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1 RESUMEN

Actualmente existe una creciente demanda de biomateriales que sean
capaces de reemplazar o reparar el tejido danado por pérdidas éseas
causadas por accidentes, enfermedades y/o problemas congénitos, sin
embargo, las técnicas utilizadas como los aloinjertos y autoinjertos,
tienen variadas desventajas que incluyen mdas cirugias, infecciones,
grandes fiempos de recuperacion, enfermedades transmisibles y dolor,
enfre ofras. Para ayudar a solucionar estos problemas las Ultimas
tendencias incluyen el uso de sustfitutos &seos sintéticos, que son
estructuras que sirven de puente para la formacion de hueso, tienen
como funciones principales el relleno de cavidades o servir como
soporte transitorio, estdn fabricados de biomateriales, los cuales deben
cumplir una serie de caracteristicas para ser implantados en el cuerpo
humano tales como biocompatibilidad, bioabsorcién, osteoconduccion
y osteoinduccion; de ahi que, sean numerosas las investigaciones que
buscan desarrollar nuevos materiales que puedan cumplir dichas
funciones y requerimientos.

La combinacién de polimeros biodegradables y cerdmicos bioactivos
da lugar a materiales compuestos con propiedades especificas que
resultan de gran interés para este fipo de aplicaciones, por lo que en
esta investigacion se realizd la evaluacion bioldgica de un material
compuesto de nanobarras de hidroxiapatita y fibroina con potencial
uso como sustituto éseo inyectable. Las nanobarras de hidroxiapatita
fueron sintetizadas por el método combinado de reaccion de
precipitacion y tratamiento hidrotermal, caracterizadas por medio de
microscopia electronica de barrido (SEM), difraccion de rayos X (DRX),
fluorescencia de rayos X (FRX) y espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR). Se obtuvieron particulas en tamano nano
y con geometria en barras, con fases y composicion quimica tipica de
una hidroxiapatita, ademdas de una relacion Ca/P de 1.68. La fibroina
fue extraida de capullos de gusano de seda Bombyx Mori y
caracterizada a través de FTIR y calorimetria de barrido diferencial
(DSC); los resultados evidenciaron que el protocolo de extraccion es
adecuado para la obtencion de fibroina de seda con las caracteristicas
propias de dicha proteina.



Los sustitutos dseos inyectables fueron fabricados a partir de dos
formulaciones con un 60 %(p/v) de hidroxiapatita, porcentajes de
fiboroina de 1y 1.5 %(v/v) y enfrecruzados con glutaraldehido al 1 %(v/v)
con respecto a la cantidad de polimero. Se realizd una caracterizacion
biolégica para evaluar la actividad celular que inducen in vitro dichos
sustitutos, para esto, se utilizaron fibroblastos humanos en ensayos de
citotoxicidad y proliferacion celular. Los resultados mostraron que todos
los tratamientos evaluados no son citotdxicos aungque no es clara la
capacidad que tienen los sustitutos para inducir la proliferacion de los
fibroblastos.

2 INTRODUCCION

Procesos naturales como la regeneracion del tejido &éseo, se ven
afectados por diversos factores como la edad, accidentes vy
enfermedades degenerativas; en muchos de estos casos cuando se
presentan pérdidas o defectos Oseos, especialmente cuando se
requiere ubicar implantes, es necesario el uso de injertos 6seos que
ayuden a restituir la pérdida del hueso. Actualmente existen diversas
técnicas para la regeneracion del tejido ¢seo que precisan el uso de
autoinjertos, aloinjertos o xenoinjertos; no obstante, dificultades como la
disponibilidad del tejido, compatibilidad de los mismos, infecciones y
grandes periodos de recuperacion, hacen necesario el uso de
materiales bioactivos, biocompatibles, osteoconductivos y
osteoinductivos, con las propiedades mecdnicas adecuadas para
interactuar con el tejido bioldgico [1].

