21). Es debido a estos inconvenientes que emergié un campo interdisciplinario, la IT,
el cual fue sugerido como una posible alternativa en la regeneracion de tejidos (22).

La IT es un campo prometedor ya que favorece la regeneracion del tejido usando células del
mismo paciente lo que implica que se disminuyen los riesgos por patdgenos al no usar tejido
donado y se reduce también el riesgo de morbilidad en la zona de extraccion de tejido cuando
se realizan tratamientos con tejido autélogo. No obstante, la practica de la IT en Colombia se
encuentra muy pobre, por lo cual es necesario desarrollar proyectos que promuevan el estudio
en esta area.

La presente investigacion tiene como interés cientifico buscar alternativas por medio de la IT
que permitan la regeneracion del tejido 0seo sin que sea necesario el uso de los tratamientos
convencionales para la reparacion de este, por lo que a partir de este estudio se busca
desarrollar un producto que cumpla con las condiciones necesarias para ser aplicado como
un sustito 6seo y que permita la reparacion del hueso.
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Ademas se busca establecer un precedente en la temética en el pais con el fin de promover el
estudio en esta area, de forma que a mediano y largo plazo el estudio en IT en Colombia
logre avanzar hasta etapas de aplicabilidad.

4. OBJETIVOS

4.1.General

Fabricar un scaffold de quitosano reforzado con particulas de vidrio bioactivo obtenido de
diferentes fuentes de silice.

4.2.Especificos

e Obtener silice a partir de fuentes naturales para evaluar su potencialidad en la produccion
de vidrio bioactivo.

e Sintetizar vidrio bioactivo empleando diferentes precursores de silicio para ser usado
como refuerzo en un scaffold de quitosano.

e Caracterizar quimica y morfolégicamente los vidrios bioactivos obtenidos con las
diferentes fuentes de silicio con el fin de establecer las mejores condiciones y
bioactividad

e Fabricar por la técnica de liofilizacion, scaffolds de quitosano reforzados con los vidrios
bioactivos seleccionados.

e Caracterizar los scaffolds fabricados mediante DRX, FTIR, SEM, Estabilidad,
Termogravimetria y ensayos de compresion con el fin de identificar los de mejor
desempefio.

e Evaluar el comportamiento bactericida, fungicida y de bioactividad de los scaffolds
obtenidos para conocer su posible reaccion en el cuerpo y su actividad antimicrobiana.

e Comparar los scaffolds fabricados con los vidrios bioactivos obtenidos de diferentes
fuentes de silice para seleccionar el que presente el comportamiento mas adecuado en la
regeneracion del tejido 6seo reduciendo los costos de fabricacién

4.3.Alcance del proyecto

Durante el desarrollo de este proyecto se busca desarrollar una matriz tridimensional porosa
de quitosano reforzado con vidrio bioactivo previamente sintetizado con diferentes fuentes
de silicio. Inicialmente se procede con la sintesis y caracterizacion de vidrios bioactivos
partiendo de diferentes fuentes de silice, con el fin de evaluar la formacién de capa apatita en
su superficie y como ésta se ve influenciada por la cantidad de silice adicionado en la mezcla.

Una vez evaluado y definido el vidrio bioactivo que presente una mayor bioactividad, se
procede con la fabricacién de los scaffolds por medio de liofilizacion y su posterior
caracterizacion mecanica, morfoldgica, quimica y biologica, con el fin de predecir su
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comportamiento en condiciones in vivo. De esta manera se definen las mejores proporciones
de cada uno de los componentes que hacen parte del scaffold y asi lograr identificar aquellas
que permiten obtener comportamientos méas apropiados para su posterior aplicacion como
scaffold en la ingenieria de tejido Gseo.

5. ANTECEDENTES

El cuerpo humano es un hermoso disefio de la naturaleza que ha evolucionado con el tiempo;
sin embargo, el dafio en 6rganos Yy tejidos puede darse tanto por enfermedades como por
accidentes. En la antigua mitologia griega ya las palabras Regeneracion de Organos estaban
presentes con el mito de Prometeo, quien fue encadenado pasando sus dias a la merced de un
aguila que comia su higado y en las noches su tejido se regeneraba. Aun es debatible si los
antiguos griegos poseian conocimiento sobre la regeneracion del higado (22).

El uso de materiales compatibles data de alrededor de 1500 A.C. con el uso de la madera en
proétesis de extremidades (23) o las pieles para cubrir los cuerpos desnudos (24). En Capua,
Italia se desenterr6 una pierna artificial que data aproximadamente 300 A.C elaborada con
hierro y bronce, con nlcleo de madera; lo que demuestra ya el uso de materiales naturales en
la fabricacién de prétesis (23). Las primeras proétesis se usaron para el reemplazo de un
miembro de forma que pudiese solucionarse la problematica motora cuando falta alguna
extremidad, esto es en cierta medida un indicio de reemplazo dseo.

Los biomateriales han formado parte de la evolucién humana; sin embargo, la IT se dio a
conocer en 1962 cuando cientificos empezaron a desarrollar la primera piel sintética, siendo
a mediados de los 70’s usada como una terapia exitosa en el tratamiento de quemadura (25).
Aun asi, la IT como un campo de estudio se defini6 a finales de los 80’s (26). Para entonces
empezaron a crecer las investigaciones en el campo como se ve reflejado en el nimero de
articulos publicados hasta la fecha y que se puede observar en la Figura 1, donde se evidencia
que desde los 60’s ya habian investigaciones relacionadas a IT, pero es desde mediados de
los 70’s y principio de los 80’s cuando este campo empez6 a tomar fuerza, definiéndose como
campo interdisciplinario a mediados de 1980 y acufidandose el término de Ingenieria de
Tejidos en 1987 (27)(28).

Durante los primeros afos, las investigaciones se centraron en el estudio de tejidos y células.
A principios de los 70’s W.T. Green (28) llev6 a cabo una serie de experimentos con el fin
de regenerar cartilago usando un cultivo de condrocitos en combinacion con un “scaffold de
hueso”. A pesar de que no tuvo éxito en la generacion de cartilago, su experimento sento las
bases tedricas y practicas al concepto de conectar células con matrices de crecimiento celular.

Las investigaciones de Green dieron lugar a trabajos prometedores en la IT centrandose en
la regeneracion de piel usando queratinocitos o fibroblastos en matrices sintéticas para asi
favorecer el crecimiento de nuevo tejido. La primera piel sintética funcional fue desarrollada
entre los afios 1970 y 1980; esto supuso un punto de partida para lo que hoy se conoce como
Ingenieria de Tejidos (25)(26). Siguiendo el estudio sobre regeneracion de piel haciendo uso
de células en combinacion con matrices de crecimiento celular o scaffolds, empiezan a
desarrollarse una serie de trabajos en IT teniendo como objetivo la regeneracion de diferentes
tipos de 6rganos.
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Es el caso del Pro-Osteon desarrollado por Interpore International un derivado de coral usado
como material de implante dseo desarrollado en 1993 (25). Pero es en el afio 1997 cuando se
logra la regeneracion completa de tejido cartilaginoso. El experimento desarrollado por
Charles Vacanti en 1997 (cultivar células de cartilago en forma de oreja sobre la dermis de
un raton) (29) revoluciond la IT en el sistema muscoloesquelético.
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Copyright © 2016 Elsevier B.V. All rights reserved. Scopus® is a registered trademark of Elsevier B.V.

Figura 1. Gréfico de publicaciones sobre IT en funcion del tiempo en afios. Gréafica obtenida usando la base de datos
Scopus (30)

Sin embargo, s6lo se ha logrado desarrollar productos comerciales que permitan la
regeneracion de piel y cartilago; como por ejemplo Alloderm, Dermagraft, TransCyte, entre
otros (26); mientras que para los demas tejidos ain no se logra avanzar de etapas de
laboratorio. La ingenieria de tejido 6seo, BTE (por sus siglas en inglés, Bone Tissue
Engineering) es de los estudios que mas se pretende llevar a practicas clinicas debido a la
cantidad de inconvenientes que presentan los tratamientos actuales (27).

La BTE naci6 debido a la necesidad de desarrollar e implementar tratamientos mas efectivos
en la regeneracion del tejido 6seo en comparacion con los tratamientos convencionales (31).
Sin embargo, hasta el momento, las practicas clinicas para la BTE han sido limitadas ya que
las matrices que se han logrado desarrollar carecen de propiedades biomiméticas y las
propiedades quimicas y mecanicas son sub-6ptimas para los requerimientos del tejido 6seo
(32).
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Los scaffolds usados en la BTE deben cumplir con ciertas caracteristicas para considerarse
como oOptimos en la regeneracion del tejido. Biocompatibilidad, propiedades mecanicas
comparables a las del hueso, porosidad adecuada para permitir el crecimiento celular, entre
otras, son algunas de las propiedades que deben tenerse en cuenta cuando se pretende fabricar
scaffolds para uso en BTE (33). Entre los materiales seleccionados para este fin se encuentran
los de tipo polimérico y ceramico, dado que estos cumplen con algunas de las propiedades
necesarias en un scaffold. Los polimeros se han catalogado en dos grupos los de tipo sintético
y los de tipo natural, son muchos los polimeros que debido a su biocompatibilidad
(biopolimeros) han sido usados en medicina, entre ellos se encuentran algunos que resaltan
mas que los demas por sus propiedades sobresalientes, como es el caso del quitosano.

El quitosano es un polisacérido que se encuentra en el caparazén de crustaceos y en la pared
celular de algunos hongos. Muchos autores han propuesto el uso de quitosano en ingenieria
de tejidos; sin embargo Kong et al., (2006) (9) dicen que éste por si solo no es el material
ideal para esta aplicacion debido a que es necesario mejorar su bioactividad. A pesar de esta
dificultad, Anitha et al., (2014) (14) plantearon en su estudio las ventajas de usar el quitosano
en aplicaciones médicas, ya que es un material que posee buena habilidad para ser hidratado
lo que favorece el crecimiento y la adhesion celular. Los scaffolds fabricados con este
material presentan canales abiertos e interconectados que lo hacen de gran ayuda para el
crecimiento celular, ademas que es un material que permite obtener una gran variedad de
arquitecturas. Es de gran ayuda en ingenieria de tejidos para cartilago ya que posee una
estructura similar a la de varios glicosaminoglicanos (GAGs) encontrados en cartilago
articular (3).

Sin embargo, el uso de polimeros en fabricacion de scaffolds restringe las aplicaciones de
estos, debido a que las propiedades mecanicas no son las mejores; ademas en el caso de la
BTE, los polimeros no permiten la mineralizacion dsea.

El segundo grupo de materiales usados en la fabricacion de scaffolds son los materiales
ceramicos, estos materiales debido a su similitud quimica con el hueso son ideales en la
aplicacion de regeneracion dsea. Dentro de los materiales ceramicos mas usados encontramos
la HA, un ceramico osteofilico que hace parte del hueso como componente inorganico (4).
La HA puede fabricarse en laboratorio como un precipitado de varios precursores como el
nitrato de calcio (34). Otro de los cerdmicos usados recientemente es el vidrio bioactivo,
desarrollado por el profesor Hench quien logro obtener un vidrio biocompatible que cumplia
con la relacion Ca/P presente en el hueso. Los experimentos lograron mostrar que al
incorporar 6%wt de fosforo a la composicion de vidrio permitia que se generara una capa
bioactiva sobre este material en presencia de fluidos fisiologicos (13).

No obstante, atin no es posible la fabricacion de scaffolds solo con vidrio bioactivo, dado que
sus propiedades mecanicas son pobres en comparacion a las del hueso. Pero se ha logrado
desarrollar la forma de incorporarlo como refuerzo en matrices de tipo poliméricas, logrando
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asi mejores propiedades en el scaffold dadas tanto por el polimero como por el ceramico,
ampliando sus posibles aplicaciones en la IT. Conocidos como scaffolds compuestos, esta
unién polimero-ceramico es promisoria en la BTE (35).

Los scaffolds compuestos cerdmico/polimero presentan una caracteristica similar a la del
hueso, ya que por un lado presentan buenas propiedades bioldgicas, como biocompatibilidad,
otorgadas por la fase polimérica y propiedades mecanicas aportadas por la fase ceramica
(5,35). Dentro de estos estudios resaltan materiales como quitosano y coldgeno como fase
polimérica, y fosfatos de calcio como fase ceramica. Kong et al., (2006) demostraron que al
incorporar nanocristales de HA en una matriz de quitosano se mejoraba la mineralizacién y
por lo tanto la bioactividad del compuesto (9). Resultados similares presentaron Depan et al.,
(2011) al comprobar que se producia una mejora en las propiedades biolédgicas en un scaffold
compuesto por quitosano e HA nanométrica en comparacion con scaffolds fabricados
unicamente de quitosano (36). No obstante, algunos estudios han demostrado que el uso de
HA sintética, si bien aumenta la bioactividad de otro material, la velocidad de union con el
hueso es menor en comparacion con el vidrio bioactivo (45S5) como lo demostraron Wheeler
etal., (2001) (37). Es en este punto donde materiales poco usados toman fuerza, como es el
caso de los vidrios bioactivos que inducen una mineralizacion Gsea adecuada en menor
tiempo que la HA como lo demostraron Correia et al., (2015) en su estudio. Ellos
comprobaron esta afirmacion con un ensayo de bioactividad sobre los scaffolds fabricados;
ademas lograron dar a conocer una habilidad intrinseca del quitosano que no se habia
estudiado, y es la capacidad de comportarse como un polimero con memoria de forma (38),
ampliando asi la gama de aplicaciones para los scaffolds compuestos y abriendo las puertas
para nuevas investigaciones en el tema.

Sin embargo, la nueva generacién de scaffolds debe estar en la capacidad de promover no
solo el crecimiento y proliferacion de células 6seas, sino también la angiogénesis, es decir,
inducir la formacién de vasos sanguineos; ademas, de lograr mimetizar las caracteristicas del
hueso (32,33). Para lograr este objetivo, se ha tomado como estrategia estudiar el efecto
combinado no solo de los scaffolds y células de tipo oseoprogenitoras, sino también factores
de crecimiento que favorezcan la angiogénesis (39). El desafio para los biomateriales futuros
es lograr una liberacién controlada de los factores de crecimiento ya que estos tienen un
tiempo de vida util limitado, por lo cual una correcta liberacion de tales factores favorecera
el desarrollo de un tejido vascularizado y funcional apto en la regeneracion oOsea.

6. OBSERVACIONES FINALES

El desarrollo de nuevos materiales para su aplicacion en BTE debe estar enfocado en lograr
la regeneracion de tejido funcional. Como se menciono previamente para lograr este objetivo
es necesario el trabajo combinado de scaffolds, células y factores de crecimiento. Siguiendo
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este orden, los scaffolds deben estar en la capacidad de mantener las células vivas; es por ello
que es tan imperativo un correcto estudio sobre los biomateriales con los cuales se fabrican
tales scaffolds.

Los biomateriales que se usen en la préctica de la BTE deben satisfacer las necesidades de
las células en términos de soporte, anclaje, alimentacion, proliferacion y diferenciacion;
ademas de poseer las propiedades nombradas al inicio de este capitulo que permitan la union
con el hueso; es decir, osteoconduccion y osteoinduccion. Los materiales que cuentan con
estas propiedades se encuentran catalogados dentro de los biomateriales de Gltima generacion,
como lo son los vidrios bioactivos.

Es por lo anterior que el estudio en el desarrollo de scaffolds compuestos de quitosano-vidrio
bioactivo es tan importante ya que permite acercarse mas en la aplicacion de la BTE en la
préctica clinica.
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CAPITULO
1

MARCO TEORICO

PROLOGO

El tejido 6seo como cualquier otro sistema del cuerpo también esta propenso a sufrir de
enfermedades y traumatismos que afectan su funcionalidad. La industria médica en su
constante busqueda por mejorar los tratamientos de recuperacion del hueso ha incursionado
en la Ingenieria de Tejidos (IT), la cual es una disciplina que busca ayudar en la reparacion
del tejido por medio de materiales biocompatibles. Dentro de los materiales mas usados con
este fin se encuentran dos grandes grupos, los polimeros y los cerdmicos debido a que se
puede lograr una estructura similar a la estructura natural dsea.

En este capitulo se presentan las generalidades del sistema 6seo mostrando sus caracteristicas
y las posibles enfermedades que pueden afectarlo. Ademas se introduce en el tema de la IT
y los materiales usados en el reemplazo 0seo, haciendo especial énfasis en el quitosano como
material polimérico y el vidrio bioactivo como ceramico, las técnicas de fabricacion de
estructuras porosas usando ambos materiales y la forma en que estas estructuras pueden
caracterizarse para asegurar su posible uso en la regeneracion ésea.
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1. HUESO
1.1. Generalidades del sistema 0seo

El sistema déseo de una persona adulta esta compuesto por 206 huesos, este contribuye a dar
forma al cuerpo ademas de desempefiar funciones importantes dentro del mismo. Estas
funciones son de tres tipos; inicialmente dar estabilidad y estructura al cuerpo lo que permite
la locomocion; proteger los tejidos blandos internos como son corazon, pulmones y cerebro;
y finalmente cuenta con una funcion netamente bioldgica ya que en las cavidades Oseas
internas se da la hematopoyesis (generacion de células sanguineas) y el almacenamiento y
regulacion de iones, principalmente de fosforo y calcio (1).

El hueso es un material compuesto, formado de tejido conectivo duro que se caracteriza por
poseer gran resistencia a la compresion y a la traccion. Su composicion depende del tipo de
hueso que se analiza y su morfologia. Segun el tipo de hueso se hace referencia al grado de
madurez del tejido ya sea primitivo o inmaduro, conocido como fibrilar (fibras desordenadas
y células al azar), o hueso regenerado a partir del primitivo, conocido como lamelar (fibras
de colageno organizadas y orientadas en la misma direccion) (2). Respecto a la morfologia
se refiere a la estructura macroscopica del hueso que comprende dos fases, el hueso trabecular
0 esponjoso correspondiente al 20 % de la totalidad del sistema 6seo y el hueso cortical o
compacto en un 80 % (3). La diferencia principal entre ambos tipos de hueso es su porosidad,
siendo mayor en el hueso trabecular.

El hueso cortical es el que reside en la superficie, debido a su baja porosidad es mas fuerte y
pesado en comparacion con el hueso trabecular. La unidad funcional del hueso cortical es la
osteona, la cual posee una estructura cilindrica de capas concéntricas llamadas lamelas (4)(2).
En la Figura 1 se presenta la anatomia del hueso cortical y trabecular, ademas que se

identifica la osteona.

29

GRUPO DE INVESTIGACION EN BIOMATERIALES



UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA - FACULTAD DE INGENIERIA - PROGRAMA DE POSGRADOS

Hueso esponjoso Hueso
esponjoso Hueso compacto
Hueso compacto . ¢ Osteona
Yaso sanguineo
Médula P
osea amarilla ‘
‘ ! Vasos
sanguineos
Diafisis
- Conducto
de Havers
Periostio
Epifisis
Nervio
Lacunas

Anatomiade un hueso largo
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Figura 1. Anatomia hueso cortical y trabecular (3)

Por su parte, el hueso trabecular se encuentra en las vértebras y en los extremos de los huesos
largos en la zona articular, tales como el fémur, la tibia y el radio. A diferencia del hueso
cortical, la matriz en el hueso trabecular se encuentra organizada en una estructura porosa
(90 % o superior de porosidad) tridimensional interconectada conocida como trabéculas; y
es debido a esta porosidad que el hueso trabecular posee una menor resistencia mecéanica en
comparacion al hueso cortical. Asi como el hueso cortical, el hueso trabecular también tiene
una estructura lamelar paralelas a las trabéculas. En la Figura 2 se observa la porcién
proximal de algunos huesos largos donde contrastan la estructura del hueso trabecular
(extremo) y el hueso cortical (diafisis 0 zona alargada). Se puede apreciar la transiciéon de
hueso cortical a hueso trabecular, ademas de la orientacion de las trabéculas en el fémur que

dependen de las trayectorias de los esfuerzos principales (5).
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Figura 2. Contraste entre hueso cortical y trabecular en algunos huesos largos (5).

Principalmente el hueso esta compuesto por minerales, células, agua y matriz ésea la cual se
divide a su vez en sustancia organica e inorganica. La sustancia organica comprende
primordialmente fibras de colageno tipo I, proteina blanda y resistente que le confiere
propiedades de flexibilidad y elasticidad, ademas de otros componentes organicos en menor
cantidad, como son las glicoproteinas o proteinas morfogenéticas. Por su parte, la sustancia
inorganica es una fase mineral compuesta por fosfatos de calcio, en su mayoria

Hidroxiapatita (HA) deficiente en calcio, que le otorga al hueso dureza y rigidez (4)(6)(7).

En cuanto al material celular, el hueso se encuentra conformado por cuatro clases de células
diferentes; osteoblastos encargados de sintetizar nuevo hueso, osteoclastos causantes
principales de la reabsorcion dsea, los osteocitos son osteoblastos diferenciados encargados
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de mantener la estructura 6sea como un tejido vivo y por ultimo se tienen las células de
recubrimiento que sirven para recubrir el hueso (periostio), no se conoce su metabolismo

aunque se dice que pueden ser precursoras de osteoblastos (1)(5)(8)

En la Figura 3 se esquematiza la proporcion de los componentes generales del hueso. Se
observa que la fase organica corresponde a un 30% del total. De esta cantidad, 2%
corresponde a las células dseas (osteoblastos, osteocitos, osteoclastos) y el 98% restante
pertenece a la matriz extracelular compuesta por colageno (95%) y otras proteinas (5%). Por
su parte, la fase inorganica se encuentra compuesta principalmente por HA (95%) y lo
restante es apatita carbonatada y pequefias cantidades de magnesio, sodio, potasio, fluoruro
y cloruro (9)(5).

Otros minerales
(3%)

Colageno {27.93%)

proteinas

(1.47%)

HA (57%)

Figura 3. Composicion 6sea (Edicion propia (9))
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e g

Las propiedades biomecanicas del hueso estan determinadas por su composicion y estructura
a diferentes escalas. Es decir, posee un comportamiento anisotropico y viscoelastico, debido
a que su comportamiento mecéanico es sensible a la velocidad de deformacion y al tiempo de

aplicacion de la carga (5)(10).

Son pocos los estudios que se han realizado sobre las propiedades mecénicas del hueso
trabecular en comparacion con el hueso cortical, ya que su densidad 6sea es muy baja debido
a la alta porosidad, por lo cual se presentan altas variaciones en dichas propiedades. Sin
embargo, los valores de resistencia mecanica y médulo elastico son similares tanto en
traccion como en compresion, presentando una variacion para la resistencia mecanica entre
5y 10 MPayentre 4 y 17 GPa para el modulo eléstico (1)(11)(8). También se ha determinado
que el hueso trabecular, gracias a su rica estructura interna, soporta hasta un 7% de

deformacion, mientras que el hueso cortical logra tan solo 2 % antes de fracturarse (3).

En la Tabla 1 se presentan las propiedades mecanicas del hueso cortical a tension y
compresion tanto longitudinal como transversal, también el coeficiente de Poisson y la
resistencia a cizalladura. Las propiedades mecanicas del hueso varian segun el tipo de
solicitud mecanica a las que se vea enfrentado, por lo cual es necesario tener un conocimiento
de este comportamiento ya que esto define como deben ser los materiales que se usen para el

reemplazo éseo cuando se presentan dafios que el organismo no pueda reparar por si mismo.

Tabla 1. Propiedades mecénicas del hueso cortical (5)

Parametro Valor

Maodulo de Young (GPa)

Longitudinal 17.0
Transversal 11.5
Cizalladura 3.3
Coeficiente de Poisson 0.3-0.6

Resistencia a la rotura: Longitudinal (MPa)
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Tension 133
Compresion 193
Cizalladura 68

Resistencia a la rotura: Transversal (MPa)
Tension 51

Compresion 133

El sistema 6seo es un tejido de tipo conectivo que se desarrolla a través de un proceso llamado

osteogénesis. Durante la formacién inicial del hueso o reparacion de fracturas aparece lo que

se conoce como hueso primario o tejido 0seo, el cual estd caracterizado por ser de tipo

esponjoso e inmaduro. Este tejido primario es posteriormente reemplazado por hueso

secundario a excepcion de las suturas en el craneo y hueso alveolar en el maxilar y la

mandibula (12). El hueso primario puede desarrollarse por dos métodos, osificacion

intramembranosa u osificacion endocondral (12)(13):

Osificacion intramembranosa: El proceso toma lugar dentro de la membrana como
condensaciones  mesenquimales  (tejido  conectivo  primario  compuesto
principalmente por células mesenguimales), estas células empiezan a diferenciarse en
osteoblastos los cuales empiezan un proceso de sintesis y secrecidn de osteoide. Este
punto inicial de formacion 6sea se conoce como centro de osificacion primaria. De
esta manera, los cristales de fosfato de calcio son posteriormente depositados en el
osteoide modificando la matriz 6sea. Los osteoblastos entonces se rodean de esta
matriz 6sea para formar espiculas que se fusionaran luego en el entramado esponjoso
del hueso primario diferenciandose asi en osteocitos y dando lugar a la osteogénesis
logrando de esta forma la formacion de cavidades para la medula dsea (2)(12). El
tejido mesenquimal dentro de las cavidades de las espiculas participan a su vez en la

formacion de médula ésea.
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La mayoria de los huesos del craneo asi como otros huesos tales como la escapula y

la clavicula son formados a través de la osificacion intramembranosa (13).

Osificacion endocondral: Este proceso comprende la formacion inicial de cartilago
hialino y su posterior reemplazo por tejido mineralizado. Este tipo de formacion
ocurre en todos los huesos excepto en aquellos de tipo membranoso. La osificacion
endocondral no solo esta limitada a ocurrir durante la etapa embrionaria, también se
encuentra involucrado en los procesos de reparacion 6sea. Asi como en la osificacion
intramembranosa, la osificacion endocondral inicia con condensaciones
mesenquimales; sin embargo, estos no se diferencian en osteoblastos sino en
condroblastos. Estos condroblastos forman una matriz cartilaginosa que envolvera las
células para su posterior diferenciacion en condrocitos (13)(12). De esta forma se
genera un tejido cartilaginoso que se conoce como cartilago modelo, el cual servira
como plantilla para la generacion de hueso. Una vez formado, el cartilago modelo se
verd invadido por una mezcla de células en su centro y posteriormente en los extremos
para asi establecer los centros de osificacion primario y secundario, respectivamente
(14). Debido a la formacion del centro de osificacion primario los condrocitos
atraviesan por un estado de hipertrofia hasta calcificarse completamente lo que limita
el transporte de nutrientes y desechos provocando asi que se vean sometidos por el
proceso de apoptosis. Estos condrocitos muertos y parte de la matriz calcificada son
removidos por condroclastos (células semejantes a osteoclastos), generando tineles
en el centro del hueso que se esta formando lo que se convierte en la primera cavidad
para la médula ésea. Una pequefia cantidad de vasos sanguineos Yy tejido perivascular
provenientes del periostio invaden las cavidades de la médula 6sea llevando consigo
células osteoprogenitoras y células madre de médula dsea para asi continuar con la
generacion del tejido mineralizado. Los centros de osificacién van invadiendo
gradualmente el cartilago remanente, a excepcion de las zonas articulares, hasta
reemplazarlo completamente por tejido 6seo (12)(14). En la Figura 4 se esquematiza

la osificacion endocondral durante cada una de las etapas.
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Figura 4. Etapas de la osificacion endocondral (Adaptado de (13))

El hueso que se forma sea por via endocondral o intramembranosa se conoce como hueso
primario el cual posteriormente sera reemplazado por hueso secundario que es el que
finalmente hard parte del sistema dseo adulto. Sin embargo, este hueso secundario no
permanece igual durante todo el ciclo de vida de una persona; el sistema dseo, siendo un
material vivo, se encuentra en constante cambio. Los cambios que se producen en el hueso
son llevados a cabo por dos mecanismos diferentes (13):

e La modelacion dsea: Se define como la formacion de hueso por los ostoblastos o
reabsorcion mediada por los osteoclastos de una superficie dada. La modelacion 6sea
busca mantener o alterar la forma del hueso, ademas de incrementar la masa 0sea.
Este modelado ocurre en dos etapas, activacion y formacion o resorcion. Durante la
activacion se reclutan células precursoras que se diferencian en osteoblastos u

osteoclastos maduros. Por su parte, las células de revestimiento 6seo pueden también

36

; io/NV
GRUPO DE INVESTIGACION EN BIOMATERIALES BIOC”'



UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA - FACULTAD DE INGENIERIA - PROGRAMA DE POSGRADOS

estimularse para diferenciarse en osteoblastos maduros y activos que produciran
matriz (13)(15).

La segunda parte que consiste en la formacion o resorcion 6sea esta mediada por los
osteoblastos los cuales se encargan de agregar nuevo hueso en la superficie
endocortical. Por su parte, el modelado por resorcién se encuentra dirigido por los
osteoclastos los cuales se encargan de remover hueso en la superficie periostial. De
este modo, el modelado por formacion y el modelado por resorcion son localmente
independientes y no ocurren al mismo tiempo; aun asi, a nivel global debe ocurrir
simultaneamente en todo el esqueleto ya que de ello depende la forma final del hueso
(13)(15).

En la Figura 5 se ejemplifica la modelacion dsea, tanto la modelacién por formacién

como la modelacidn por resorcion.

(Modelacidn por formacidng

Modelacién por resorcién [

YavRY

Figura 5. Esquema modelacién dsea (Adaptado de (13))

La remodelacién Osea: La modelacién 6sea ocurre principalmente durante la
gestacion y la infancia, llegando a ser hasta 200 veces mas rapido en un nifio que en
un adulto (16). En los adultos por su parte, el esqueleto también es regenerado por un
proceso conocido como remodelacion Osea.

La remodelacion involucra las actividades celulares localizadas coordinadas para la
resorcion y formacion de hueso mediadas por osteoclastos y osteoblastos,
respectivamente (16)(13). Este es el mecanismo que el cuerpo realiza para reemplazar
matriz 6sea y la reparacién de dafios pequefios (microfracturas), lo que permite la
renovacion del esqueleto en el tiempo. La remodelacion Osea se presenta en
cualquiera de las cuatro superficies Oseas: periostica, endocortical, trabecular e
intracortical (13). Cuando se presenta la remodelacion intracortical, grupos de
osteoblastos y osteoclastos migran a través de la matriz, juntos con vasos sanguineos
asociados forman estructuras que se conocen como unidad ésea multicelular (BMU
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por sus siglas en inglés), dando como producto final una osteona. Por su parte, la
remodelacion endocortical no incluye vasos sanguineos por lo que el producto final
es una hemiosteona (13).
En la Figura 6 se esquematizan las fases por las que atraviesa el tejido 6seo durante el
proceso de remodelacion.

— 7
i6 i F ivacion
Formacion unidad ase de activacio

T osea estructural l

Reabsorcion

Mineralizacion

de la matriz

\ Formacién /
Figura 6. Esquema remodelacién dsea (Adaptado de (17))

1.2. Traumatologia del hueso

A pesar de su gran resistencia, el hueso como cualquier otro sistema vivo también sufre de
traumatismos y enfermedades que disminuyen su funcionalidad. Dentro de las mas comunes
y mas complejas para tratar se encuentra la osteoporosis.

La osteoporosis es una enfermedad degenerativa que se caracteriza por baja masa y deterioro
en la estructura 6sea, lo que lleva a una fragilidad en el hueso y un aumento en el riesgo de
fractura. La relevancia clinica de la osteoporosis radica en las fracturas que resultan cuando
el hueso se encuentra deteriorado (18)(19).

En Colombia se estima que se producen entre 8000 y 10000 fracturas de cadera anualmente
causadas por osteoporosis (20).

El tejido éseo también puede verse afectado por cancer e infecciones que pueden provocar
fracturas; incluso tumores benignos como el Osteoma Osteoide que deben ser removidos del
tejido dejando grandes dafios en el tejido sano. Esta enfermedad afecta principalmente los
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huesos largos generando dolor e incomodidad; ademas, afecta a personas de todas las edades
pero principalmente a nifios y jovenes (21). Existen muchas otras enfermedades 0seas, unas
mas complejas que otras, pero en su mayoria provocan fracturas y disminucion de masa en
el hueso, lo que las hacen de mucho cuidado y por lo tanto de dificil recuperacion.

Para el tratamiento del tejido dseo convencionalmente se hace uso de trasplantes; estos
pueden ser de tipo aut6logo, el cual consiste en tomar tejido dseo del paciente de otra zona
del cuerpo diferente de donde se requiere el tratamiento, generalmente de cresta iliaca, este
tejido 0seo es luego implantado en la zona afectada. Otro tipo de tratamiento es el alogénico
que toma tejido 6seo de un cadaver de la misma especie y se trasplanta al paciente. Los
implantes de tipo xenogénicos toman tejido 0seo de diferente especie y se implantan en el
paciente y materiales sustitutos (metales, polimeros, ceramicos) (22).

Sin embargo, todas estas técnicas presentan diferentes riesgos y desventajas, ya que en el
caso de los autlogos o xenogeénicos se trata de tejido vivo; se corre el riesgo de infecciones
en la zona de la cual se extrae el implante (aut6logos), o que también se presente rechazo por
incompatibilidad. En el caso de los alogénicos, el tejido ya no se encuentra vivo por lo cual
no posee células osteoprogenitoras y también puede presentarse rechazo del implante.
Finalmente, el uso de materiales en el reemplazo del hueso también presentan varios
inconvenientes ya que estos no cambian su forma en respuesta a diferentes cargas y con el
tiempo no se remodelan (22)(23).

Es debido a la necesidad de tratamientos que suplan las necesidades en la medicina
regenerativa, lo que dio pie para el surgimiento de una nueva disciplina conocida como
Ingenieria de Tejidos, ya que combina principios ingenieriles, bioldgicos y bioquimicos en
la produccion de nuevos biomateriales que trabajen en conjunto con material bioldgico
natural (células). De este modo, con la ingenieria de tejidos se busca producir matrices de
crecimiento celular (scaffolds) altamente porosas y biodegradables (24), que cumplan con la
caracteristica de bioabsorbabilidad, para que una vez implantado en la zona de la lesion,
permita el crecimiento celular de tejido nuevo y se reabsorba, evitando una nueva cirugia
para su extraccion.

2. INGENIERIA DE TEJIDOS

La Ingenieria de Tejidos (IT) es un campo interdisciplinario que emerge a partir del campo
de los biomateriales, y se refiere a la practica de combinar plataformas de crecimiento celular
(scaffolds) con células y moléculas bioldgicas activas con el fin de crear tejidos vivos y
funcionales (25). El objetivo de la practica de IT es de restaurar, mantener o mejorar el dafio
ocasionado al tejido u 6rganos. Entre los elementos clave para la IT se tienen los scaffolds,
las moléculas de sefializacion y los diferentes tipos de células; estos tres deben permanecer
en un ambiente fisico-quimico apropiado para favorecer la regeneracion del nuevo tejido,
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teniendo en cuenta el tiempo de generacion que debe ser comparable con el tiempo de
degradacion del scaffold. Estos elementos se esquematizan en la Figura 7.

Factores de
crecimiento <+ Moléculas de sefializacion - Matrices tridimensionales
morfégenos | - Scaffolds

1

1
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Minerales de hueso
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Células Regeneracionde |

tejido-6rgano
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Fibrobla§tos ! Temperatura
Condrocitos !
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Regeneracion tejido
igual degradacién
scaffold

Figura 7. Elementos clave de la IT (Adaptado de (22))

La IT es un campo de estudio que cada vez adquiere mayor importancia, ya que permite
ofrecer una alternativa de tratamiento mas biocompatible, ademas que no tiene una
disponibilidad limitada. Esta se basa en principios ingenieriles, quimicos y biologicos;
particularmente la IT del sistema dseo combina el estudio de ingenieria en el hueso y la
mecanica de éste, conocida como biomecéanica junto con biologia celular, molecular y
morfogénesis (26). Algunos enfoques de la IT recae en la regeneracion guiada de tejidos
donde se usan materiales para ayudar a que células huésped y tejidos crezcan, otro de los
enfoques es implantar células junto con el material donde éstas estan ancladas (27).

2.1. Plataformas de crecimiento celular

Los biomateriales usados en IT pueden presentar distintas morfologias, una de las estructuras
mas conocidas son las llamadas plataformas de crecimiento celular o scaffolds. Estas
plataformas son construcciones tridimensionales que dan soporte a las células para que éstas
puedan proliferar, diferenciarse y mantener sus funciones bioldgicas de forma que pueden
Ilevar a cabo la expresion genética necesaria. Existen dos formas de uso para los scaffolds,
la primera es el crecimiento celular en la plataforma in vivo, es decir, la plataforma es
implantada directamente en la zona de la lesion para que a traves de ella se de el crecimiento
celular y se repare el tejido. La segunda se basa en la colonizacion celular previa del scaffold
bajo condiciones in vitro, para luego ser trasplantadas al paciente (22).
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Los scaffolds proveen una estructura 3D ideal para promover los mecanismos de reparacion
y formacién de nuevo tejido en el hueso (28). Estos deben cumplir con ciertas propiedades
segun la aplicacion para la cual se fabriquen. En el caso de la IT 6seo se busca que el scaffold
promueva el crecimiento de células osteogénicas en toda la estructura, por lo tanto es
necesario que la matriz posea un tamafio de poro con didmetro minimo de 100 um (28).
Ademaés del tamafio de poro, el porcentaje de porosidad en el scaffold también debe ser
apropiado de forma que sea similar al porcentaje de porosidad que presenta el hueso,
idealmente la del hueso trabecular (50-90%) (29). Sin embargo, obtener un tamafio de poro
y una porosidad adecuadas no es suficiente; esta red porosa debe estar interconectada de
forma que permita la difusion de nutrientes a traves del scaffold y por consiguiente a traves
del hueso que se esta formando (28).

A parte de las propiedades morfologicas nombradas, los scaffolds deben poseer propiedades
mecanicas comparables con las del hueso adyacente, es decir, que soporten las mismas cargas
que resiste el hueso natural, deben ser osteoconductores y osteoinductores con el fin de que
se favorezca la adhesion de células madre mesenquimales y su posterior diferenciacion en
células Oseas; asi mismo, deben ser biodegradables para que una vez formado el tejido el
scaffold no deje ningun rastro en el cuerpo humano sin provocar efectos secundarios (30).

Algunas de estas propiedades, especialmente las propiedades mecanicas no solo son
aportadas por los materiales seleccionados en la fabricacion de los scaffolds sino que son una
combinacion del material, la geometria del scaffold, la incorporacion de compuestos
agregados y la técnica de fabricacion (31). Es por ello que las técnicas usadas se eligen segun
el tipo de material y las propiedades que se desean en el scaffold.

Las técnicas de fabricacion deben asegurar que no se modifique el material quimica o
fisicamente, asegurando que no se vean afectadas sus caracteristicas como biomaterial.
Aunque son varias las técnicas de procesamiento de scaffolds, hay algunas que sobresalen
mas que otras, tales como el electrospinning, el prototipado rapido, la liofilizacidn, entre otras.

Dentro de los métodos mas empleados para la fabricacion de scaffolds poliméricos o
compuestos se encuentran el electrospinning o electrohilado. A través de esta técnica se
consiguen estructuras formadas por fibras con didmetros que van desde los nanémetros hasta
los submicrometros logrando imitar la morfologia de la matriz extracelular natural (31).
Otra de las técnicas empleadas es el prototipado rapido, esta técnica permite la fabricacion
de materiales con estructuras complicadas que son modeladas con CAD y luego creadas capa
por capa en una estructura tridimensional (31).