Los sustitutos &seos son estructuras que sirven como relleno de
cavidades y sostén fransitorio para la formacion del hueso; de ahi que,
al estar fabricados a partir de biomateriales, sean numerosas las
investigaciones en torno a ellos, como es el caso de compuestos de
fosfatos de calcio y polimeros naturales con potencial aplicacion en la
medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos [2]; al combinar
materiales de distinta naturaleza, se aprovechan las propiedades de
cada uno para obtener las caracteristicas finales deseadas.
Considerando fosfatos de calcio como la hidroxiapatita (HA) en
combinacion con polimeros naturales como la carragenina y la fibroing,
se han obtenido sustitutos inyectables que presentan gran ligereza,
resistencia a la corrosion y al ataque de agentes agresivos en el cuerpo,



lo que aumenta en gran magnitud la biocompatibilidad del compuesto
[3].

La HA es un fosfato de calcio similar al componente mineral del hueso
de los vertebrados, esto le confiere bioactividad y propiedades de
reabsorcion; también, la hidroxiapatita sintética posee propiedades
semejantes a la natural, estabilidad fisico-quimica, resistencia al
desgaste y biocompatibilidad importantes en procesos de
osteoconductividad y osteointegracion [4]. Por ofro lado, polimeros
naturales como la fibroina permiten una buena biocompatibilidad vy
biodegradabilidad; ademdas, debido a su naturaleza proteica puede
comportarse como un componente natural de los tejidos corporales
mejorando asi las propiedades fisicas y bioldgicas del sustituto [5].

En proyectos liderados por el grupo de investigacion en Biomateriales
BIOMAT, se ha desarrollado un material compuesto por fibroina vy
nanobarras de hidroxiapatita que tiene potencial aplicacion como
sustituto dseo [6]; asimismo, se ha evaluado la estabilidad quimica del
sustituto y propiedades como mojabilidad e inyectabilidad [7]. Por lo
tanto, considerando la aplicaciéon de los sustitutos en la regeneracion
del tejido 6seo, donde la inferaccion célula/material es crucial para el
desempeno bioldgico, se desea realizar el estudio de la citotoxicidad y
proliferacion celular de los sustitutos, con el fin de evaluar la influencia
del material fabricado en el comportamiento de las células; en primera
instancia, sobre fibroblastos.

3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad biolégica de los sustitutos dseos inyectables a base
de fibroina y nanobarras de hidroxiapatita.

3.2 Objetivos y especificos

e Sintetizar y caracterizar las nanobarras de hidroxiapatita obtenidas
por medio de precipitacion quimica y tratamiento hidrotermal.

e Caracterizar la fibroina extraida de los capullos de gusano de seda.

e Evaluar la citotoxicidad y proliferacion celular de los sustitutos dseos
fabricados.



4 MARCO TEORICO

4.1 Sistema 6seo

El tejido 6seo estd constituido por los huesos del esqueleto, cartilagos,
ligamentos y ofros fejidos conjuntivos que dan estabilidad e
interconexion al sistema. El esqueleto ademds de ser el apoyo
estructural de los musculos, cumple otras funciones vitales como
almacenamiento de sales cdicicas, produccion de células sanguineas,
apalancamiento de las fuerzas generadas por los musculos y proteccion
de tejidos y organos. Casi las dos terceras partes del peso del hueso
corresponden al fosfato cdlcico, que interactia con el hidréoxido de
calcio para formar cristales de hidroxiapatita, los cuales son
relativamente rigidos, resistentes a la compresién, pero con baja
resistencia a la flexion, torsidon e impactos; el tercio restante del peso del
hueso procede de las fibras coldgenas, que poseen flexibilidad y
favorecen la resistencia 6sea frente a la tension, sin embargo, presentan
problemas ante la compresion [8].