Sin embargo la técnica mas empleada para la fabricacion de estructuras de matriz polimérica
es la liofilizacion (28-30). Esta técnica emplea soluciones a base del polimero, la cual se
deposita en un molde de dimensiones especificas, que se congela siendo una condicion
necesaria para que permanezcan secas a baja temperatura. Después de la congelacion, el
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producto es ubicado en un compartimiento donde se hace el vacio. Esto permite al solvente
congelado eliminarse por sublimacion al aplicarse vacio y bajas temperaturas durante el
proceso (29). EI material no sublimable queda en un estado seco generando un material
poroso, donde el tamafio del poro y su interconectividad pueden ser controlados variando los
parametros de liofilizado (31). En la Figura 8 se esquematiza el proceso de liofilizado, donde
la muestra congelada es puesta en un recipiente al cual se le aplica vacio. La solucion que es
sublimada cae en un recipiente donde se encuentra una trampilla para asi evitar su liberacion
al ambiente (32). Entre las grandes ventajas de la liofilizacion se encuentra que las sustancias
al estar localizadas en una matriz de hielo no interacttan entre si y el producto final es
idéntico al original pero sin contenido liquido, por otro lado, se pueden generar estructuras
con una porosidad lamelar similar a la estructura natural del hueso.
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Figura 8. Esquema proceso de liofilizado (Adaptado de (33))

2.2. Biomateriales usados en la fabricacion de scaffolds

Los materiales que se usan en la IT deben cumplir con ciertas caracteristicas como son la
biocompatibilidad, porosidad, tamafio de poro adecuado, osteinductividad,
biodegradabilidad, propiedades mecéanicas, etc. (22)(26). En la actualidad los biomateriales
que hacen parte de la investigacion en el campo de la IT son de tipo natural, sintético o
hibridos, ademas que son modificados con el fin de que permitan la compatibilidad con tejido
vivo o con células vivas in vitro e in vivo (27). Principalmente los scaffolds para uso en hueso
se fabrican hibridos con el fin de asemejarse mejor a la estructura natural 6sea. Estos
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scaffolds cuentan con una matriz polimérica como el colageno o el quitosano, y un refuerzo
ceramico como la hidroxiapatita o los vidrios bioactivos.

2.2.1. Vidrio bioactivo

Algunos de los materiales ceramicos presentan una similitud quimica con el hueso por lo cual
son ideales en la aplicacion de regeneracion 6sea. Dentro de los materiales ceramicos mas
usados encontramos la HA, un cerdmico osteofilico que hace parte del hueso como
componente inorganico (34). La HA puede fabricarse como un precipitado de varios
precursores como son el nitrato de calcio y el fosfato de amonio (35). Muchos de los estudios
en IT se enfocan en el uso de HA sintética debido a su similitud con la fase mineral dsea,
ademas es un material que favorece la osteoconduccion, lo que quiere decir que su superficie
permite la adhesion de osteoblastos, proliferacion y diferenciacion (31).

Otro de los ceramicos usados son los vidrios bioactivos. Los vidrios bioactivos son un grupo
de materiales ceramicos que nacieron ante la necesidad que un médico y coronel del ejército
americano le planteé a L. Hench -un reconocido profesor de la Universidad de Florida que
realizaba estudios sobre vidrios resistentes a la radiacion gamma- sobre usar vidrios en el
reemplazo de tejido éseo debido a los problemas que presentaban los materiales usados hasta
el momento. De esta manera fue como Hench logré desarrollar un vidrio biocompatible que
cumplia con la relacion Ca/P presente en el hueso. Los experimentos lograron mostrar que al
incorporar 6% p/p de fésforo a la composicion de vidrio permitia que se generara una capa
bioactiva sobre este material en presencia de fluidos fisiologicos (36)(37).

Hoy en dia segun varios estudios, el uso de los vidrios bioactivos resulta ser un avance muy
prometedor en comparacion con la HA, ya que si bien este material esta presente en el hueso,
a diferencia de lo que se creia, es la silice y no el calcio el elemento clave para la
mineralizacion ésea (26).

Los vidrios bioactivos en presencia de fluido simulado (SBF por sus siglas en inglés) generan
en su superficie una capa de hidroxiapatita carbonatada (HCA) deficiente en calcio. Hench
junto con sus colaboradores sugirieron una reaccion en secuencia de cinco pasos que
describen la formacién de HCA como se observa en la Figura 9 (38). Los primeros tres pasos
involucran reacciones entre la superficie del vidrio y el SBF, seguidos por la rotura de los
enlaces Si-O-Si lo que favorece la formacion de grupos Si-OH y re-polimerizacion. En la
etapa 4 se presenta la formacion de un fosfato de calcio amorfo (ACP) seguido por
cristalizacion en la etapa 5 provocando la formacion de HCA lo que involucra la adquisicion
de iones adicionales (38).
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Figura 9. llustracion esquematica de la secuencia de reaccion entre la superficie de vidrio bioactivo y SBF
(Adaptado de (38))

Conociendo el hecho de que el vidrio bioactivo favorece la formacidn de una capa bioactiva
en su superficie con caracteristicas similares a las del hueso, lo que permite su union con el
tejido circundante, se han realizado varios estudios en fabricacion de scaffolds con este
material para la IT del sistema 6seo solo 0 en compuesto con materiales poliméricos en los
recientes afos. Dentro de estos trabajos se encuentra el estudio hecho por Li et al. (2014) (24)
al trabajar con un tipo de biovidrio 45S5 recubiertos por polimeros mejorando la rigidez del
scaffold con la ayuda de esos recubrimientos; o el estudio realizado por Cao et al. (2008) (39)
qgue combino el biovidrio con otro cerdmico, la wollastonita, ademas us6 quitosano como
refuerzo logrando aumentar la resistencia a la compresion.

Sin embargo, todos los estudios hasta el momento usan la formulacién original de Hench ya
que es la tnica con la que se logra una mejor bioactividad, por lo cual se esta trabajando en
nuevas formulaciones con menor precio - por ejemplo en el caso de la técnica de sol-gel que
disminuye la temperatura necesaria de formacion de vidrio bioactivo disminuyendo el costo
de produccién del mismo - y que se logre la misma eficiencia que se logra con el biovidrio
45S5.

. Fuentes de suministro de silice para la sintesis de vidrio bioactivo

Para lograr nuevas formulaciones de vidrio bioactivo se debe estudiar el uso de
diferentes fuentes de silicio. Generalmente los vidrios bioactivos se estan
produciendo por la técnica de sol-gel ya que es mas eficiente y permite obtener
tamafos menores de particulas (37). Con esta técnica se suele usar como fuente de
silicio el TEOS (tetraetil ortosilicato) y recientemente se usa el TMOS (tetrametil
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ortosilicato) como fuente de silice. Ambos son reactivos que generan un precipitado
de SiO2 lo que con la adicion de una fuente de calcio y una de fosfato forma un
vidrio bioactivo.

Sin embargo la industria sigue buscando nuevas fuentes de silicio que no sélo tengan
como finalidad la produccidn del ceramico, sino también disminuyan los costos de
produccion y que posean un mayor impacto ambiental, dentro de estas fuentes se
cuenta con las fuentes naturales.

Las fuentes naturales poseen en su estructura cuerpos de SiO, puro que pueden ser
extraidos por diferentes metodologias. Estas fuentes naturales generalmente son
subproductos de distintas industrias, como lo es la obtencidn de aceite de palma, la
produccién de arroz o incluso algo tan simple como lo es la comercializacion de
coco listo para consumir. El uso de estos desechos agroindustriales no solo
disminuye los costos en la produccion de nuevos materiales sino que genera un
impacto positivo sobre el medio ambiente (40)(41).

El raquis o bagazo de palma africana es un material lignoceluldsico obtenido como
subproducto de desecho de las plantas de produccion de aceite de palma. Representa
aproximadamente el 45% del total de la palma procesada; de esta cantidad solo
alrededor de un 10% es utilizada quedando una gran cantidad como desperdicio con
impacto ambiental negativo (42). Se han propuesto varios proyectos para la
extraccion de materiales organicos presentes en el bagazo como son la lignina, la
celulosa y la hemi-celulosa, obteniéndose muy buenos resultados en la obtencion de
dichos polimeros (43)(44), pero en estos procesos queda como residuo una cantidad
de oxido de silicio puro que no es aprovechado (45), por lo cual puede ser una buena
fuente para la produccion de vidrio bioactivo.

Otro de los grandes desechos en agroindustria son las céscaras de cocos.
Inicialmente solo se calcinaba para que su eliminacion fuera mas sencilla; sin
embargo, recientemente se utiliza como fuente de energia en algunas maquinas
debido al alto precio en los combustibles (41). Se ha encontrado que estas cascaras
poseen en su estructura grandes cantidades de silice y alimina, los cuales son
ceramicos con abundantes aplicaciones en la industria.

La cascarilla de arroz por su parte, es un desperdicio de la industria del arroz, la cual
solo ha sido usada para aplicaciones de bajo valor a pesar de su alta produccién. En
afios recientes este desperdicio se ha usado como fuente de energia en molinos o
incluso para iluminar casas en zonas rurales. Sin embargo, al carbonizar la cascarilla
se genera un subproducto conocido como RHA (ceniza de cascara de arroz) que es
dafino para el ser humano debido a las altas concentraciones de silice, por lo que
investigaciones se han enfocado en el aprovechamiento de esta fuente en distintas
industrias como lo es la produccion de chips de silice, sintesis de carbén activado y
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silice, captura de carbono, entre otras (46). Es debido a esta alta cantidad de silice
que este material se ve prometedor para la sintesis de vidrio bioactivo.

En la Tabla 2 se muestra una comparacion de la cantidad de silice en las cenizas de

raquis de palma africana, cascara de coco y cascarilla de arroz segun varios autores
en unidades de porcentaje de masa.

Tabla 2. Porcentaje de silice en las cenizas de algunas fuentes naturales

Fuente % SiO2

Raquis de palma 34-50% 47)
Cascarilla de arroz 80-96% (48)(46)
Céscara de coco + 45% (42)

Técnicas de fabricacion de vidrio bioactivo

Existen dos técnicas para la sintesis de vidrios bioactivos, la técnica por fusion sigue
una via de reaccidn en estado sélido que se consigue llevando los polvos precursores
a altas temperaturas (por encima de 1300°C) en crisoles de platino (37). Por su parte
la técnica sol-gel se realiza por medios hiumedos logrando conformar la red en un
vidrio bioactivo a temperatura ambiente. Ambas técnicas no solo difieren en el
proceso, sino también en el resultado; con la técnica de sol-gel se obtienen polvos
finos y homogéneos, con alta porosidad y rugosidad, aumentando asi el area
superficial disponible lo que es de gran importancia en aplicaciones biolégicas ya
que permite una mayor interaccion con los fluidos y células (49). Las primeras
etapas de la técnica involucran procesos de hidrélisis y policondensacion que llevan
a la creacién de redes inorganicas en forma de una suspension de particulas
coloidales en un medio liquido (sol) (50). Posteriormente esta solucion sufre un
proceso de gelacién, donde las particulas se unen entre si formando una red sélida
coloidal con una fase liquida (gel). A este proceso puede seguirle una etapa que
permite que aquellos aglomerados de crecimiento lento puedan unirse a la red, un
proceso conocido como envejecimiento. Finalmente, segun cual sea la finalidad del
proceso, es posible realizar un proceso de secado para eliminar el agua remanente
dando lugar a la formacion de un polvo seco con particulas finas conocido como
xerogel (49). Los vidrios bioactivos sintetizados por esta técnica deben pasar por un
proceso adicional para estabilizar la estructura, esto se consigue con un calcinado
entre 600 y 700°C (51). En la Figura 10 se presenta el esquema general del proceso
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por Sol-Gel y los distintos productos que se pueden obtener por medio de esta

técnica.
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Figura 10. Esquema proceso Sol-Gel (Adaptado de (52))

2.2.2. Quitosano
Un gran grupo de materiales usado en medicina son los polimeros, sin embargo, por si solos

no son muy efectivos en el tratamiento 6seo debido a que no poseen resistencia comparable
al hueso; pero esa deficiencia no ha impedido que puedan usarse para fortalecer otros
materiales. Como se mencioné anteriormente, el hueso cuenta dentro de su composicion con
fibras de Colageno tipo I que le confieren propiedades de elasticidad (53). Sin embargo, no
es tan facil el uso de colageno debido a que para obtenerlo es necesario extraerlo de tejido
animal por lo que su disponibilidad es reducida; es por ello que se busca utilizar otro tipo de
biopolimeros.

Dentro de los biopolimeros se encuentran los que son sintéticos como la policaprolactona o
naturales como la celulosa y el quitosano (26).
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El quitosano es un heteropolisacarido lineal compuesto de cadenas distribuidas
aleatoriamente, en la Figura 11 se presenta un esquema de la estructura del quitosano. Este
material es un biopolimero que se puede obtener a partir de caparazones de crustaceos, del
exoesqueleto de algunos insectos y de hongos. Se obtiene a partir de la desacetilacion de la
quitina, ademas posee mejores propiedades de reactividad y solubilidad que esta. El
quitosano se obtiene al sustituir los grupos acetamido de la quitina por grupos amino a través
de un tratamiento con alcalis fuertes (54). Es un material biocompatible, biodegradable y
permite la osteoconduccion (55); ademas cuenta con una actividad antibacteriana intrinseca
(56). Adicionalmente el quitosano es reconocido por ser un polimero cationico lineal, de alto
peso molecular y amigable con el ambiente. Posee una solubilidad alta en soluciones de
acidos diluidos (54) y se dice que el anclaje de las células y su proliferacion sobre este
material esta relacionada a la estructura quimica y fisica que posee el quitosano (57). Ademas
es mas econdmico en comparacion con otros biopolimeros como el coladgeno debido a su alta
disponibilidad (58).

OH
H NH,
NH,
H
A 0O
-
H H, OH
NH, OH

H

Figura 11. Estructura del quitosano (59)

Muchos autores han propuesto el uso de quitosano en IT en respuesta a las caracteristicas
favorables y propiedades anteriormente descritas; sin embargo Kong et al. (2006) (60) dicen
que éste por si solo no es el material ideal para esta aplicacion debido a que es necesario
mejorar su bioactividad. A pesar de esta dificultad, Anitha et al. (2014) (59) plantearon las
ventajas de usar el quitosano en aplicaciones médicas, ya que es un material que posee buena
habilidad para ser hidratado lo que favorece el crecimiento y la adhesion celular, los scaffolds
fabricados con este material presentan canales abiertos con interconectividad variable
dependiente de la técnica de fabricacién que lo hacen de gran ayuda para el crecimiento
celular; ademas, es un material que permite obtener una gran variedad de arquitecturas. Es
de gran ayuda en ingenieria de tejidos para cartilago ya que posee una estructura similar a la
de varios glicosaminoglicanos (GAGs) encontrados en cartilago articular (56).

2.3. Técnicas de caracterizacion

Son distintas las técnicas para la caracterizacion de scaffolds segun el tipo de propiedades
qgue se desean analizar, ya sean de tipo mecéanicas, fisicas, quimicas o bioldgicas. A
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continuacion se presentan algunas de éstas técnicas discriminadas segun la propiedad que se
desea analizar.

o Caracterizacion fisica

La caracterizacion fisica se divide en las propiedades correspondientes a la morfologia y
a las relacionadas con la masa. Para la caracterizacion morfoldgica se suele analizar el
porcentaje de porosidad, el tamafio de poro y el area superficial. El porcentaje de
porosidad se define como la fraccion del total del volumen ocupado por un vacio. Las
técnicas mas usadas para medir el porcentaje de porosidad y demas caracteristicas
morfologicas son las Opticas, como es el uso de micrografia SEM (Microscopia
Electrénica de Barrido) y en el caso de porcentaje de porosidad puede hacerse uso también
de la porosimetria de mercurio (61); sin embargo, es posible realizar esta medida
siguiendo lo reportado por Lou, T. et al. (2014 y 2016) (62)(63), donde se usa el principio
de Arguimedes usando un solvente que no disuelva el material, en este caso etanol, y se
toma la medida del volumen que ingresa en las paredes del scaffold.

Por su parte las caracteristicas relacionadas con la masa se enfocan en la degradacion del
material, esta degradacion debe darse de tal forma que la tasa en que se degrada el material
sea igual o equivalente a la tasa de formacion de nuevo tejido, esto es que a medida que
se presente proliferacion celular a través del scaffold, este se degrada para permitir
crecimiento de mas cantidad de tejido; por lo tanto es de vital importancia determinar
coémo es el comportamiento de degradacidn de un material, para ello es inmerso en fluido
simulado y se controla el cambio en el peso total del material (61).

o Caracterizacion mecanica

Dentro del disefio de scaffolds, en especial para uso en IT del sistema dseo, las propiedades
mecanicas son de vital importancia ya que estas definen la resistencia del tejido que se
forma que deben ser similares a las del tejido natural. Para lograr determinar tales
propiedades en estructuras porosas se hace uso de técnicas convencionales en
biomateriales con equipo apropiado para estas estructuras. Pueden dividirse las pruebas
mecénicas en ensayos de fluencia, pruebas de estrés-relajacion, pruebas de esfuerzo-
deformacion y pruebas dinamicas (61), el tipo de prueba se elige segin la zona de
aplicabilidad del scaffold; sin embargo, como primer acercamiento al andlisis de estas
propiedades se recomienda pruebas de esfuerzo-deformacion por compresion.

49

GRUPO DE INVESTIGACION EN BIOMATERIALES



3.
1.

UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA - FACULTAD DE INGENIERIA - PROGRAMA DE POSGRADOS
o Caracterizacion quimica

Las caracteristicas quimicas del scaffold son determinantes para que se dé el anclaje
celular ya que son las que determinan si un material es hidrofébico o hidrofilico, para
analizar las propiedades quimicas de un scaffold se lleva a cabo la prueba de mojabilidad
sea por métodos estaticos o dinamicos como la prueba de &ngulo de contacto con el fin de
determinar como seré su posible comportamiento frente a fluidos fisioldgicos, ademas se
analiza la quimicay carga superficiales usando FTIR y potencial de flujo, respectivamente,
para determinar los grupos funcionales que van a interactuar con el cuerpo (61).

o Caracterizacion biologica

La caracterizacion biologica es la determinante si un scaffold puede usarse o no, ya que
mide la capacidad de union del material al hueso, su toxicidad y capacidad de permitir
adhesion/proliferacion celular. Un primer acercamiento a la caracterizacion biologica son
los ensayos in vitro, dentro de estos se encuentra el ensayo de bioactividad que evalla la
capacidad del material en generar una capa mineralizada en su superficie en presencia de
una solucion fisiolégica. La prueba consiste en dejar el material inmerso en solucion
corporal simulada (SBF) que contiene electrolitos y otros componentes similares a
aquellos presentes en el plasma humano, al estar un material inmerso en esta solucién
formara una capa apatita que indica la capacidad de dicho material en integrarse al hueso.
Esta caracterizacion se determina segun el porcentaje de capa apatita formada en la
superficie del material en un tiempo determinado, generalmente 7 dias (64)(57)(65).
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CAPITULO
111

METODOLOGIA

PROLOGO

En la IT es importante elegir correctamente las técnicas de fabricacion de los materiales que
se van a emplear como scaffolds ya que estas aportan gran parte de las caracteristicas finales
que tendra el material. Estas técnicas de fabricacion se eligen segun el tipo de material y lo
que se busca obtener en el producto final.

En este capitulo se exponen las técnicas empleadas para el desarrollo de este trabajo de
investigacion, haciendo referencia en las etapas de sintesis y caracterizacion de cada uno de
los materiales planteados.

Algunas de las pruebas realizadas para evaluar las propiedades de los materiales se basaron
en normas y estandares internacionales, en algunos casos con modificaciones necesarias para
el tipo de material que se evalud.
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1 MATERIALES Y PROCESAMIENTO
1.1 Extraccion de silice a partir de fuentes naturales

En la extraccion de silice se usaron tres fuentes naturales diferentes: cascarilla de arroz, raquis
de palma africana y cascara de corozos. Se decidio usar estas fuentes debido a que presentan
alto contenido de silice en su estructura, ademas son subproductos de distintas industrias en
el pais, lo que aporta un impacto ambiental positivo en este estudio (1)(2).

Para la obtencion de la silice a partir de cascarilla de arroz se siguié lo reportado por
Naghizadeh, F. et. al (2015) (3) el cual reporta el tratamiento previo de la cascarilla y su
posterior calcinado a 700°C con algunas modificaciones durante el proceso térmico.
Inicialmente se lavo la cascarilla con abundante agua potable en repetidas ocasiones hasta
que ésta se aclarara. Luego, la cascarilla lavada se sec6 en horno por 12 horas a 70°C para su
posterior proceso de calcinado. En la Figura 1 se presenta el tratamiento térmico utilizado
para obtener la silice de cascarilla de arroz. Se us6 una temperatura final de 700°C para
eliminar la fase organica aun presente, este proceso se hace en dos rampas de calcinado para
evitar la formacién de ceniza que contamine el producto final.
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Figura 1. Tratamiento térmico para obtener silice a partir de cascarilla de arroz.

En la obtencion de la silice desde el raquis de palmay la cascara de corozo, el proceso exhibe
otros retos respecto a la eliminacién de la parte organica como lo es la lignina. Se ha
encontrado que el 6xido de silicio o silice precipita a un pH de 4 (4); para lograr esto es
necesario someter la materia prima a un proceso alcalino con precipitacién acida.
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Inicialmente se debe preparar una solucién de NaOH al 2% p/v, a esta solucion se adiciona
la materia prima siguiendo la relacion (Liquido/solido) L/S=20. Esto se realiza para disolver
la silice alojada en las paredes del material. Posteriormente se lleva la mezcla a bafio maria a
90°C por 2 horas y se baja el pH de la solucion con &cido sulfarico en una concentracion del
72%, lo que provoca un cambio de coloracion en la mezcla debido a la precipitacion de la
silice y una fraccion de la lignina. Este proceso fue adaptado a partir de lo reportado por
Mussato, S. et al. (2007) (5), teniendo en cuenta que el material deseado (silice) se comporta
quimicamente diferente al material reportado (lignina).

La mezcla se centrifug6 por 30 minutos a 5000 rpm y se conservo el precipitado. Finalmente,
el precipitado se recogio y fue secado a 70°C por 12 horas para proceder con una calcinacion
a 700°C por 16 horas, lo que da como resultado final un polvo blanquecino el cual es dioxido
de silicio (SiO2). En la Figura 2 se observa el tratamiento térmico usado para calcinar el
precipitado obtenido a partir del tratamiento alcalino en raquis de palma y cascara de corozo.

600 4 720 min
52C/min
8 120 min
e_ 400 -
&S
=
2
()
Q.
GE) 200 6.672C/min
|—
04
T v T T T T T T
0 200 400 600 800

Tiempo (min)

Figura 2. Rampa usada para calcinar la silice precipitada a partir de raquis y corozo
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1.2 Sintesis vidrio bioactivo

El proceso de sintesis del vidrio bioactivo se realizo por la técnica sol-gel siguiendo dos
metodologias distintas de acuerdo la fuente de SiO». La primera tenia como fuente tetraetil
ortosilicato (TEOS) donde se siguid lo planteado por Grajales, D. (2016) y Vaid, C. et al.
(2013) (6)(7) con fosfato amonio dihidrégeno (NH4H2PO4) como fuente de P2Os y acetato
de calcio (Ca(CHs-COz2).) como fuente de CaO. El procedimiento realizado con esta fuente
se esquematiza en la Figura 3. Inicialmente se adiciona el TEOS en una solucion de
agua/etanol con una relacién molar 1:4 tanto con el agua (TEOS/agua) como con el etanol
(TEOS/etanol) esta solucion se deja en agitacion por 1 hora. Una vez transcurrido el tiempo,
se adiciona fosfato amonio dihidrogeno igualmente en una relacion 1:4 con etanol y agua
destilada, este proceso se deja reaccionar por 55 min. Luego, El acetato de calcio se adiciona
y se deja reaccionar por 11 min para finalmente agregar una mezcla de &cido acético: agua
en una relacion 6:1 (&cido acético/agua), teniendo en cuenta que la cantidad de agua debe
conservarse 1:4 agua/gramos vidrio bioactivo deseado.

AL+ =U

Agua + TEOS NisHzRO4 (CH3-CO2)2Ca 4 o acético

etanol (agitar th)  (agitar 55min)  (agitar 11 min) P Sol VB

= =
-y ‘_@ T

Polvo VB

Gel VB
Tratamiento (envejecer 3 dias)
térmico

(1200C/48h)

Agitacion
magnética

Figura 3. Esquema sintesis vidrio bioactivo por sol-gel

El segundo proceso de sol-gel tuvo como fuente de SiO2, la silice extraida de fuentes
naturales. Inicialmente se sigui6 lo reportado por Nayak, J.P. et al. (2010) y Naghizadeh, F.
et al. (2015) (8)(3) con el fin de conocer las variables del experimento y asi poder
modificarlas para lograr un vidrio bioactivo en el sistema ternario planteado. Se usé NaOH
para disolver la silice y posteriormente fue adicionado nitrato de calcio disuelto en acido
nitrico gota a gota, este proceso se llevd a cabo con la silice de raquis debido a que era la
materia prima planteada inicialmente. Para lograr sintetizar un VB en un sistema ternario
Si0,-Ca0-P.0s fue necesario plantear otra metodologia donde se incluyera la fuente de
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fosforo y se eliminara el uso de hidroxido de sodio como medio para disolver la silice.
Después de varios pre-ensayos se logro determinar que el hidréxido de amonio era el reactivo
mas apropiado en la disolucion de la silice, ya que permite aumentar el pH lo suficiente pero
no genera subproductos en el vidrio bioactivo debido a su bajo punto de fusidn. Respecto a
la fuente de fdsforo, se siguié la misma metodologia empleada para la sintesis de VB con
TEOS modificando Unicamente la primera etapa.

El polvo de vidrio bioactivo sintetizado se debe macerar y lavar varias veces con agua
destilada para eliminar las fases organicas aun presentes y poder proceder con la
estabilizacion por medio de un tratamiento térmico a 600°C presentado en la Figura 4, esto
se realiz6 con el fin de que la estructura del vidrio estuviera estable a temperatura ambiente,
ya que segun la literatura los vidrios bioactivos producidos por sol-gel pueden hidratarse.
Para ello se usa una temperatura inferior a la temperatura de cristalizacion del vidrio (9)

540 min

600 —

3.332C/min

60 min
400 -

200 4 26.67°2C/min

Temperatura (°C)

x : : : - : .
(o] 200 400 600 800
Tiempo (min)

Figura 4. Tratamiento térmico estabilizacion del polvo sintetizado.

1.3 Fabricacion de scaffolds de quitosano/vidrio bioactivo

Los scaffolds quitosano/vidrio bioactivo con silice proveniente del TEOS y de las fuentes
naturales se fabricaron siguiendo lo definido por Pourhaghgouy, M. et al. (2016) (10) con
algunas modificaciones planteadas por Quintero, L. y Ochoa, M. (2014) (11) para la dilucién
del quitosano usando &cido lactico debido a que permite dilucién completa en menor tiempo.
Inicialmente se disuelve el quitosano al 2% (p/v) en una solucion de acido lactico al 1% (v/v)
y se deja agitar hasta lograr una consistencia homogénea como se observa en la Figura 5.
Una vez se tiene la solucion lista se procede a adicionar la cantidad de vidrio bioactivo (VB)
en polvo en proporciones CH/VB 1:1 y 2:1. El VB se deja en agitacion por 30 minutos.
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Transcurrido este tiempo se llevan las soluciones a un proceso de sonicacion por 1h para
favorecer la dispersion del VB en la solucion, para luego retirarlos y adicionar glutaraldehido
25% como entrecruzante en una proporcion 1% p/p respecto a la cantidad usada de polimero.
El glutaraldehido se agita vigorosamente por 10 min y toda la solucion es luego llevada a
contenedores poliméricos para proceder con el proceso de congelacion con dioxido de
carbono en estado sélido por 24 horas, y liofilizada por 48 horas. El proceso de liofilizado se
realizo a una temperatura de -88°C y un vacio de 0.120 mbar. Finalmente, se obtienen las
estructuras porosas tridimensionales con una morfologia cilindrica igual al contenedor que
sirve como molde.

Agua + acido Quitosano e ] e
lactico (1% v/v) (2% p/v) singuizosano

Agitacion 2h ﬂ' Agitacion 30 min
Scaffold Vaciado en moldes y @ ‘ '
Liofilizacién congelar Sonicar 1h

Glutaraldehido
(1% p/p)

Figura 5. Esquema fabricacion de scaffolds por liofilizado

2 CARACTERIZACION DEL SILICIO EXTRAIDO DE FUENTES NATURALES
Y LOS POLVOS DE VIDRIO BIOACTIVO SINTETIZADOS

2.1 Caracterizacion quimica

Los polvos obtenidos, tanto la silice extraida como los VB sintetizados, fueron caracterizados
por dos métodos para de esta manera determinar su composicion quimica. Ademas para
complementar la caracterizacion quimica, los VB sintetizados se caracterizaron por Raman.

2.1.1. Difraccion de Rayos X (DRX)

Se realizé DRX para determinar las fases de los polvos y su cristalinidad. Este ensayo se
realizd en un difractomettro de rayos X marca XPert PANalytical Empyrean Series Il
provisto de una fuente de Cu-Ka (1.5405980 A). Este equipo trabaja con niveles de voltaje
y corriente de 45 kV y 40 mA, respectivamente. Este ensayo se realizo entre un angulo 26 (°)
de 5° y 60° con un paso de 0.02%s
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2.1.2. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Se realiz6 FTIR para analizar los grupos funcionales presentes en los polvos, tales como
silicatos y fosfatos, con el fin de corroborar la correcta sintesis de los VB sintetizados y la
obtencion de la silice. Esto se llevé a cabo en un equipo marca Shimadzu IRTracer-100 por
la técnica ATR, trabajado en una longitud de onda entre 400 y 4500 cm™.

2.1.3. Espectroscopia Raman

Se realiz6 espectroscopia Raman en los polvos de vidrio bioactivo elegidos en dos puntos
con el fin de corroborar la homogeneidad de la muestra, ademas para complementar las
técnicas de DRX y FTIR. Este ensayo se realizo en un espectrometro Raman confocal marca
Horiba Jobin Yvon modelo Labram HR de alta resolucion. Se uso6 un laser He/Ne emitiendo
a 633 nm con una potencia de salida hacia la muestra de 17 mW. Los fotones dispersados
por la muestra fueron dispersados en rejillas de difraccion de 600 lineas/mm y
simultdneamente colectados en un detector CCD con resolucion de 1024x256 pixeles. Los
espectros tomados sobre cada muestra se realizaron por 50 segundos.

2.2 Caracterizacion morfologica

2.2.1.Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se utilizo la técnica SEM para analizar la morfologia y tamafio de las particulas de los VB y
la silice. Se us6 un microscopio JOEL-JSM 6490 LV que trabaja con una aceleracion de
voltaje de 20 kV.

2.3 Caracterizacion fisica

2.3.1. Método del picnémetro

Se utilizé el método del picnometro para conocer la densidad de los polvos sintetizados. Esto

se hizo siguiendo el estandar ASTM D2320-98. Se usé un picnémetro de 10 mL con agua
destilada como agente humectante.

2.4 Caracterizacion biologica
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2.4.1.Ensayo de bioactividad

El ensayo de bioactividad se realizé para determinar la habilidad de los VB en formar una
capa de apatita en presencia de fluido corporal simulado (SBF). El ensayo se realizd
siguiendo lo reportado por Kokubo, T. y Takadama, H. (2006) (12) analizando las muestras
a7y 14 dias de reaccion en SBF a 37°C. Para mayor facilidad en el desarrollo de esta prueba,
los polvos se conformaron en probetas cilindricas comprimidas uniaxialmente a 30 MPa por
2 min. Para analizar la capa de apatita formada y su relacion Ca/P, las muestras se analizaron
a través de SEM y EDS (Microanalisis por Dispersion de Energias por Rayos X) acoplado al
mismo equipo. Esto se realiz6 tomando varios puntos en la muestra con morfologia similar
y con voltaje constante para que los resultados sean comparables. Para definir el volumen de
SBF a usar para el ensayo, se sigui6 lo definido por Faure, J. et al. (2015) (13) deteniendo la
reaccion con agua destilada y posteriormente secadas en desecador.

3 CARACTERIZACION DE LOS SCAFFOLDS PRODUCIDOS
3.1 Caracterizacion quimica
3.1.1.Difraccion de Rayos X (DRX)

Los scaffolds fabricados se analizaron a través de DRX para determinar la presencia de los
VB en la estructura. Esto se hizo en un difractomettro de rayos X marca XPert PANalytical
Empyrean Series Il provisto de una fuente de Cu-Ka (1.5405980 A). El cual trabaja con
niveles de voltaje y corriente de 45 kV y 40 mA, respectivamente. Se evaluaron las muestras
entre un angulo 20 (°) de 5° y 60° con un paso de 0.02%s.

3.1.2.Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Se realizaron ensayos por FTIR a los scaffolds para confirmar la presencia tanto del polimero
como del ceramico en las muestras, ademas para identificar posibles interacciones quimicas
entre ambos materiales. Para llevar a cabo este estudio se utilizé un equipo marca Shimadzu
IRTracer-100, por la técnica ATR. Las muestras se analizaron entre una longitud de onda de
400 y 4500 cm™,

3.2 Caracterizacion morfologica
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3.2.1.Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para estudiar la morfologia y tamafio de los poros formados en los scaffolds se utilizo la
técnica SEM, ademas se us6 EDS para identificar los elementos quimicos presentes en los
scaffolds.

3.3 Caracterizacion fisica
3.3.1.Pruebas de compresion

Las pruebas de compresion se llevaron a cabo adaptando la norma ASTM D695-15 para
“Propiedades a la compresion de plasticos rigidos (Standard Test Method for Compressive
Properties of Rigid Plastics)”, debido a que los scaffolds son materiales compuestos porosos,
en una maquina universal para ensayos marca Digimess®, adicionando una carga secuencial
a una velocidad de 5 mm/min con una capacidad maxima de 4904 N hasta alcanzar 75% de
deformacion. Las muestras tenian forma cilindrica con alturas promedio de 22 mm y radios
promedio de 9 mm. Aunque la norma indica que el nimero de réplicas debe ser de 5 muestras,
para esta prueba fue de 3 muestras por formulacion debido a la limitacion del material; sin
embargo, se cumple con la cantidad minima para que el resultado sea estadisticamente
confiable.

3.3.2.Porcentaje de porosidad

El porcentaje de porosidad de los scaffolds se analiz6 siguiendo lo reportado por Lou, T. et
al. (2014 y 2016) (14)(15). El ensayo consisti6 en pesar en seco (W) los scaffolds,
posteriormente estos fueron sumergidos en etanol al 70% y llevados a vacio por 15min. Se
usa etanol como liquido de desplazamiento ya que no disuelve el quitosano y puede ingresar
facilmente a través de los poros de la estructura. Una vez se retiraron los scaffolds del etanol,
se llevaron a una probeta con volumen (V1) y peso (W1) conocido de etanol puro, se toma el
peso del sistema (W>) y el volumen desplazado (V2) al sumergir el scaffold. Estos datos se
llevan a la Ecuacion 1 para asi determinar el valor de porcentaje de porosidad (¢), teniendo
en cuenta la densidad del etanol (p).

(W2 —W1—-Ww)
o)
(V2 -V1)

Ecuacion 1. Ecuacion para determinar el porcentaje de porosidad (14)(15).

3.4 Pruebas de estabilidad
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3.4.1.Pruebas de degradacion en SBF

El estudio de degradacion de los scaffolds se siguid segun el estindar ASTM F1635-11 segun
el Test A por pérdida de peso. Las muestras secas se pesaron y se sumergieron en SBF. Estas
fueron incubadas a 37°C por 7, 14, 21 y 28 dias. Se utilizaron 3 muestras para cada dia con
el fin de evitar la constante deposicion de sales que pudiera afectar la medida de degradacion.
Una vez las muestras terminaban su periodo de incubacién, se retiraban de la solucion, se
lavaron con abundante agua destilada y nuevamente se secaron por liofilizacion para
proceder con el pesaje.

El valor del pH de la solucion de SBF también se midié con el fin de determinar si el
fendmeno de degradacion de las muestras tiene algin efecto sobre este valor.

3.4.2. Termogravimetria

La estabilidad térmica de los scaffolds se evalué por TGA en un equipo marca Universal
V4.5A Instruments modelo Q500 V20.13 Build 39 utilizando atmosfera de nitrégeno
dinamica con taza de flujo de 35mL/min, con una taza de calentamiento de 10°/min entre un
rango de temperatura de 30 a 800°C, segun lo reportado por Corazzari, I. et al. (2015) (16)
para quitosano. Esto se realiz6 para determinar las temperaturas de transformacion de los
materiales fabricados.

3.5 Caracterizacion bioldgica
3.5.1.Ensayo de bioactividad

El ensayo de bioactividad en los scaffolds siguié los mismos parametros definidos para el
ensayo en los VB sintetizados. Las muestras se tomaron por duplicado y se analizé la
formacion de apatita en SEM y EDS.

3.5.2. Analisis antimicrobiano

El estudio antimicrobiano en los scaffolds se realizé para identificar el grado fungicida y
bactericida de las muestras, con el fin de que sirva como proteccion ante posibles infecciones
durante su implante. Este estudio se realizo siguiendo el método Kirby-Bauer o método por
difusion en agar, esto se realizd siguiendo lo recomendado en USP Antimicrobial
Effectiveness Testing Chapter 51 (17) para materiales liquidos en uso farmacéutico. Las
cepas seleccionadas fueron Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC
25923) como cepas bacterianas y Fusarium oxysporum como hongo filamentoso. La E. coli
se sembrd en agar EMB, la S. aureus en Baird-Parker y el Fusarium en PDA, para todos los
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microorganismos se tomaron 100 pL de la solucion madre y se homogeniz6 con haza de
vidrio sobre el agar para posteriormente poner discos cortados de los scaffolds con diametro
de 6.35 mm. Se tomaron los 5 scaffolds en una sola caja con indculo, esto se hizo por
duplicado y se tomd una caja por separado sin scaffolds como control.

4 DISENO ESTADISTICO

Debido a que el procedimiento experimental se dividid en dos grandes etapas (sintesis de VB
y fabricacion de scaffolds) fue necesario para cada una establecer un disefio de experimentos
individual.

4.1 Disefo de mezclas

Para la sintesis del vidrio bioactivo usando TEOS como fuente de silicio se planted un disefio
de mezclas con restricciones aumentadas para conocer la influencia de cada uno de los
componentes en la respuesta bioactiva del polvo y asi definir la mejor composicién. Un
disefio de mezclas se caracteriza porque se evalla la respuesta en el material final como una
combinacién de todos los componentes que intervienen (factores).

De este modo, un disefio de mezclas simplex evalla las componentes puras 0 en
combinaciones dobles. Cuando se realizan restricciones sobre los limites de las componentes
en un disefio simplex se pueden generar 3 tipos de disefios, uno upper bounds donde se trabaja
con limites superiores para uno 0 mas componentes de la mezcla. En el caso de lower bounds,
los limites son inferiores o un disefio completamente restringido donde se utilizan limites
inferiores y superiores en todos los factores.

El disefio usado en la sintesis de vidrio bioactivo con TEOS fue entonces un disefio de
mezclas completamente restringido (DMR) con 3 componentes correspondientes a cada uno
de los oxidos que hace parte del VB (SiO2, CaO, P20s). Los limites para estos 0xidos se
definieron respecto a los valores que mas se reportan en la literatura (7)(18) obteniendo para
cada oxido las restricciones definidas en la Tabla 1.

Tabla 1. Restricciones definidas en el disefio de mezclas.

Restriccion inferior (%)  Restriccion superior (%)

SiO» 58 70
P20s 6 9
CaO 24 34
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Con estas restricciones se obtuvo un disefio con 5 vértices ademas los puntos de disefio se
aumentaron con punto al centro y centros de borde. La Tabla 2 muestra los puntos del disefio
generado por el software R. Ademas de la nomenclatura empleada para definir cada una de
las combinaciones.

Tabla 2. Nomenclatura y fraccién molecular de cada combinacion empleada en el disefio de mezclas.

Nomenclatura Fraccion Molecular

SiO2 P20s Cao
VB1 0.67 0.09 0.24
VB2 0.68 0.08 0.24
VB3 0.58 0.09 0.33
VB4 0.64 0.07 0.29
VB5 0.58 0.08 0.34
VB6 0.70 0.06 0.24
VB7 0.60 0.06 0.34
VB8 0.63 0.09 0.28
VB9 0.59 0.07 0.34
VB10 0.65 0.06 0.29

El modelo seleccionado para el analisis estadistico por test ANOVA (andlisis de varianza)
fue un modelo cubico especial presentado en la Ecuacién 2, donde Y es la respuesta, fi son
las constantes para cada interaccion y Xi son las variables.