El hueso contiene una poblacidon caracteristica de células que incluye:
las células osteoprogenitoras, los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos.
Las células osteoprogenitoras, se pueden dividir para producir nuevas
células hijas que se diferencian en osteoblastos, que son células de
forma cubica encargadas de segregar los componentes orgdnicos de
la matriz 6sea y son los responsables de la produccion del hueso nuevo;
por otfra parte, los osteoclastos son células grandes multinucleadas
encargadas de segregar acidos mediante la exocitosis de los lisosomas.
Finaimente, los osteocitos son los que mantfienen y confrolan el
contenido de protfeinas y minerales que hay en la matriz a su alrededor;
mantener el balance entre las actividades de los osteoblastos y
osteoclastos es de vital importancia dado que, cuando la eliminacion
de las sales cdlicicas es mayor al depdsito de los osteoblastos, los huesos
se debilitan, en cambio, si la actividad de los osteoblastos predomina,
los huesos se vuelven mds sélidos y macizos [9].

Asimismo, hay dos fipos de tejido 6seo: hueso compacto y hueso
esponjoso; el primero, es relativamente denso y solido, mientras que el
segundo forma una red espaciosa de espolones y ldminas gruesas
ramificadas denominadas trabéculas o espiculas; ambos estdn
presentes en cualquier hueso fipico del esqueleto [9]. El hueso
compacto forma las paredes de la cavidad medular y estd rodeado



por una capa interna de hueso esponjoso como se observa en |la Figura
1; también, se evidencia la cavidad medular que contiene la médula
oseaq, en ésta predominan los adipocitos o médula amarilla y las células
progenitoras también llamadas médula roja. Se debe agregar que, en
lo que respecta a las células especificas, la estructura y la composicion
de las laminillas del hueso compacto no difiere del esponjoso; aunque,
la ligereza de este Ultimo, se debe la ramificacion espaciosa de sus
trabéculas, que ademds de aligerar el esqueleto, facilita el movimiento
en conjunto de musculos y huesos [8].

Hueso esponjoso

Hueso compacto //"{1.

Cavidad medular

.{i,\ \/.

Figura 1. Estructura macroscdpica del hueso humano [9].

4.2 Regeneracion ésea:

El crecimiento de hueso ocurre cuando los osteoblastos generan mas
matriz dsea que la eliminada por los osteoclastos, ambos permanecen
activos a lo largo de toda la vida; sin embargo, el equilibrio en su
actividad se altera con el paso de los anos, en los adultos jévenes, el
ritmo de formacion dsea iguala al de la absorcidon y la velocidad del
recambio mineral es considerablemente alta, no obstante, en los
adultos mayores, los osteoblastos pierden mdads actividad que los
osteoclastos, por tanto, la remodelacion y reparacidon désea puede
acarrear cambios en la forma o en la arquitectura interna de los huesos
y también en la cantidad total de minerales depositados en el



esqueleto [11]. Es asi que, en la regeneracion 6sea se emplean diversos
tipos de injertos para la restauracion de defectos 6seos y fracturas; en
primer lugar, se encuentran los autoinjertos, que son trasplantes de
organos o tejidos del mismo paciente, cuando son trasplantes entre
individuos de la misma especie, se conoce como aloinjertos y los
xenoinjertos, que son trasplantes entre dos especies diferentes. No
obstante, estas técnicas presentan desventajas relacionadas con la
morbilidad en el sitio de extraccion, reabsorcion no confrolada del
injerto, disponibilidad de donantes y riesgo inminente de fransmision de
enfermedades, es por esto que, la ingenieria de tejidos como
combinacion de diversas dreas del conocimiento busca desarrollar
materiales sintéticos totalmente biocompatibles cuyo objetivo sea
mejorar, reparar o sustituir la funcidon de tejidos y érganos que han sufrido
dano parcial o total [12].