Y = BIX1 + f2X2 + BX3 + B12X1X2 + S13X1X3 + f23X2X3 + B123X1X2X3

Ecuacion 2. Modelo cubico especial para el analisis del disefio de mezclas

Para determinar la significancia de los efectos de las variables se uso el test Fisher’s Least
Significance Difference (LSD). El nivel de significancia seleccionado fue de 5%, lo que
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equivale a un valor-p de 0.05; valores por debajo del nivel seleccionado indican que el factor
es estadisticamente significante.

4.2 Disefio experimental factorial 22

Para la fabricacion de los scaffolds se planted un segundo disefio experimental debido a que
ya la respuesta no se evalGa sobre una mezcla sino sobre una combinacion de elementos
individuales llamados factores es el efecto de estos factores lo que se desea conocer.. Se
planted un disefio factorial 22 donde se busca analizar la influencia de cada uno de los factores
analizados en la variable respuesta. En la Tabla 3 se presentan los factores que se analizaron
y las distintas variables respuesta

Tabla 3. Disefio factorial para la fabricacion de los scaffolds

Punto Factores Respuestas
digjﬁo Relacion | Fuente | Resistencia | Comportamiento | Pérdida | Bioactividad | Tamafio
(CH/VB) compresion | antimicrobiano | de masa de poro
1 2:1 TEQOS Y11 Y21 Y31 Y41 Y51
2 2:1 TEOS Y12 Y22 Y32 Y42 Y52
3 2:1 TEOS Y13 Y23 Y33 Y43 Y53
4 2:1 Silice Y14 Y24 Y34 Y44 Y54
5 2:1 Silice Y15 Y25 Y35 Y45 Y55
6 2:1 Silice Y16 Y26 Y36 Y46 Y56
7 11 TEOS Y17 Y27 Y37 Y47 Y57
8 11 TEOS Y18 Y28 Y38 Y48 Y58
9 11 TEQOS Y19 Y29 Y39 Y49 Y59
10 11 Silice Y110 Y210 Y310 Y410 Y510
11 11 Silice Y111 Y211 Y311 Y411 Y511
12 11 Silice Y112 Y212 Y312 Y412 Y512

El porcentaje de quitosano usado, como el del glutaraldehido se mantuvo constante durante
todos los experimentos. Igualmente, el método de congelamiento empleado fue el mismo,
esto se logré con hielo seco adquirido del mismo lugar
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Los resultados se analizaron en el software libre R, realizando un test ANOVA para
determinar la significancia de los factores sobre las respuestas y la desviacion experimental
del modelo determinado. Para este disefio también se empled un nivel de significancia de 5%,
ya que las decisiones que se tomen a partir de estos resultados no tienen influencia directa
sobre la vida de las personas.
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CAPITULO
Y

RESULTADOS Y ANALISIS

PROLOGO

En la fabricacién de scaffolds para uso en Ingenieria de Tejidos (ITO) es necesario realizar
un estudio inicial exhaustivo, donde se evalGan las propiedades mecanicas, morfoldgicas,
quimicas y estructurales con el fin de definir si el material fabricado coincide con estas
mismas propiedades en el hueso.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos para las pruebas realizadas en los vidrio
bioactivos sintetizados y en los scaffolds fabricados con los materiales ceramicos obtenidos.

En conjunto con los resultados, se realiza una comparacion con las propiedades naturales del
hueso para asi definir si el material fabricado es aceptable en el ITO y por lo tanto puede
continuar con las etapas definidas para materiales de uso médico, es decir, la posibilidad de
realizar estudios in vitro e in vivo de aquellos materiales que cumplan con las propiedades
mas adecuadas para la aplicacion.
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1. SILICE OBTENIDA DE FUENTES NATURALES

La silice obtenida a partir de fuentes naturales fue caracterizada por Espectroscopia Infrarroja
por Transformada de Fourier (FTIR) y Difraccion de Rayos X (DRX) con el fin de identificar
si presenta los picos y bandas caracteristicos de SiO- sin presencia de otros elementos que
puedan afectar la correcta sintesis de vidrio bioactivo con las diferentes fuentes.

1.1. Extraccion de silice desde raquis de palma

Inicialmente la fuente elegida para la obtencion de silice fue el raquis de palma africano. Este
fue sometido a tratamiento alcalino con precipitacion de la silice al cambiar de pH, el polvo
obtenido fue sometido a tratamiento térmico para lograr purificar la silice. Se plantearon dos
tratamientos térmicos por debajo de 800°C ya que a esta temperatura inicia el proceso de
cristalizacion del polvo. En la Figura 1 se comparan los dos espectros de infrarrojo de silice
de raquis al someterla a los dos tratamientos térmicos diferentes. El primero se realiz6 a una
temperatura final de 600°C por un tiempo méaximo de 10 horas, mientras que el segundo se
realiz6 a 700°C por 6 horas. En el gréfico se observa que ambos espectros presentan bandas
caracteristicas para la silice identificados con puntos naranja en la figura, donde la banda
principal (entre 1100 y 1150 cm®) (1) se ve solapada por la banda principal de la lignina que
vibra en la misma longitud (2). Se observa como esta banda disminuye en intensidad al
aumentar la temperatura de calcinacion debido a la volatilizacion de los componentes
organicos; sin embargo, otras bandas que pertenecen a la lignina (en color verde) siguen
apareciendo, por lo cual la temperatura usada en el tratamiento térmico fue aumentada hasta
800°C, pero con esto se cristalizo la estructura lo que afectd su correcta recuperacion de los
crisoles usados.

Las bandas que se encuentran en 1500 y 2000 cm™* pertenecen a ruido del equipo, por lo que
no son tenidas en cuenta durante el analisis.
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Figura 1. FTIR para silice obtenida de raquis con dos tratamientos térmicos
1.2. Extraccion de silice desde cascara de corozo

Debido a la poca disponibilidad del raquis de palma en esta region del pais, se opta por utilizar
otras fuentes de mas facil acceso. Se decide usar cascara de corozo. Debido a su morfologia,
ésta debe ser tratada igual que el raquis de palma; es decir, se debe proceder con un
tratamiento alcalino seguido de una precipitacion por cambios de pH. En la Figura 2 se
presenta el espectro para el FTIR realizado en la silice extraida a partir de la c&scara del
corozo. Se puede observar que, igual que el raquis, presenta las bandas caracteristicas para
la silice que se observan en 1097 y 608 cm™ aproximadamente (3). Aun asi, presenta dos
bandas de intensidad considerable que no pertenecen a la silice y que pueden deberse al
tratamiento realizado para la obtencion del polvo puro. Estas bandas pueden deberse a la
posible formacién de sulfato de sodio durante el proceso de extraccion que cuenta con un
pico por encima de 1500 cm™ y otras bandas que se solapan con las de la silice como se
encuentra en el espectro obtenido para la cascara de corozo (4).

73

GRUPO DE INVESTIGACION EN BIOMATERIALES



UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA - FACULTAD DE INGENIERIA - PROGRAMA DE POSGRADOS

105
100
95
90
85
80
75
70 4
65
60
55
50
45 ]
40 ]
35

Transmitancia

T T
2000 1000 0

-1
cm

T T
4000 3000

Figura 2. FTIR silice extraida de la c&scara de corozos

El tratamiento térmico usado en la silice de la cascara de corozos también fue utilizado para
purificar la silice extraida del raquis de palma. A este polvo se le realizé un DRX para
identificar las fases presentes. Se puede observar en la Figura 3 que el espectro de difraccion
presenta picos para SiO2 en aproximadamente 20 =21 y 30° (5), estos picos estan muy
pronunciados lo que da indicio de la cristalinidad del material. Por otro lado, se evidencia la
presencia de otros picos igual de importantes a los de la silice y que son debido a la formacion
de cristales de sulfato de sodio (Na:SOs, codigo de referencia # 01-070-1541, HighScore
Plus) que se atribuyen al tratamiento realizado para la extraccion de la silice. Por lo cual este
método no es confiable ya que deja residuos potencialmente peligrosos para la salud humana
y por lo tanto no es posible el uso de este material en la sintesis de materiales con fines
meédicos.

Debido a la presencia del sulfato se intentd proceder con lavados de la silice obtenido para
lograr purificar el material; sin embargo, esto no fue posible ya que el sulfato se encuentra
en una forma cristalina que no solubiliza en agua. Es por esto que el proceso de extraccion
de silice por tratamiento alcalino debe ser descartado.

Por otro lado, la cantidad de silice que puede ser extraida a partir del raquis de palma y la
cascara de corozo por otro método diferente al planteado es muy baja, de esta manera no es
viable usar estos dos desechos como materia prima en la obtencion de silice.
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Figura 3. DRX silice extraida a partir de raquis de palma africana

1.3. Extraccion de silice desde cascarilla de arroz

La cascarilla de arroz es conocida por sus altos niveles de silice en su estructura. Para la
obtencion de SiO2 pura se debe someter la fuente a un tratamiento térmico con el fin de
eliminar las fases organicas presentes.

El polvo resultante presentaba una coloracion rosada muy clara como se aprecia en la Figura
4. Este material fue caracterizado por DRX y FTIR para comprobar si lo que se obtuvo fue
silice pura, o hay presencia de otras fases que puedan influir en el desempefio del material.
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Figura 4. Polvo de silice obtenido de la calcinacion de céscara de arroz

En la Figura 5 se presenta el espectro del FTIR realizado en la silice, donde se pueden
identificar las bandas en 1049 y 792 cm correspondientes a silice pura. Ademas, el espectro
tiene una forma similar al espectro correspondiente para SiO2 que se encuentra en la base de
datos del equipo usado en el analisis (3).
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Figura 5. FTIR silice extraida a partir de cascarilla de arroz
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Para complementar la informacién sobre la silice se realizé un DRX en el polvo. La Figura
6 muestra el espectro obtenido para este polvo donde se ve que el material es amorfo como
es de esperarse en la cascarilla de arroz como lo reportan Virajini, R. et al. (2013) (6). El
espectro también muestra un pico amplio alrededor de 26=21° lo cual es caracteristico para
este tipo de material.

Por lo tanto la fuente de silice seleccionada para proceder con la sintesis de vidrio bioactivo
fue la silice extraida de la cascarilla de arroz, por ser la Gnica en presentar la composicion
quimica adecuada sin presencia de otros elementos que puedan causar errores en los procesos
subsiguientes. Lo que se pudo comprobar con el resultado del EDS-SEM (imagen no
mostrada) donde se evidencio la presencia de dxido de silicio en la muestra sin ningun otro
tipo de elemento. Esta prueba se realiz6 en distintas zonas del material para comprobar la
homogeneidad del mismo.
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Figura 6. DRX y EDS polvo de silice extraido de cascara de arroz

2. CARACTERIZACION DE LOS POLVOS DE VIDRIO BIOACTIVO
SINTETIZADOS

2.1. Vidrio bioactivo sintetizado con TEOS

Para definir la composicion que presentara un mejor comportamiento bioactivo, se siguio el
disefio de mezclas inicamente para los vidrios bioactivos sintetizados con TEOS como fuente
de silice, debido a que al usar fuentes naturales requeria tiempo adicional en el proceso. Por
otro lado, la metodologia empleada en esta sintesis ya se encuentra reportada, mientras que
para el uso de fuentes naturales era necesario definir la metodologia a emplear, por lo que
para efectos de comparacion era preferible tener establecida la composicion a sintetizar.
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En el disefio de mezclas planteado se establecieron 10 diferentes formulaciones, estas fueron
sintetizadas de forma aleatoria y caracterizadas inicialmente por DRX para conocer Si
presentaban los picos caracteristicos de los vidrios bioactivos en un sistema ternario y
posteriormente se les hizo un ensayo de bioactividad.

2.1.1.Difraccion de Rayos X (DRX)

Debido a su baja cristalinidad, los polvos se sometieron a un proceso térmico alcanzando una
temperatura de 1050°C con el fin de obtener picos agudos y diferenciables en el espectro. En
la Figura 7 se presentan los resultados para las 10 formulaciones de VB, en la Figura 7a se
encuentran los espectros para VB1 hasta VB5 y en la Figura 7b se encuentran los espectros
para VB6 hasta VB10. Los picos primarios y secundarios en todos los VB sintetizados son
consistentes tanto en angulo como en intensidad segun lo reportado para sistemas similares
(7)(8). Se logran identificar los picos primario y secundario caracteristicos para el SiO2 a
20=30.9 y 21.3, respectivamente.

Los picos que se encuentran en 26=34.4 y 31.3 son los primario y secundario para CaO,
respectivamente; y los picos que se encuentran en 20=27.7 y 25.7 son los primario y
secundario para P2Os. Estos picos se encuentran presentes en los espectros de todas las
formulaciones; sin embargo, los espectros de VB1, VB2, VB3, VB4, VB8 y VB10 muestran
otros picos (mas de dos) que puedan ser posiblemente debido a la formacion de fases
indeseables en la estructura, mientras que los espectros de VB5, VB6 y VB9 presentan uno
0 dos picos de otras fases; posiblemente estas fases se deben a la formacion de pseudo-
wollastonitas que tienden a formarse con los mismos 0xidos usados en la sintesis de vidrio
bioactivo (9). Por su parte el espectro para VB7 no presenta ningln pico diferente a los
caracteristicos de cada 6xido
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Figura 7. Espectros de DRX para los VB sintetizados después de un tratamiento a 1050°C. a) VB1 a VBS;
b) VB6 a VB10

2.1.2.Caracterizacion posterior a los ensayos in vitro

La capa de apatita formada en la superficie de los cilindros realizados con los polvos
sintetizados después de ser sometidos a pruebas in vitro en SBF se analizaron por SEM y
EDS a 7 y 14 dias de exposicion. En la Figura 8 se encuentran las imagenes SEM para los
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10 VB analizados a 7 y 14 dias de inmersion en SBF, se puede observar la capa de apatita en
la superficie de los cilindros de VB. Se logra evidenciar que el comportamiento no es igual
en cada una de las formulaciones, ya que para algunas la capa de apatita disminuye con el
tiempo, lo que puede indicar la poca estabilidad de esta capa en esas formulaciones lo que no
es deseable en materiales para futuras aplicaciones en ingenieria de tejido 6seo. Mientras que
para otras formulaciones dicha capa aumenta con el tiempo de exposicion en SBF.

7 dias en SBF

X500 50pm

X500  50pm

X500 50pm

X500 . 50pm

X500  50pm

14 dias en SBF

X500 | 50pm

X500  50pm

X500  50pum

X500  50pm

X500  50pm

Figura 8. Imagenes SEM de la capa de apatita formada en la superficie de cada uno de los VB sintetizados

VB6

VB7

VB8

VB9

VB10

7 dias en SBF

X500 50pm

X600 50um

X500 " 50pm,

X500  50pm

14 dias en SBF

X500 50pim

La capa de apatita fue analizada usando el software libre ImageJ para asi conocer cuanto
porcentaje de vidrio bioactivo se encontraba recubierto. Este analisis se realiz6 en tres
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imagenes de cada formulacién para asi tomar el valor promedio ademas proceder con el
analisis estadistico. El software hace un analisis por diferencia de color en la imagen, donde
la zona mas clara es la apatita formada. Con esto calcula el porcentaje de zona clara respecto
a la zona oscura.

En la Figura 9 se encuentran los resultados promedios con su respectiva desviacion para el
porcentaje de apatita formada (PAF) en cada formulacién a 7 (en color gris) y a 14 (en color
oliva) dias de exposicion en SBF. De esta grafica se logran observar dos grandes tendencias,
por un lado se observa un decaimiento en el PAF en algunos de los VB (VB1, VB2, VB3,
VB5 y VB6) con el tiempo de exposicion en SBF; mientras que para los VB restantes (VB4,
VB7, VB8, VB9 y VB10) se presenta un comportamiento opuesto, es decir, hay un aumento
en el PAF con el tiempo. Estas tendencias pueden ser atribuidas a las diferencias
composicionales usadas en la sintesis de los VB. A partir de los resultados estadisticos
obtenidos del Disefio de Mezclas Restringido (DMR) se logro obtener un valor-p <0.05 para
el componente SiO, lo que indica que la cantidad de silice es la variable con mayor
significancia en la respuesta (PAF), este resultado es concordante con lo reportado por Hench
(10)(11). Esto quiere decir que a mayores concentraciones de silice cualquier tipo de union
con tejido se ve limitada, mientras que bajas concentraciones promueven la unién con tejido
blando (10). En este sentido, se observa el aumento de la capa de apatita en aquellas
combinaciones del DMR con valores intermedios de silice y la disminucion de esta capa en
los puntos de borde en el disefio experimental.

[ |7 dias
28 4 B 14 dias
26 ] e
24 ]
o
20 -]
18
16

12

Porcentaje Apatita Formada

VB1 VB2 VB3 VB4 VB5 VB6 VB7 VB8 VB9 VB10

Figura 9. Porcentaje de apatita formada n los VB sintetizados a 7 y 14 dias en SBF
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Las capas formadas también fueron analizadas por EDS para conocer la relacion
calcio/fésforo (Ca/P), para ello se tomaron varios puntos con morfologia igual usando un
mismo voltaje de trabajo con el fin de asegurar que el valor obtenido fuera valido. Los valores
promedio obtenidos con su respectiva desviacion se encuentran en la Figura 10 donde se
presentan los resultados para cada una de las formulaciones a 7 y 14 dias en SBF.

Los resultados demuestran que de acuerdo a la composicion en el VB la capa de apatita
formada puede ser igual a la hidroxiapatita natural, la cual cuenta con una relacion Ca/P que
varia entre 1.37 y 1.87 (12), lo que indica que las formulaciones VB5 y VB7 obtuvieron los
resultados més apropiados después de 14 dias de inmersion.

[ ]7dias
B 14 dias

1.4 4

1.2 4

1.0

0.8

CalP

0.6

0.4

0.2

0.0

VB1 VB2 VB3 VB4 VB5 VB6 VB7 VB8 VB9 VB10

Figura 10. Valor Ca/P para cada uno de los VB después de 7 y 14 dias en SBF

El estudio estadistico se realizd teniendo en cuenta tanto los resultados de PAF como los
resultados de Ca/P. Con esto se logré definir que el modelo seleccionado (modelo cubico
especial) fue el adecuado y que se ajusta a los datos en un 98% por lo que es posible conocer
coémo seréa el porcentaje de apatita y la relacion Ca/P de un vidrio bioactivo conociendo su
composicion. Ademas los resultados cumplieron con las caracteristicas de disefio de
normalidad, varianza constante e independencia con lo cual se valida el modelo usado y por
lo tanto es posible comparar los datos y asi seleccionar la combinacion méas apropiada para
aplicacion en ITO.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para PAF las formulaciones con mejor
comportamiento fueron VB4, VB7, VB8, VB9 y VB10; mientras que aquellas con un valor
Ca/P maés cercano al natural fueron VB5 y VB7, lo que permite identificar la formulacion
VB7 como aquella con respuestas mas apropiadas segun la aplicacion que se busca que es en
ITO. Por otro lado, esta formulacion fue la Unica que no presento otras fases en el DRX por
lo tanto es la composicion seleccionada para usar como refuerzo en scaffolds de quitosano.

A la capa de apatita formada en la superficie de VB7 se le analiz6 la morfologia a través de
SEM vy se identificaron los grupos funcionales por medio de FTIR a 7 y 14 dias en SBF. En
la Figura 11 se muestra cOmo esta capa presenta una estructura pequefia (tamarfio de particula
pequefio) y muy aglomerada por lo que es complejo medir el tamafio real. Este resultado
demuestra que la capa formada es ventajosa ya que morfologias pequefias son preferibles en
aplicaciones Gseas debido a que la apatita natural presenta tamafios micro y nanométricos
(13)(12).

ar-Ei

Figura 11. SEM de la capa de apatita formada sobre VB7 a 14 dias en SBF

En la Figura 12 se encuentran los espectros de FTIR para VB7 a 0, 7 y 14 dias de exposicion
en SBF donde se puede observar en los tres espectros una banda intensa entre 1400 y 840
cm?, el cual se encuentra centrado en aproximadamente 1097 cm™ relacionada a la formacion
de una red de silicato. Esta banda presenta dos hombros en 1396.23 y 947.69 cm™. Segun la
literatura las bandas a 1396 y 1097 cm corresponden a los modos de estiramiento asimétrico
de los grupos Si-O-Si; mientras que la banda a 947 cm1 corresponde a las vibraciones de los
grupos Si-O™ (14).
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Ademas, los espectros correspondientes para 7 y 14 dias de exposicion en SBF presentan
bandas en 568 y 601 cm™ que son debido a las vibraciones del enlace P - O en los grupos
PO4, igualmente una banda en 792 cm™* relacionada con el estiramiento del enlace P-O, lo
que indica la presencia de fases cristalinas de fosfatos de calcio relacionados con la formacién
de una capa de apatita en la superficie (15). Estas bandas aumentan en intensidad a medida
que aumenta el tiempo de exposicion en SBF, lo que estd de acuerdo con el anélisis por SEM
al ver el aumento de deposiciones en la superficie de la pastilla de vidrio bioactivo.

14 dias

7 dias

Transmitancia

u 0 dias

T
500 0

— r 1 & T * 1 = 1 T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

-1
cm

Figura 12. Espectro FTIR en VB7 para 0, 7 y 14 dias de exposicion en SBF

2.1.3. Espectroscopia Raman

El vidrio bioactivo seleccionado (VB7) fue caracterizado por medio de Espectroscopia
Raman para evaluar fases que tal vez no fueron perceptibles en DRX o en FTIR. En la Figura
13 se encuentra el espectro obtenido para VB7 donde se evidencia que falta una banda entre
643-654 cm™ lo que indica la hidrolisis del TEOS durante la sintesis. Adicionalmente la
presencia de las bandas en aproximadamente 424 y 489 cm™ indican la condensacion de
silanol en siloxano con el enlace Si-O-Si. En general las bandas entre 800 y 1450 cm™ son
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debidas al enlace Si-O-Si en silicatos con configuracion tetraédrica. Por otro lado, el pico
intenso en 958 cm™ es debido a la vibracion del grupo PO4. Este es el pico mas intenso y
puede enmascarar también un pico alrededor de 920 cm™ perteneciente a la silice. Con esta
prueba se logra comprobar que se logré una correcta sintesis del polvo, ademas todos los
puntos elegidos para realizar el estudio mostraron el mismo espectro indicando la
homogeneidad de la muestra (14)(16).
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Figura 13. Espectroscopia Raman en VB sintetizado con TEOS

2.1.4.Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El polvo sintetizado se analiz6 por Microscopia Electronica de Barrido con el fin de conocer
su morfologia, homogeneidad y tamafio de particula. En la Figura 14 se muestran las
imagenes SEM para VB7 a diferentes aumentos. Se logra evidenciar que el polvo se
encuentra muy aglomerado adn en altos aumentos, lo que no permite definir correctamente
la morfologia ni el tamafio de particula, por lo que es posible que el tamafio esté en el rango
sub-micrométrico o incluso nanométrico. Por otro lado, al observar toda la muestra a las
mismas magnificaciones se puede decir que el polvo permanece homogéneo en su estructura,
lo que es deseable para que las propiedades bioactivas se mantengan en todo el material.
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Al observar la imagen a 30000X, es posible hacer una aproximacion en la morfologia del
polvo, el cual aparentemente es en forma alargada; sin embargo no es posible medir su
longitud para lograr definir si se trata de barras o de whiskers.

Adicionalmente se midio la densidad del polvo como otra caracteristica fisica del mismo;
esta medida se realizd con la técnica del picnometro. Se determino que la densidad para VB7
fue de 1.80407 + 0.01 g/cm? (25°C). Este valor de densidad es comparable con el valor de
densidad aparente en el hueso cortical (1.85 g/cm?) (17)(18).

20kV  X3,000 S5pm

Figura 14. Imagenes SEM para VB sintetizado con TEOS, a) aumento a 3000X, b) aumento a 20000X, c) aumento a
25000X y d) aumento a 30000X

2.2. Vidrio bioactivo sintetizado con silice de fuente natural

Como se mencion6 anteriormente, la fuente de silice usada fue la cascarilla de arroz ya que
fue la que permitid obtener silice pura sin remanentes del proceso de extraccion. Sin embargo,
la silice obtenida de raquis de palmay de cascara de corozos fue usada en la sintesis de vidrio
bioactivo para comprobar si era posible realizar el proceso con estos materiales.
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2.2.1.Difraccion de Rayos X (DRX)

El VB sintetizado con silice de raquis de palma no logro alcanzar una fase de gel a pesar de
dejarse en agitacion constante por aproximadamente 6 horas, por lo que fue necesario forzar
el gelado por medio de un tratamiento térmico a 70°C por 24 horas y posteriormente se
sometio a calcinado a 1050°C para cristalizar la estructura y caracterizar por DRX.

En la Figura 15 se presenta el DRX realizado en el VB sintetizado, se observan los picos
caracteristicos para SiO2, CaO y NaO; aun asi, también se observan picos que pertenecen a
sulfato de sodio correspondiente al proceso de precipitacion de la silice a partir del raquis de
palma como se esperaba de la caracterizacion realizada en la silice. Estas fases se
comprobaron usando el software HighScore Plus con el cual se logro identificar tres fases
como sulfato de sodio (Na2SOa, codigo de referencia # 01-070-1541), silicato de sodio y
calcio (NasCasSisO1s, cOdigo de referencia # 01-078-0364) y silicato de sodio y calcio
(Na2CasSisO17, codigo de referencia # 00-016-06-90).

Por lo tanto, el método empleado es descartado ya que no se obtiene un sistema comparable
con el realizado para el VB sintetizado con TEOS debido al contenido de sodio y la falta de
una fuente de fosforo. Por otro lado, la fuente de silice (raquis de palma) también se descarta
del proceso por la poca disponibilidad del producto y porque con la metodologia empleada
en la extraccion de la silice quedan remanentes que pueden afectar la bioactividad del
producto final.
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Figura 15. DRX para VB sintetizado usando silice obtenida de raquis de palma africana

El procedimiento definido se realizé con la silice extraida de la cascara de corozos y de la
cascarilla de arroz. Durante el proceso experimental con la cascara de corozo no se logré
obtener un gel por lo que fue necesario forzar el proceso con temperatura. Mientras que para
la cascarilla de arroz esto se logro después de aproximadamente 5 horas de agitacion.

En la Figura 16 se muestran los espectros obtenidos por DRX para ambos polvos sometidos
a calcinacion hasta temperatura de estabilizacion (600°C) comparados con el espectro
realizado en VB7 sintetizado con TEOS también sometido a 600°C. Se observa como el VB
sintetizado con la cascarilla de arroz es similar al realizado con TEOS; mientras que, el VB
con cascara de corozo se asemeja al sintetizado con raquis de palma teniendo en cuenta que
también presenta los picos propios del fésforo indicando la presencia de sulfato de sodio en
la estructura.

De esta manera se comprueba que la cascara de corozo y el raquis de palma no son buena
fuente de silice para la sintesis de vidrio bioactivo. Por el contrario, la cascarilla de arroz es
facil de procesar y permite obtener un VB en el sistema ternario planteado comparable con
el sintetizado con TEOS.
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Figura 16. DRX comparativo para VB de TEOS, cascarilla de arroz y cascara de corozo

2.2.2.Caracterizacion posterior a los ensayos in vitro

El VB sintetizado con la silice extraida de la cascarilla de arroz fue sometido a ensayo in
vitro en SBF. Para ello el polvo se conform¢ en discos usando la misma técnica con la que
se hicieron los discos usados en el ensayo de bioactividad para los VB sintetizados con TEOS.
Los discos fueron sumergidos en la solucién por 7 y 14 dias para analizar la formacién de
capa de apatita en la superficie. En la Figura 17 se muestran las iméagenes SEM obtenidas al
mismo aumento para las pastillas expuestas a 7 y 14 dias en SBF. En las imagenes se observan
fracturas en las pastillas, lo que indica la poca estabilidad del polvo en la solucién lo que
provoca debilitamiento en la estructura provocando fragmentaciones. Sin embargo, se logra
evidenciar la presencia de capa de apatita en la superficie, y que la cantidad de estas
deposiciones aumenta con el tiempo de exposicion en SBF; con lo cual se evidencia la
bioactividad del polvo sintetizado. Aun asi, no es posible realizar una cuantificacion del
porcentaje de superficie de VB recubierta.

Sobre estos puntos de capa de apatita se tomaron varios EDS con el fin de conocer
aproximadamente el valor de la relacion Ca/P de la apatita formada. El valor de Ca/P para la
apatita formada a 7 dias en SBF fue de 2.35 + 0.07 debido a que aun habia presencia del Ca
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perteneciente a la formulacion del VB. Mientras que para la apatita formada a 14 dias fue de
1.96 + 0.6, lo que indica una reaccion completa de los componentes del VB con el medio
provocando la formacion de una capa estable con una composicion similar a la del hueso.

i 200 4 LXE00° 6oy

Figura 17. Imagenes SEM capa de apatita en VB sintetizado con silice extraida de cascarilla de arroz, a) 7 dias en SBF y
b) 14 dias en SBF

Por otro lado, se tom6 una imagen de la capa de apatita formada después de 14 dias en SBF.
En la Figura 18 se encuentra una imagen a 5000X de la capa, donde se observa una
morfologia en particulas aglomeradas con diametros menores a 1um, lo que es deseable para
una aplicacién en ITO, ya que puede asemejarse a la estructura de la apatita natural. Ademas,
se logra observar que esta morfologia es similar a la de la apatita formada sobre el VB
sintetizado con TEOS después de 14 dias en SBF.
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Figura 18. SEM en capa de apatita formada sobre VB después de 14 dias de exposicion en SBF

Para corroborar la formacion de apatita en la superficie de las pastillas de VB sintetizado con
la silice extraida, se realiz6 un FTIR antes y después de 7 y 14 dias de exposicion en SBF.
En la Figura 19 se presentan los espectros obtenidos, se observa que todos presentan una
forma similar; sin embargo, se evidencia el aumento en intensidad de la banda en
aproximadamente 798 cm™, lo que indica que hay un aumento en la cantidad de fosfatos,
debido a que en esta banda se da el estiramiento del enlace P-O indicando la presencia de
fases cristalinas de fosfatos de calcio. Por otro lado, la banda centrada en 1029 cm™ esta
relacionada con la formacion de una red de silicatos, con lo que se corrobora la presencia de
la red de vidrio bioactivo en la estructura.

Las demas bandas relacionadas con la presencia de apatita en el material no son facilmente
identificables, ya que la pastilla de VB no se encontraba muy estable estructuralmente
después de retirada del SBF; ademas la capa formada se desprendia de la pastilla, por lo tanto
la medicidn no era muy precisa.
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Figura 19. FTIR para VB sintetizado con la silice extraida a 0, 7 y 14 dias de exposicion en SBF

2.2.3. Espectroscopia Raman

Para completar la caracterizacion del polvo y complementar la informacion obtenida a partir
del DRX y el FTIR se realizé un Raman. En la Figura 20 se encuentra uno de los espectros
obtenidos para VB sintetizado con silice de cascarilla de arroz; en este se pueden observar
una serie de bandas entre 800 y 1450 cm™ debidas al enlace Si-O-Si en silicatos con
configuracién tetraédrica. Por otro lado, se evidencia que el pico mas intenso se encuentra en
958 cm™ lo que indica la vibracion del grupo POa, el cual puede enmascarar también un pico
perteneciente a la silice (14)(16). De esta manera se logra evidenciar que la metodologia
empleada para la sintesis de vidrio bioactivo usando silice extraida de fuente natural fue la
adecuada y se logré obtener un polvo similar al obtenido con TEOS. Adicionalmente, las
distintas medidas realizadas en el polvo mostraron un espectro similar en todas demostrando
la homogeneidad del material sintetizado.
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Figura 20. Espectroscopia Raman en VB sintetizado con cascarilla de arroz

2.2.4.Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para identificar las propiedades fisicas del polvo, se realiz6 microscopia con el fin de conocer
la morfologia, homogeneidad y tamafio de particula. En la Figura 21 se muestran las
imagenes SEM tomadas en el polvo sintetizado usando la silice extraida. Se observa que el
tamafio de particula de este polvo es pequefio, alrededor de 0.34 um; posee una morfologia
en particula homogénea en todo el polvo. El tamafio de particula es mayor para este VB en
comparacion con el obtenido con TEOS; sin embargo, el tamafio es apropiado para la
aplicacion, ya que el polvo servira de refuerzo en una estructura porosa tridimensional por lo
que no se exigen tamafios de particula definidos.

Finalmente, se midié la densidad del polvo por la técnica del picnémetro, el resultado fue de
1.9772 + 0.01 g/cm?® (25°C). Este valor, asi como el obtenido para el VB sintetizado con
TEQOS, es comparable con la densidad del hueso cortical.
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20kV  X3,000 Spm

Figura 21. Imagenes SEM para VB sintetizado con cascarilla de arroz, a) aumento de 3000X y b) aumento de 30000X

3. CARACTERIZACION DE LOS SCAFFOLDS PREPARADOS CON LOS
VIDRIOS BIOACTIVOS OBTENIDOS

3.1. Caracterizacion Quimica

Los scaffolds fabricados fueron caracterizados quimicamente por medio de dos técnicas para
conocer su composicion y hacer una aproximacion a la posible unién entre el quitosano y los
VB sintetizados por medio de DRX y FTIR; ya que si se presentan corrimientos en las bandas
caracteristicas de cada material, cabe la posibilidad de que entre los materiales existe una
union quimica.

3.1.1.Difraccion por Rayos X (DRX)

Inicialmente se realiz6 un DRX en los scaffolds para analizar la porcion cristalina y amorfa
de los scaffolds, ademas con el fin de analizar interacciones quimicas entre el quitosano y los
VB sintetizados. En la Figura 22 se muestran los espectros obtenidos para los scaffolds
comparados con los espectros de cada uno de los VB usados. Se observa que el grafico para
el quitosano presenta un alto grado de amorficidad, lo que es de esperarse en un polimero;
aun asi, se observa un pico caracteristico para este material alrededor de 26=20° lo que
demuestra una cristalizacion ortorrombica tipo 1l del quitosano (19). En la Figura 22b se
presentan los espectros para los scaffolds fabricados con el VB sintetizado con TEQS, en
estos se puede observar como el pico caracteristico del quitosano presenta un corrimiento
hacia la derecha y disminuye en intensidad igualmente los picos del VB, lo que indica que es
muy posible que haya una interaccion quimica entre ambos materiales y que esta aumenta a

94

GRUPO DE INVESTIGACION EN BIOMATERIALES



UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA - FACULTAD DE INGENIERIA - PROGRAMA DE POSGRADOS

medida que aumenta la cantidad de VB en la estructura como se puede ver en el grafico para
CH/VB con relacion 1:1 (19).

Por su parte, la figura a muestra los espectros de los scaffolds fabricados con VB sintetizado
con silice extraida. De la misma manera como se observé con el TEOS, se logra evidenciar
el corrimiento y disminucion del pico del quitosano, pero se ve como en el scaffold con
relacion CH/VB 2:1 se observan muy definidos los picos del VB lo que puede indicar que en
este scaffold la interaccién quimica no parece ser la adecuada.
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Figura 22. DRX scaffolds fabricados con quitosano y VB sintetizado con a) silice extraida y b) TEOS
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3.1.2. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Para corroborar si se presentd una interaccion quimica entre el quitosano y los VB
sintetizados, se realizo un FTIR en cada uno de los scaffolds. Los resultados se presentan en
la Figura 23. Se logran identificar las bandas caracteristicas para el quitosano, la banda a
2930 cm? es debida al estiramiento del enlace C-H, por su parte, la banda en
aproximadamente 1700 cm™ hace referencia al estiramiento del enlace C=0 en la Amida I,
en 1375 cm™ se presenta la deformacion C-CHs. La banda perteneciente a la Amida 1l puede
observarse en el rango de 1586 cm™ y se encuentra relacionada con la vibracion del enlace
N-H, en el rango de 1278 cm™ se puede encontrar la vibracion de la Amida 111 relacionada
con el grupo NHCOCHG; finalmente en 895 cm™ puede encontrarse el estiramiento del enlace
C-O-C en la estructura sacarida y en aproximadamente 1029 cm™ la banda del enlace ciclico
C-0 (19)(20).

Al observar los espectros de los scaffolds fabricados con VB sintetizado con TEQOS, se
observa que ambas formulaciones cuentan con las bandas caracteristicas del quitosano y del
VB, pero con movimiento hacia la izquierda y disminucién de la intensidad lo que evidencia
nuevamente posible interaccion quimica entre ambos materiales. Este cambio es mas notorio
en el scaffold con la mayor concentracion de VB en la estructura (CH/VB 1:1). Al realizar
este mismo analisis en los scaffolds fabricados con VB sintetizado con silice extraida, se
evidencia que sucede el mismo comportamiento; sin embargo, en este caso el cambio es mas
notorio en el scaffold con menor concentraciéon de VB (CH/VB 2:1).

Teniendo en cuenta los DRX para los scaffolds fabricados con ambos VB y los FTIR es
posible decir que ambos polvos presentaron una posible interaccién quimica con el quitosano
debido a la posible generacion de puentes de hidrdogeno entre los materiales, lo cual es
deseable ya que esto se traduce en un mejoramiento de las propiedades mecanicas en
comparacion con scaffolds Gnicamente de quitosano.
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Figura 23. FTIR en los scaffolds fabricados con los VB sintetizados de a) silice extraida y b) TEOS

GRUPO DE INVESTIGACION EN BIOMATERIALES

-1
cm

98



UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA - FACULTAD DE INGENIERIA - PROGRAMA DE POSGRADOS

32 Caracterizacion Morfoldgica
3.2.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Con el fin de evaluar la porosidad de los scaffolds fabricados y el tamafio de poro se tomaron
distintas imagenes SEM en cada una de las estructuras fabricadas. En la Figura 24 se
encuentran las iméagenes obtenidas para el scaffold de quitosano en dos vistas, transversal en
las imégenes a y b, y superior en las imagenes c y d con dos distintas magnificaciones. Se
observa una estructura lamelar con el crecimiento de poros en una direccion. Estos poros
presentan tamafios muy diversos que van desde los 300 pum hasta los 900 pm
aproximadamente, con un promedio de 678.837 £ 229.59 um (valor obtenido luego de
analizar las imagenes con el software ImageJ).

3 10kV

Ae—

——

X30 500um 10kV X200 100um

Figura 24. Imagenes SEM en scaffold de quitosano en vista transversal a) 30X y b) 200X y vista superior c) 30X y d)
200X

En la Figura 25 se encuentran las imagenes para el scaffold fabricado con CH/VB en relacion
2:1 conel VB sintetizado con TEOS. En las imagenes obtenidas del corte transversal se puede
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observar el mismo tipo de estructura lamelar ademas se pueden ver en las paredes de los
poros la presencia de las particulas de VB. Sin embargo, en el corte superior ya no se
evidencia tanta porosidad lo que quiere decir que las particulas ceramicas obstruyen los poros
en esta direccion. Al analizar las imagenes con el software ImageJ se obtienen una
distribucion de tamafio de poro que va desde 360 hasta 620 um, donde el promedio es de
512.49 + 82.85 um, lo que se traduce en una porosidad mas homogénea sin perder la
estructura otorgada por el quitosano.

e -
—_—

40KV - X33 500um 10kV- X200 100pm

Figura 25. Imagenes SEM en scaffold CH/VB (2:1) sintetizado con TEOS en vista transversal a) 33X y b) 200X y vista
superior ¢) 33X y d) 200X

Igualmente, en la Figura 26 se encuentran las imagenes para el scaffold fabricado con CH/VB
(2:1) sintetizado con la silice extraida de la cascarilla de arroz. Se evidencia que la estructura
lamelar se conserva; sin embargo, en este caso los poros son mas alargados con un tamafio
promedio de 954.73 + 292.29 um pero mas estrechos con un ancho promedio de 116.44 +
58.79 um. Por su parte, a diferencia del scaffold 2:1 con VB de TEOS, este scaffold presenta
porosidad en el corte superior por lo que es probable que el VB usado no obstruye los poros
en esta direccion.
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También se observa que el VB logra impregnar todo el scaffold, a pesar de que no es posible
medir si la distribucion de las particulas es homogénea.