4.3 Biomateriales:

La ingenieria de tejidos basa sus principios en el uso de biomateriales,
gue son materiales naturales o sintéticos que pueden estar en contacto
COnN un organismo vivo de manera infra o extra corporal sin causar una
reaccion adversa; estos materiales son empleados tanto en la
sustitucion ya sea parcial o total de partes del cuerpo humano como en
dispositivos médicos [13]. En los biomateriales existe una relaciéon directa
entre la estructura interna, las propiedades y las funciones, o cual
determina su aplicabilidad; el diseno de cada biomaterial esta sujeto a
las propiedades fisicas, quimicas, mecdnicas y bioldgicas requeridas por
el érgano o tejido hospedero, caracteristicas superficiales del sitio de
implantacion, sin provocar algun dano o alteracién en el organismo
[15].

Los biomateriales usados en medicina pueden ser clasificados segun su
naturaleza quimica en metdlicos, cerdmicos, poliméricos y compuestos.
Los materiales metdlicos son usados debido a sus buenas propiedades
mecdnicas, son buenos conductores del calor y la electricidad, poseen
alta densidad, fienen una elevada capacidad de reflexion de la luz;
algunos son empleados como sustitutos de tejidos duros en el reemplazo
total cadera y articulaciones de rodillas, en placas y tornillos requeridos
en restauracion de fracturas oéseas; ademds de proveer soporte,
aportan osteointegracion, de ahi que, sean utilizados en dispositivos de
fijacion vertebral y en implantes dentales, no obstante, la corrosidon de
los metales es un limitante en la biocompatibilidad del material [15]. Los



cerdmicos son materiales inorgdnicos constfituidos por elementos
metdlicos y no metdlicos enlazados mediante enlaces idnicos y/o
covalentes; son fipicamente duros y fragiles con baja tenacidad y
ductilidad, buenos aislantes eléctricos y térmicos, poseen temperaturas
de fusidon y estabilidad relativamente altas [10]. Si bien, el uso de los
cerdmicos es limitado debido a la susceptibilidad del material a fisuras y
la baja resistencia fantfo a la tension como al impacto, se han
desarrollado técnicas innovadoras de fabricacion de cerdmicas
avanzadas que permite ampliar el abanico de aplicaciones,
especificamente en material de ortopedia y odontologia, considerando
la alta resistencia a la compresion y fluidos bioldgicos, ademds de la
buena apariencia en relacién con los dientes naturales [4].

Por otra parte, los polimeros son macromoléculas que se forman por la
unidn de pequenas moléculas a fravés de enlaces covalentes primarios
con una estructura principal, que se repiten hasta formar una molécula
mdas grande y compleja, estos pueden ser de origen natural o sintético
[14]. La principal ventaja de estos materiales respecto a los metales y
cerdmicos, es la facilidad de fabricacion en diversas geometrias;
ademdas, se destaca la degradacioén, la flexibiidad en métodos de
sintesis y disponibilidad de propiedades mecdnicas y fisicas segun sean
requeridas. Por consiguiente, son innumerables las aplicaciones en la
industria  farmacéutica y en medicina que van desde dispositivos
extracorpoéreos hasta implantes [16].

Por Ultimo, se encuentran los materiales compuestos, que son
combinaciones entre metales, cerdmicos y polimeros. De modo que, las
propiedades del material dependen en gran medida de la
homogeneidad de sus fuentes, por tanto, al variar el tipo del material
tanto de la matriz como del refuerzo, se obtiene una diversa gama de
propiedades mecdanicas y bioldgicas, asi que, se optimiza la estructura,
funcionamiento e interaccion del material con los tejidos circundantes
siendo ventaja en comparacion a los materiales tradicionales; sin
embargo, considerando un biomaterial compuesto, es fundamental
que cada componente sea biocompatible y que se garantice la
integridad de la interfaz del material al estar en contacto con el medio
deseado [17]. Las principales aplicaciones de los biomateriales
compuestos, comprenden generalmente la unidn de cerdmicos y
polimeros para la fabricacion de cementos 6seos, plataformas de