X33 20kV X200 100pm

e

X33 500um

Figura 26. Imagenes SEM en scaffold de CH/VB (2:1) sintetizado con silice extraida en vista transversal a) 33X y b)
200X y vista superior c¢) 33X y d) 200X

En la Figura 27 se encuentran las imagenes tomadas en el scaffold fabricado CH/VB (1:1)
sintetizado con TEOS. En esta figura se evidencia igualmente la estructura en forma de
lamelas caracteristica del quitosano, ademas que se hace mas evidente la presencia de las
particulas de VB en la estructura. Cabe destacar que en el corte superior también presenta
alta porosidad lo que no se encontro en el scaffold 2:1 con VB sintetizado con TEQOS, lo que
puede atribuirse a una mejor distribucion de las particulas de VB en la estructura. Es posible
que durante la fabricacion del scaffold 2:1 se hayan presentado errores imperceptibles pero
que finalmente pudieron afectar la porosidad del material. En el caso del scaffold 1:1 se
aprecia muy buena porosidad con diametros promedio de 489.49 + 130.94 um.

101

GRUPO DE INVESTIGACION EN BIOMATERIALES



UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA - FACULTAD DE INGENIERIA - PROGRAMA DE POSGRADOS

10kV X200~

Figura 27. Imégenes SEM en scaffold CH/VB (1:1) sintetizado con TEOS en vista transversal a) 33X y b) 200X y vista
superior ¢) 33X y d) 200X

Finalmente, en la Figura 28 se encuentran las iméagenes obtenidas para el scaffold CH/VB
(1:1) sintetizado con silice extraida de cascarilla de arroz. En este caso se observa una
estructura un poco mas desordenada con poros interconectados en la vista transversal y poca
porosidad en la vista superior. Aun asi, se observan algunos poros en la vista superior que
presentan interconexion lo cual es algo favorable para scaffolds con aplicacion en ITO. Este
scaffold presenta didmetros promedio de poros de 249.23 + 111.14 um, lo que quiere decir
que, en comparacion con el scaffold 2:1 con el VB de silice extraida, este scaffold presenta
un menor tamario de poro probablemente porque la cantidad de VB obstruye la porosidad del
material. También se observa que en todos los cortes analizados la presencia del VB es
constante, lo que indica que este se distribuyd por todo el scaffold.
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Figura 28. Imagenes SEM en scaffold de CH/VB (1:1) sintetizado con silice extraida en vista transversal a) 33X y b)
200X y vista superior c) 33X y d) 200X

A pesar de las notables diferencias entre los tamafos de poro de los scaffolds fabricados,
todos ellos presentan valores deseables para la ITO. Ya que se busca que minimamente estas
estructuras tengan un tamario de poro superior a 100 um (21), por lo que todos los scaffolds
cumplen con esta caracteristica.

3.3. Caracterizacion Mecanica
3.3.1.Compresion

Los scaffolds fabricados fueron sometidos a pruebas de compresion para conocer su
resistencia mecénica, ya que es un valor de alta importancia en materiales que seran usados
en la regeneracion del tejido 6seo debido a las cargas a las que es sometido constantemente.

Para este ensayo se tomaron tres probetas de cada uno de los scaffolds y se sometieron al
ensayo en una maquina universal. En la Figura 29 se muestran los graficos obtenidos para
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e g

una de las probetas de cada formulado, en el cual se aprecia la baja resistencia mecanica que
presenta el quitosano sin ningun refuerzo. Por otro lado, el comportamiento mecanico para
los scaffolds fabricados con el VB sintetizado con TEOS es mucho mejor que las del
quitosano solo, siendo mayor en aquel con la mas alta cantidad de cerdmico. Por su parte, el
comportamiento de los scaffolds fabricados con VB sintetizado con silice de arroz es superior
a los demaés scaffolds, mostrando una alta resistencia a la compresion lo que se traduce en
mayor rigidez del material. Esto quiere decir que los scaffolds fabricados con el VB de la
silice extraida se ven mas influenciados por el comportamiento del ceramico disminuyendo
asi la plasticidad y por ende el mddulo de Young.

El aumento de la resistencia mecanica de los scaffolds reforzados con VB esta acorde a lo
reportado por Martins, T. et al. (2017) (20), debido a que a mayor cristalinidad y menor
tamafo de poro, la resistencia a la compresion se aumenta; el quitosano como material
polimérico es poco cristalino en comparacion con el VB como ya se vio en los resultados de
DRX, ademas durante su conformacion genera poros de gran diametro, por ello su resistencia
es tan baja. Al aumentar la cristalinidad de los scaffolds adicionando un refuerzo ceramico,
la resistencia mecanica se eleva; sin embargo, es posible que con ello se pierdan propiedades
elasticas otorgadas por el quitosano que son necesarias en la ITO, como se observa en los
scaffolds fabricados con VB sintetizado con silice de arroz.
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Figura 29. Comportamiento mecanico a compresion de los scaffolds fabricados con TEOS (T) y cascarilla de arroz (A)

En la Tabla 1 se presentan los valores promedio del modulo de elasticidad o modulo de
Young calculados para cada uno de los scaffolds durante el ensayo a compresion. Los
resultados obtenidos estan acordes a lo antes mencionado a partir de la Figura 29, donde los
scaffolds fabricados con el VB sintetizado con la silice de arroz presentan mayor rigidez por
lo que su modulo elastico es menor que aquellos fabricados con VB sintetizado con TEOS.
Se evidencia también que la presencia del refuerzo aumenta el médulo de Young, siendo mas
elevado para el scaffold con mayor cantidad de VB. No obstante, todos los scaffolds
presentaron valores inferiores a los reportados para el hueso (22)(23), esto pudo ser debido a
que las probetas no eran homogéneas por lo que la distribucion de las particulas ceramicas
generaban puntos de tension que afectaban la medida

Tabla 1. Valores promedio médulo de Young en los scaffolds fabricados

Scaffold Modulo de Young (Pa)
CH 2496 + 402.70
2.1CH/VB_T 13948 + 545.18
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2:1CH/VB_A 3842 +1087.16
1:1 CH/VB_T 18015 + 7763.33
1:1 CH/VB_A 6509 + 3115.51

3.3.2.Porcentaje de porosidad en los scaffolds fabricados

El porcentaje de porosidad de los scaffolds se realizé con el fin de conocer la porcion de
poroso abiertos e interconectados que se encuentran en la estructura. En la Tabla 2 se
encuentran los valores de porosidad promedio de los scaffolds fabricados. Se presenta una
codificacion en el nombre donde la letra T después de las siglas VB identifica los scaffold
fabricados con VB sintetizado con TEOS; mientras que la letra A identifica a aquellos
sintetizados con la silice extraida.

Como es de esperarse, el scaffold de quitosano es el que presenta mayor porcentaje de
porosidad y a medida que se aumenta la cantidad de refuerzo este porcentaje disminuye. Se
puede observar que aquellos scaffolds con relacion 2:1 presentan una porosidad superior al
80%, en cambio aquellos con relacién 1:1 cuentan con una porosidad menor. Sin embargo,
todos los scaffolds cuentan con una porosidad en el rango de la porosidad del hueso trabecular
(50-90%) (24), por lo que todos los scaffolds fabricados son apropiados en la regeneracion
de tejido dseo.

En los datos es notorio como para la misma formulacion el porcentaje de porosidad es menor
en los scaffolds con el VB sintetizado con TEOS, lo que puede ser debido a que este polvo
cuenta con un tamafio de particula menor y que tiende a generar grandes aglomerados lo que
probablemente obstruye los poros disminuyendo asi la porosidad.

Tabla 2. Porcentaje de porosidad de los scaffolds fabricados

Scaffold Porcentaje de porosidad
CH 87.105 + 1.18%
2:1CH/VB_T 80.22 + 3.06%
2:1 CH/VB_A 85.71 £ 0.17%
1:1 CH/VB_T 71.63+1.12%
1:1 CH/VB_A 76.28 + 0.86%
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3.4. Pruebas de estabilidad
3.4.1.Ensayo de degradacion

El ensayo de degradacion se llevo a cabo por un maximo de 28 dias, con puntos de evaluacion
a’7,14, 21y 28 dias. Para cada dia a analizar se tuvieron 3 muestras de cada formulacion.
Una vez la muestra cumplia el tiempo establecido se retiraba del SBF y no volvia a ser usada
ya que eso influye en la medida debido a que el peso inicial varia. Ademas no se realizo6
cambio de SBF porque eso implica que se presenten deposiciones adicionales de fosfatos que
influyen en la medida del peso final del scaffold.

En la Tabla 3 se presentan los promedios del porcentaje de scaffold degradado para cada una
de las formulaciones en los 4 dias evaluados. Se utilizan los mismos nombres codificados
usados para el andlisis de porosidad. Se observa como para la mayoria de los scaffolds el
porcentaje de porosidad disminuye para el dia 14 en comparacion con el dia 7, lo que puede
deberse a que en la toma del peso final también se incluye el peso de la capa de apatita
formada en el material. Pero al observar el dia 28 se aprecia que casi todos los scaffolds se
han degradado por completo, lo que indica que estos scaffolds no son adecuados en la
ingenieria de tejidos si el tiempo de generacion de nuevo tejido es superior a 28 dias, el cual
depende de distintos factores como el tipo de hueso, la localizacion y la capacidad del
material en inducir la formacion de nuevo tejido. Sin embargo, como la generacion de nuevo
tejido puede verse afectada por la composicion del scaffold, aumentando o disminuyendo la
velocidad, por lo que es necesario evaluar los scaffolds fabricados en conjunto con células
oseoprogenitoras para determinar la influencia de la degradacién en el crecimiento celular.

Tabla 3. Promedios de porcentajes de degradacion en cada scaffold fabricado a diferentes dias de exposicion en SBF

Porcentaje de degradacion

Scaffold 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
CH 27.52 + 0.019% 18.72 + 1.72% 34.50 + 1.43% 100%
2:1CH/VB_T 34.25 + 1.15% 22.44 +0.35% 17.67 + 1.56% 93.23 + 9.46%
2:1 CH/VB_A 76.34 + 18.55% 92.66 + 6.12% 91.07 + 1.86% 87.002 + 0.67%
1:1CH/VB_T 37.72 + 0.89% 24.75 + 0.64% 26.09 + 2.59% 100%
1:1 CH/VB_A 71.92 +0.21% 67.45 + 10.44% 90.71+ 0.57% 95.49 + 0.09%
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Adicionalmente, se midié el pH de la solucion de SBF en cada una de las muestras. Esto se
hizo para comprobar si la degradacion del scaffold modifica el pH de la solucién, lo que
eventualmente puede afectar el crecimiento celular. En la Tabla 4 se encuentran los valores
promedio del pH en cada uno de los scaffolds en los distintos dias que duro el ensayo de
degradacion. Al observar estos valores, para los scaffolds de quitosano se ve que hay una
disminucion considerable del pH, mientras que para los scaffolds reforzados con los VB
sintetizados la disminucion no es tan alta. Cabe resaltar, que en los scaffolds fabricados con
VB sintetizado con TEOS disminuyen més el pH en comparacion con los scaffolds fabricados
con el VB sintetizado con silice extraida. La disminucion en el pH o acidosis aumenta la
actividad de los osteoclastos mientras inhibe la actividad de los osteoblastos, provocando
mayor resorcion ésea sin remodelacion (25); lo cual no es deseable en la ITO. No obstante,
como las condiciones en el cuerpo no son constantes, sino que la sangre se mantiene en
movimiento, es posible que el pH no disminuya tan abruptamente con la presencia del
scaffold. Por lo que es necesario evaluar el material en condiciones in vitro e in vivo.

Tabla 4. Valores promedio del pH en la solucion de SBF usada en el ensayo de degradacion

Valores promedio de pH en la solucion de SBF

Scaffold 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
CH 4.64+0.43 458 +0.46 5.26 + 0.72 5.71 £ 0.27
2:1CH/VB. T 5.07 +0.31 5.32 +0.35 5.43 +0.27 6.15 + 0.59
2:1 CH/VB_A 6.11+0.22 6.54 + 0.48 6.75 + 0.07 6.9+0.23
1:1 CH/VB_T 5.12+0.36 5.57 + 0.02 5.46 + 0.26 5.90 +0.12
1:1 CH/VB_A 6.04 +0.16 6.45 + 0.58 6.83+0.21 6.88 +0.19

3.4.2. Andlisis Termogravimétrico (TGA)

Los scaffolds fabricados fueron analizados termogravimétricamente con el fin de evaluar la
estabilidad térmica de estos. El estudio se realizé en los scaffolds reforzados con la mayor
cantidad de VB, es decir, 1:1 CH/VB_T y 1.1 CH/VB_A. En la Figura 30 se observa el
analisis termogravimeétrico realizado en el scaffold fabricado con el VB sintetizado con la
silice extraida. En esta grafica se observan cuatro regiones principales de porcentaje de masa
perdida (62.04%) conforme aumenta la temperatura de 25 a 800 °C. En la primera etapa que
se encuentra en el rango de temperatura de 25 a 150 °C un Unico proceso de descomposicion
térmica causé una pérdida de masa de 5.9%. De acuerdo con los resultados del FTIR (Figura
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23) se identificaron anchos de bandas correspondientes a hidratacion (3500-3000 cm™) que
se encuentran relacionados con el enlace CH, lo cual permite sugerir, que la desorcién de
humedad haya sido la Unica fuente de pérdida de masa en esta etapa.

En la etapa siguiente, hay presencia de un compuesto menos volatil que la humedad
remanente presente en el scaffold que puede estar relacionado con el entrecruzante empleado
(glutaraldehido). A pesar que la identificacion en FTIR no fue muy evidente debido a
solapamiento con las bandas del quitosano, su funcionamiento revela una participacion en la
composicion de este material (26)(27). De esta manera, como resultado de un punto de
ebullicion del glutaraldehido de 187 °C (28) y la tasa mas rapida reportada sobre la curva de
la derivada (minimo ancho de banda a 182.75 °C), se propone una pérdida de peso de 7.17%
en un rango de temperatura de 150 — 250°C. Luego de esto, una vertiginosa pendiente mostro
una pérdida entre 250 y 460 °C para describir la degradacion del quitosano (30.83%),
mientras que procesos termogravimétricos posteriores a este rango de temperatura mostraron
un fendmeno adicional de pirolisis hasta la estabilizacién en 800°C perdiendo un porcentaje
de masa cercano al 18%. Aungue en ningun FTIR fueron identificados compuestos asociados
con la sintesis de VB usando la silice extraida, la pirolisis podria estar relacionada con
pérdidas por la liberacion de gases de compuestos remanentes de la sintesis. En el espectro
de FTIR (Figura 23) para CH se pudieron identificar vibraciones asociadas al enlace N-H, a
los de la amida Il y C-O lo que sugiere una posible formacién de gases de carbono (CO,
CO») y amoniaco durante el proceso de degradacion térmica final del quitosano (29).
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Figura 30. Andlisis TGA en el scaffold 1:1 CH/VB_A

Por otro lado, en la Figura 31 se observa el comportamiento térmico de degradacion del
scaffold fabricado con la mayor cantidad de VB sintetizado con TEOS (1:1 CH/VB_T). En
esta curva se observan tres comportamientos de degradacion térmica similares a los
encontrados en el scaffold 1:1 CH/VB_A. En un rango de temperatura de 25 a 250 el
calentamiento dio lugar a la pérdida de peso de 6.30 y 7.17% para la primera y segunda etapa,
respectivamente. Eliminandose inicialmente la humedad remanente, seguida de la pérdida de
peso del entrecruzante. A diferencia de la Figura 30, en la Figura 31 representa el
comportamiento del scaffold fabricado con el VB sintetizado con TEOS indicando la
ausencia de posibles contaminantes que dan lugar a la formacién de altas tasas de
degradacion por pirolisis a 638.58 °C. Por su parte, en la porcion final de la curva
termogravimétrica se presenta un 41.66% de pérdida de peso paulatina del quitosano junto a
la formacion de gases de carbono y amoniaco (29).
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Figura 31. Anélisis TGA en el scaffold 1:1 CH/VB_T

3.5. Caracterizacion bioldgica
3.5.1.Ensayo de bioactividad

Los scaffolds fabricados fueron sometidos al ensayo de bioactividad, para evaluar su
interaccion con SBF y asi conocer si permiten la formacion de una capa de apatita en la
superficie. Se tomaron 2 scaffolds de cada formulacién para cada uno de los dias evaluados
(7, 14 y 21 dias), estos se evaluaron por SEM con vista transversal y EDS en las deposiciones
que se lograron observar en las imagenes. En la Figura 32 se encuentran las imagenes SEM
obtenidas en los distintos scaffolds fabricados sometidos a ensayos de bioactividad por 7, 14
y 21 dias en vista transversal a un aumento de 30X. Se observa que a medida que aumenta el
tiempo de exposicién en SBF las paredes de los scaffolds se ven més colapsadas, lo que
indica la degradacion de estos, pero igualmente se aprecian méas deposiciones en la superficie
de los scaffolds con el aumento del tiempo lo que puede deberse a la formacion de apatitas.
Se evidencia que a medida que el scaffold cuenta con mayor cantidad de VB en su estructura,
la cantidad de deposiciones en su superficie es mayor. Al comparar las imagenes de los
scaffolds sometidos a 7 dias de evaluacidn se aprecia que mientras que para los 4 scaffolds
fabricados con VB ya se observa una capa de apatita, en el scaffold de CH este
comportamiento no es evidente, lo cual es consistente con la teoria de que el CH por si solo
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no tiene efecto bioactivo por lo que es necesario usar un refuerzo ceramico que otorgue dicha
propiedad.

Durante el dia 14 se aprecia mayor cantidad de deposiciones, incluso en el scaffold de CH,
esto es debido a que se presentan precipitaciones de los compuestos que hacen parte de la
solucion de SBF y que se evidencian en el EDS. Los resultados del EDS se resumen en la
Tabla 5, en la cual se presentan los compuestos encontrados en las zonas evaluadas con el
porcentaje de peso determinado por el equipo para cada uno de los scaffolds segun los dias
de estudio.

En las imagenes tomadas durante el Gltimo dia de estudio se observa una elevada degradacion,
especialmente en los scaffolds fabricados con el VB sintetizado con silice extraida. No
obstante, son estos mismos scaffolds los que presentan mayor capa en la superficie, lo que
indica que el VB sintetizado con la silice de arroz otorga mayor efecto bioactivo en la
estructura.

De acuerdo a los resultados del EDS las deposiciones que se observan en las imagenes SEM
son debido a precipitaciones de las sales presentes en la solucién de SBF. Sin embargo, hay
que considerar que los elementos que generan una capa de apatita (Ca y P) no se encuentran
en muy altas proporciones por lo que no son facilmente detectables por el equipo.

Aun asi, en los scaffolds fabricados con el VB sintetizado con la silice de arroz se logra
detectar una pequefia cantidad de fdésforo, por lo que la probabilidad de formacion de una
capa de apatita en estas estructuras es mayor, siendo mejor el scaffold con la menor cantidad
de VB.

Sin embargo, los resultados para los scaffolds fabricados con VB sintetizado con TEOS no
son desfavorables, porque al no encontrarse tampoco en los espectros presencia de silice
indica que hay formacion de una capa en su superficie lo que oculta el ceramico en la
estructura del scaffold; ademas, es necesario tener en cuenta que la formacién de una apatita
requiere de intercambio idnico entre el material y la solucién de SBF, ese intercambio no
solo es con el calcio y el fésforo de la estructura del VB, sino también con la silice presente.
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Figura 32. Imagenes SEM ensayo de bioactividad en los scaffolds a distintos dias, vista transversal a 33X
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Tabla 5. Composicidn de las deposiciones sobre los scaffolds después de ser sometidos en ensayo de bioactividad en

diferentes intervalos de tiempo

Scaffold Elemento | Composicion (%peso) segun EDS de acuerdo al dia
de ensayo
7 dias 14 dias 21 dias
CH C 48.36 £ 7.46 48.27 £ 4.09 4543 +10.18
o) 17.15+12.95 52+0.88 10.63 £ 8.95
Na 8.82 £6.37 7.89+4.04 6.62 £ 1.52
Cl 25.66 + 14.04 38.64 £ 0.83 37.32 £19.77
2:1CH/VB_T C 42.67 £0.40 43.56 +£9.08 30.46 + 14.19
O 15.24 +5.63 8.18 +1.00 22.75+6.41
Na 491+1.92 16.11 + 3.41 4.24 +0.78
Cl 23.49 + 4.26 32.15 £ 6.67 15.06 + 4.98
Si 13.69 + 0.13 -- 27.49 + 13.37
2:1 CH/VB_A C 28.89 + 16.17 3743 +1.41 37.2+0.31
O 31.74 + 16.36 32.24+1.73 33.94 £ 0.26
Na 2.66 £ 0.18 2.43+0.49 2.97£0.35
Cl 19.04 +17.97 5.2+1.13 6.69 +0.01
Si 13.04 + 13.53 8.96 £ 8.19 16.82 + 0.06
Ca 4.63 +4.44 10.75 + 2.86 2.38 £0.37
P -- 2.99 + 3.40 --
1.1 CH/VB_T C 4585+ 1.17 37.71£6.94 43.93 +£11.89
@) -- 30.03 £1.37 21.7+4.17
Na -- 4.15+0.18 410+ 1.77
Cl 27.49+041 7.51+1.87 16.60 + 2.94
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Si 26.66 + 1.58 20.59 +3.53 13.66 + 8.92

1:1 CH/VB_A C 27.76 + 9.66 42.64 +3.08 37.86 +1.88
@) 36.33 +£5.99 29.39 +1.53 31.51+2.39
Na 1.26 £0.01 3.68 + 1.58 3.47+0.34
Cl 4.24 +0.54 10.27 +0.54 7.53 +1.39
Si 19.5 +8.57 9.64 +0.89 1544 +2.21
Ca 9.88 +3.32 3.36 £0.16 419 +1.04
P 1.03 +1.02 1.04 +0.22 --

Al realizar una comparacion entre los dos scaffolds fabricados con el VB sintetizado con la
silice de arroz a una magnificacion mas alta durante el Gltimo dia de ensayo (Figura 33) se
observa que, aunque en el scaffold con menor cantidad de VB se haya determinado mayor
cantidad de fosforo con el EDS, en el scaffold con mayor cantidad (Figura 33b) hay mayor
porcentaje de scaffold cubierto por capa de apatita, por lo que el resultado de EDS para el
scaffold 2:1 pudo verse influenciado por la composicion original del VB y no por la capa
depositada. Ademas se observa que el scaffold 1:1 conserva mejor la estructura
tridimensional porosa, lo que es deseable para un material que ser& usado en la regeneracion
de tejido dseo.

20kV X200 100um UdeA+

Figura 33. Imagenes SEM a 21 dias en SBF de scaffolds fabricados con a) 2:1 CH/VB_Ayb) 1:1 CH/VB_A
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3.5.2. Analisis de efecto antimicrobiano en los scaffolds

Los ensayos antimicrobianos en los scaffolds se llevaron a cabo con dos cepas bacterianas,
E. coli y S. aureus; ambas cepas se cultivaron a 36°C por 5 dias para hacer un seguimiento
de comportamiento bactericida. EI ensayo se realizo por duplicado para cada uno de los
formulados fabricados con el fin de obtener valores estadisticamente confiables. Durante los
dias de estudio se evidencié un comportamiento inesperado en los scaffolds y fue su
capacidad de absorcion.

En la Figura 34 se presentan las fotografias después de 24 horas de incubacion para el E. coli
en agar EMB donde ya es evidente el hinchamiento de los scaffolds lo que dificulta la medida
del halo de inhibicion. En la imagen los nimeros corresponden a cada una de las
formulaciones de los scaffolds, los cuales se presentan en la Tabla 6. Se puede observar que
los scaffolds no solo aumentan de tamafio, sino que también toman una coloracion similar a
la del agar lo que permite concluir que el scaffold absorbié parte del medio de cultivo lo que
podria contribuir a crecimiento bacteriano en el interior del mismo.

Tabla 6. Codificacion usada en ensayos antimicrobianos

Scaffold NUmero en caja
CH 1
2:1CH/VB_T 2
1:1CH/VB_T 3
2:1 CH/VB_A 4
1:1 CH/VB_A 5
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Figura 34. Fotos ensayo con E. coli en a) momento del cultivo y b) después de 24 h de incubacion

Un comportamiento similar se observa en las cajas cultivadas con S.aureus; sin embargo, el
hinchamiento de los scaffolds no es tan pronunciado. En la Figura 35 se encuentra las fotos
para esta bacteria cultivada en agar Bair-Parker donde se observa un leve hinchamiento de
los scaffolds, pero no un cambio en su coloracion.

Figura 35. Fotos ensayo con S. aureus en a) al momento del cultivo y b) después de 24 h de incubacion
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Los cultivos bacterianos se cultivaron en cajas de Petri selladas por 5 dias. En la Figura 36
se encuentra una de las cajas usadas para el ensayo antimicrobiano con los scaffolds sobre la
cepa S. aureus y se compara con el cultivo control. Para este tipo de bacteria no es visible un
halo de inhibicién; sin embargo, se analiza la distancia entre el scaffold y la colonia de
bacterias méas cercana, ya que esto funciona como un halo inhibitorio. Al observar las
imagenes se puede observar que mientras en el cultivo control las colonias se encuentran
distribuidas por toda la caja, en el cultivo con los scaffolds se presenta mayor crecimiento en
las zonas donde no hay presencia del material. Esto indica que todos los formulados
ensayados presentan un efecto inhibitorio sobre esta cepa, siendo mayor en los scaffolds
fabricados con el VB sintetizado con TEOS, especialmente el de mayor concentracion, lo
que puede indicar que no solo el quitosano posee un efecto antibacteriano intrinseco segun
lo reportado (29) sino también los VB sintetizados, como ha sido reportado para algunos
vidrios bioactivos (20).

Figura 36. Fotografia ensayo antimicrobiano con S. aureus des:)ués de 5 dias en incubacion, a) scaffolds ensayados y b)
contro

El didmetro promedio del halo de inhibicion formado junto con el diametro final de los
scaffolds se presenta en la Tabla 7, donde hay que tener en cuenta que como el scaffold
aumento su tamarfio, el halo de inhibicion se tomo desde el centro original del scaffold. El
resultado se reporta como diametro del halo formado en mm de acuerdo a lo reportado por
Savioli, R. et al. (2006) y Gomes, B. et al. (2002) (30)(31). Los resultados son consistentes
con los vistos en las imagenes mostrando un halo mayor en los scaffolds reforzados por VB,
especialmente los fabricados con el VB sintetizado con TEOS. Estos resultados indican no
solo un efecto antibacteriano sino un efecto bactericida con S. aureus ya que el halo se
mantuvo durante los 5 dias de ensayo.
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Tabla 7. Diametro promedio del halo de inhibicidn de los scaffolds contra S. aureus

Didmetro inicial Diametro final Diametro halo (mm)
(mm) (mm)

CH 8.718+0.71 12.02+1.31
2.21CH/VB_T 91+26 13.29 + 0.69
2:1 CH/VB_A 6.30 7.25+0.99 16 +9.35
1:1CH/VB_T 948 +221 11.73 +2.03
1:1 CH/VB_A 8.66 +2.04 15.08 + 3.61

Igualmente, el ensayo realizado con E. coli se presenta en la Figura 37, donde se presenta
también una de las cajas usadas en el ensayo con los scaffolds y el control. En las fotos la
tonalidad verde la da la presencia de la bacteria, la cual genera ese tipo de fluorescencia en
el medio usado. Se observa como en los scaffolds se evidencia la aparicion del halo
inhibitorio, especialmente en el scaffold 1:1 CH/VB_T marcado con el nimero 3.

Figura 37. Fotografias ensayo antimicrobiano con E. coli después de 5 dias de incubacion sobre a) los scaffolds fabricados
y b) control

Para esta cepa bacteriana se logré medir correctamente el halo alrededor de los scaffolds, los
datos se presentan en la Tabla 8. Se observa nuevamente como hay mayor inhibicién en los
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scaffolds fabricados con VB sintetizado con TEOS, ademas este halo también se conserva en
el tiempo indicando un efecto bactericida del material evaluado.

Tabla 8. Diametro promedio del halo de inhibicién de los scaffolds fabricados contra E. coli

CH
2:1 CHIVB_T
2:1 CHIVB_A
1:1 CH/VB_T

1:1 CH/VB_A

Diametro inicial

Didmetro final

Diémetro halo (mm)

(mm) (mm)
10.49 +0.79 11.28+1.31
11.53 +0.96 13.67 +2.52
6.30 8.96 + 1.42 11.72 £3.17
1218+ 1.3 14.39 +0.08
11.2+0.18 13.27 £ 0.47

Estos ensayos indican que los scaffolds fabricados inactivan el crecimiento de las bacterias
evaluadas, lo que es de gran importancia ya que en caso de que los scaffolds sean implantados
en una persona, estos no solo actuaran en la regeneracion del tejido sino que también evitaran
infecciones por bacterias oportunistas durante la cirugia.

En cuanto al estudio antiflngico, el ensayo se realiz6 por 3 dias incubando el hongo a 30°C.
Igualmente se present6 hinchamiento de los scaffolds al absorber el medio. No obstante, esto
no influyé en el efecto inhibitorio de los materiales. En la Figura 38 se encuentra la imagen
de una de las cajas usadas en el ensayo con los scaffolds y el cultivo control. Se observa un
pequefio halo alrededor de todos los scaffolds, indicando el efecto antifungico de los

materiales fabricados.
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Figura 38. Ensayo antimicrobiano realizado sobre Fusarium oxysporum con a) los scaffolds fabricados y b) control

En la Tabla 9 se encuentran los valores de los didmetro promedio de los halos de inhibicion
resultantes del ensayo de los scaffolds con el hongo Fusarium oxysporum. En este ensayo
también se logra observar una cierta inhibicion de cada uno de los formulados con el hongo
ensayado, cabe resaltar que aunque el promedio del halo para el CH es menor que el promedio
del didmetro del scaffold, se debe tener en cuenta que todos los scaffolds sufrieron de
hinchamiento por lo que el halo se ve solapado por el didmetro final del material.

Tabla 9. Diametros promedio halo de inhibicion de los scaffolds sobre Fusarium oxysporum

Didmetro inicial Diametro final Diametro halo (mm)
(mm) (mm)
CH 10.31£0.83 10.05+0.38
2:1CH/VB_T 7.59 +0.23 10.22 + 0.98
2:1 CH/VB_A 6.30 8.52+1.25 10.66 + 0.42
1:1CH/VB_T 948 +1.77 10.18 £ 0.91
1:1 CH/VB_A 9.59 +1.53 10.09 £1.19

Estos resultados demuestran el efecto antimicrobiano de los scaffolds fabricados,
potencializandose este efecto con la adicién de VB. Por otro lado, se logré identificar que el
VB sintetizado con TEOS ejerce mejor comportamiento antibacteriano y antifingico, lo cual
es deseable en un material con aplicacion en ITO.
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Segun los analisis estadisticos realizados con el software libre R se infiere que, si bien los
resultados con todas las respuestas tienen una distribucién normal y son independientes entre
si, las medias son estadisticamente iguales por lo que es necesario realizar mas pruebas para
concluir apropiadamente sobre cual de los materiales fabricados tiene un comportamiento
superior en comparacion con los demas sobre las respuestas evaluadas. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que este tipo de materiales no suelen evaluarse estadisticamente, por lo cual
con estas pruebas se abre una nueva oportunidad para evaluar el comportamiento de los
scaffolds fabricados ante las pruebas planteadas. Ademas para poder obtener resultados mas
aproximados se deben realizar una mayor cantidad de pruebas para cada respuesta, lo que se
sale del alcance de este proyecto.

No obstante, es interesante analizar las tendencias de los resultados, los cuales permiten
inferir cual de los scaffolds fabricados presentan comportamiento superior durante todas las
pruebas. En este punto resalta el comportamiento del scaffold 1:1 CH/VB_T, el cual
demostré conservar un comportamiento mas estable y superior en comparacién con los
demas materiales ensayados.
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CAPITULO

CONCLUSIONES Y
PROSPECTIVAS

PROLOGO

En la Ingenieria de Tejidos es de vital importancia tomar las decisiones adecuadas respecto
a los materiales que se pretenden usar para la regeneracion de un tejido. Estas decisiones se
basan en los procesos metodolédgicos usados y las pruebas realizadas para comprobar su
funcionamiento.

En los capitulos anteriores se expusieron las bases tedricas para el desarrollo de este proyecto;
ademas se presentaron las metodologias empleadas para fabricar y evaluar materiales para
aplicaciones, y los resultados obtenidos de esas evaluaciones.

En este ultimo capitulo se pretende concluir sobre la informacion presentada y dar respuestas
claras sobre cuél fue el material mas adecuado de aquellos fabricados para aplicacion en
Ingenieria de Tejido Oseo.

Por otro lado, se busca dar a conocer las prospectivas que se tienen respecto a los materiales
fabricados, presentando otros posibles métodos de evaluacion.
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REN

1. CONCLUSIONES

La extraccion de silice a partir de fuentes naturales demostré los efectos que genera el uso de
acido sulfurico en la precipitacion del polvo de silice, provocando la aparicion de otras fases
que influyen en el comportamiento de este material durante la sintesis de vidrio bioactivo.
Por su parte, el uso de la cascarilla de arroz para la extraccion de la silice resultd ser una
fuente apropiada, debido a que el material extraido cont6 con las fases caracteristicas para
este compuesto sin presencia de contaminantes externos que pudieran afectar su
funcionalidad.

Con dicha silice se logrd definir una metodologia apropiada para la sintesis de vidrio
bioactivo eliminando el uso de NaOH como se ha reportado en otros trabajos.

Se definié una metodologia para la sintesis de vidrio bioactivo usando TEOS como fuente de
silice donde se emplean reactivos de bajo costo y que no son higroscopicos, lo que permitio
la obtencién de un polvo fino y estable. Ademas, esta metodologia permitié obtener una
morfologia sub-micrométrica apropiada para la regeneracion del tejido 6seo. A través de las
imagenes SEM se logrd determinar que estas particulas se encontraban en aglomerados con
formas esféricas que pudieron influenciar el comportamiento del material al ser usado como
refuerzo en los scaffolds de quitosano.

El uso de las herramientas computacionales (Disefio de Mezclas Restringido con el software
R) para definir las mejores condiciones de sintesis de vidrio bioactivo fue de gran ayuda, ya
que de esta manera se pueden hacer simulaciones modificando las concentraciones molares
de cada uno de los 6xidos involucrados en la sintesis para conocer su efecto en la bioactividad
del material ceramico. De esta manera se puede disminuir la fase experimental inicial, que
corresponde a definir la mejor condicion; y se puede avanzar directamente a las etapas de
optimizacion y aplicacion.

Los dos tipos de vidrios bioactivos sintetizados mostraron un comportamiento bioactivo
adecuado para un material con aplicacion en el tejido 6seo, permitiendo la formacion de una
capa de apatita en la superficie de ambos materiales con una relacién Ca/P cercana a la
relacion de la apatita natural en el hueso, lo que haria posible que se dé una unién adecuada
entre el ceramico sintetizado y la superficie 6sea una vez sea implantado el biocompuesto.
Por otro lado, el uso de los vidrios bioactivos utilizados como refuerzo en scaffolds de
quitosano demostré una mejora en el comportamiento mecanico, bioactivo y antimicrobiano
del compuesto, sin afectar la formacion de poros y el tamafio de los mismos, lo que es
deseable en materiales compuestos donde se busca combinar las propiedades individuales de
cada material usado.
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Se logro identificar que el didmetro promedio de los poros generados durante la fabricacion
de los scaffolds se encontraba en el rango establecido para estructuras porosas usadas en
regeneracion de tejidos. Esto es de vital importancia, ya que un tamafio de poro adecuado
permitira la migracion celular en el interior del scaffold promoviendo la colonizacion
completa de la estructura.

Los ensayos mecéanicos demostraron que el uso de un refuerzo cerdmico aumenta la
resistencia de los scaffolds con matriz polimérica; sin embargo, el uso de los vidrios
bioactivos sintetizados no logra aumentar el modulo eléstico lo suficiente para obtener un
resultado similar al del hueso. No obstante, este resultado pudo verse afectado por la
heterogeneidad de la estructura porosa que genera puntos de tension durante el ensayo a
compresion.

Durante las pruebas in vitro se logré determinar que los scaffolds fabricados presentan una
degradacidn casi total luego de ser sometidos en SBF por 28 dias. Esta respuesta indica el
tiempo de vida util del material cuando se encuentra en condiciones corporales simuladas.
Es necesario tener en cuenta que el ensayo se realiz6 bajo condiciones estaticas del fluido,
por lo que la respuesta es sélo parcial, siendo necesario establecer condiciones dindmicas que
permitan acercarse al comportamiento real del tejido el cual estd influenciado por la
circulacion sanguinea. Por su parte, se estudio el pH de la solucién de SBF después de los
ensayos in vitro con el fin de definir si los scaffolds afectan este valor y en qué medida lo
afecta. Los valores obtenidos de pH resultaron ser inferiores al pH necesario para el correcto
funcionamiento de las células 6seas; sin embargo, la diferencia no es muy alta y se mantiene
aproximadamente constante en el tiempo, por lo que es posible que este cambio no se genere
si se establecen condiciones dindmicas en las que se simule el torrente sanguineo.

Con los ensayos in vitro también se logré determinar la bioactividad de los scaffolds lo que
se puede observar en las imagenes SEM, donde se evidencia la presencia de agregados en la
superficie que no hacen parte de la estructura original de los scaffolds. Estas deposiciones
demuestran la generacién de capas, posiblemente apatitas, sobre los materiales. A pesar de
que no se pudo medir correctamente la composicion de la capa formada, es posible que esta
capa fuese de apatita en aquellos scaffolds reforzados con vidrio bioactivo lo que indica el
aumento en la bioactividad con la adicién de material ceramico en la estructura.

Los resultados mostraron un efecto antimicrobiano de todos los scaffolds, lo que esta de
acuerdo con la literatura acerca del efecto inhibitorio del quitosano. Aungue, el mayor efecto
se vio en aquellos scaffolds que contaban en su estructura con vidrio bioactivo, especialmente
el sintetizado con TEOS, permitiendo inferir que los polvos sintetizados también poseen un
efecto antimicrobiano intrinseco.
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Con lo anterior se puede concluir que durante el desarrollo de este trabajo se lograron
sintetizar vidrios bioactivos adecuados para la regeneracion del tejido 6seo. Ademas, estos
otorgaron buenas propiedades en scaffolds de quitosano al ser usados como refuerzo en los
mismos, lograndose respuestas similares a las del hueso. Especificamente el scaffold que
presentd una mejor respuesta fue el fabricado con iguales proporciones de quitosano y el
vidrio bioactivo sintetizado con TEOS, por lo tanto esta estructura es favorable como
plataforma de crecimiento celular en la regeneracion de tejido seo.

2. PROSPECTIVAS FUTURAS

Este proyecto propuso la extraccion de silice a partir de distintas fuentes naturales usando
dos metodologias, una de estas consistia en un tratamiento alcalino seguido por una
precipitacion de la silice usando acido sulfurico. El uso de este acido genera compuestos que
afectan el correcto funcionamiento de la silice, por lo cual es necesario usar otro tipo de acido
fuerte que permita precipitar la silice pero que los compuestos alternos que se formen puedan
ser eliminados facilmente con lavados para asi obtener silice pura.

Para lograr comprender mejor el comportamiento de los scaffolds fabricados, una
aproximacion inicial es realizar los estudios de degradacién y formacion de apatitas en un
sistema dindmico, donde se puede simular adecuadamente el flujo del fluido sinovial.
Ademas puede considerarse adicionar un sistema que ejerza compresion constante en la
estructura mientras se encuentra sumergido en SBF. Todo esto con el fin de simular las
condiciones reales del tejido.

Por otro lado, ya que los resultados obtenidos son comparables con el comportamiento 6seo,
se hace necesario evaluar los materiales fabricados en condiciones in vitro. Donde se
investiguen la citotoxicidad, la adhesion celular, la proliferacion y diferenciacion para
conocer el funcionamiento de los scaffolds en contacto con las células propias del tejido.
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