crecimiento para regeneracion de diferentes tejidos y agentes de
relleno sobre todo para aplicaciones dentales, implantes de hueso,
entre ofros [14]. En particular, los sustitutos dseos estdn compuestos por
dos o mds materiales que cumplen la funcidn de reemplazar el hueso,
poseen ciertas propiedades como biocompatibilidad y bioactividad; se
considera inyectable, cuando posee la viscosidad necesaria para ser
pasado por un dispositivo de inyeccion y consiste principalmente en una
fase granulosa o sélida inmersa en una matriz que permite la facil
extrusion del material. Con éstos no se requiere que el paciente pase
por una cirugia invasiva puesto que la aplicacion del material es in situ,
por lo cual, se garantiza buena recuperacion; entre ellos se pueden
enconfrar suspensiones, emulsiones y cementos 6seos [18].

El material objeto de estudio en esta tesis es un compuesto de
nanohidroxiapatita y fioroina de seda. El componente cerdmico de
dicho compuesto es la hidroxiapatita (HA), la cual hace parte de la
familia de biocerdmicos conocidos como apatitas, que son compuestos
qgue tienen estructuras similares pero diferente composicidn quimica
basado en las proporciones de calcio y fosforo que poseen, la relacion
estequiométrica de Ca/P es de 1,67 y tiene una densidad tedrica de
3.16 g/cm3. La HA es un fosfato de calcio con composicion similar a la
parte mineral del hueso, presenta biocompatibilidad, estabilidad fisico-
quimica, alta resistencia al desgaste, biodegradabilidad lenta,
osteoconduccion y osteoinduccion [4].

La hidroxiapatita se puede encontrar de forma natural en corales
marinos o se puede obtener por medio de sintesis, empleando diversas
técnicas de via humeda, hidrotermal, sol-gel, coprecipitacion, entre
otras; cada proceso da lugar a hidroxiapatita con diferentes tamanos
de particula y morfologias. Para el presente estudio, la HA se sintetiza
por medio de una precipitacidon quimica con posterior tratamiento
hidrotermal, proceso a alta temperatura y presion; por este método se
obtfienen polvos de HA que a determinadas condiciones presentan
geometrias y tamano de particulas definidos [19].

Por otro lado, como matriz del material compuesto se emplea la fibroina
de seda (SF), que es un biopolimero de naturaleza proteica proveniente
de la seda de diferentes insectos principalmente ardcnidos y larvas de
gusanos de seda vy representa entre un 72 a 81% del componente



proteico de la seda [5]; consiste en una secuencia de aminodcidos,
principalmente serina, alanina y glicina que conforman dos estructuras
principales: I[dminas P y helicoidal o a helicoidal. Estd constituida por dos
cadenas, una liviana y una pesada unidas por enlaces disulfuro, los
dominios hidrofobos de la cadena pesada se repiten para formar la
estructura de Idminas B, mientras que la cadena liviana es hidrofdbica
por naturaleza y relativamente eldstica; ambas en conjunto le confieren
a la fibroina del gusano Bombyx mori buenas propiedades mecdnicas,
ademas es biocompatible [20].

Entre los principales usos de la fibroina se destaca la formacion de
peliculas, micro y nanofibras por electrohilado, hidrogeles, scaffolds
pOorosos, micro y nanoparficulas, con aplicaciones para regeneracion
de diferentes tejidos [5]. Asimismo, la aplicacién de la fibroina de seda
en materiales compuestos para ingenieria de tejido o6seo, se ha
incrementado en los Ultimos anos debido a su buen desempeno con las
células dseas y su habilidad para permitir la regeneracion del tejido [20].

De manera que, en este proyecto se desea evaluar la actividad celular
de fibroblastos en contacto con el material compuesto por fibroina
extraida del gusano de seda Bombyx mori y nanohidroxiapatita
sintetizada, el cual servird como sustituto 6seo inyectable, donde la
fibroina serd el vehiculo para el fransporte de las particulas cerdmicas.

5 METODOLOGIA

5.1 Sintesis de las nanobarras de Hidroxiapatita:

Para la obtencién de las nanobarras, se siguid el protocolo establecido
en el Grupo de investigacion en Biomateriales BioMat, a partir de los
resultados alcanzados por Buitrago [6].

El proceso se inicid con una reaccion de precipitacion donde se
emplearon como agentes precursores, nitrato de calcio tetrahidratado
Ca(NQOs3)2.4H,O grado analitico marca Panreac y fosfato diamonico
(NH4)2HPO4 grado analitico marca Carlo Erba, fuentes de calcio vy
fosforo respectivamente; fueron preparados en soluciones separadas
garantizando una relaciéon Ca/P de 1.67 y pH a 10 que fue ajustado con
amoniaco al 25%.



La solucidon con fuente de fosforo fue goteada sobre la solucidon con
fuente de calcio a velocidad confrolada, en agitacion magnética
constante y a temperatura ambiente; seguidamente, se hizo un
tratamiento hidrotermal en un recipiente hermético de teflon a 180°C
durante 24 horas, luego se hicieron lavados con agua destilada vy
posteriormente la solucion fue dispuesta para el secado a 60°C por 12
horas, franscurrido este tiempo el producto fue macerado vy
almacenado. El protocolo es mostrado detallodamente en la Figura 2.

t’jj 24:00
Ca -
coQOQ0O O

“pH 10 [lpH10
1Cal0 .U P Q e g Q U QO M

Soluciones acuosas de Reaccion de precipitacion ~ Solucién Tratamiento
calcio y de fésforo avelocidad controlada final de HA hidrotermal a 180°C
@ 12:00
_
co Q000 O
[

Secado del precipitado a Macerado y almacenamiento
60°C del polvo

Figura 2. Esquema del protocolo establecido para la sintesis de nanobarras de
hidroxiapatita.

Lavados hasta pH neutro

5.2 Caracterizacion de las nanobarras de Hidroxiapatita:

Los polvos de HA resultantes, fueron caracterizados por medio de
difraccion de rayos X (DRX), fluorescencia de rayos X (FRX),
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) vy
microscopia electronica de barrido (SEM).



5.2.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM):

La morfologia de las particulas se observd en un microscopio
electronico de barrido (termoidnico) JEOL-JSM 6490LV.

5.2.2 Difracciéon de Rayos X (DRX):
La identificacion de las fases cristalinas del material obtenido se llevé a
cabo en un difractémetro de rayos X marca Rigaku con fuente de Cu,
en un angulo entre 5°y 60°.

5.2.3 Fluorescencia de rayos X (FRX):

El andlisis de la composicidon quimica de la HA obtenida, se hizo de
manera semicuantitativa en el equipo Thermo ARL Optim’X WDXRF, en
condiciones de humedad vy femperatura de 57% vy 22.2°C
respectivamente.

5.2.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR):
Los grupos funcionales y componentes principales del polvo obtenido,
se determinaron por medio de un andlisis infrarrojo mediante ATR
usando un equipo Thermo Scientific Nicolet iS50 FTIR Spectrometer en un
rango de barrido entre 400 y 4000 cm-! y un nUmero de ciclos de 24.

5.3 Extraccion de la fibroina:

La extraccion de la fibroina se hizo a partir de capullos de gusano de
seda Bombyx Mori; el protocolo seguido fue planteado por Echeverri et
al. [20] y optimizado por el Grupo de investigacion en Biomateriales
BioMat.

Los capullos se cortaron en trozos de 1 cm?, seguidamente, se prepard
una solucion de carbonato de sodio marca Quimicos JM, (relacion 2/5
respecto al peso de los capullos) y se dejo en agitacion magnética a
80°C, se agregaron los capullos y se mantuvo la solucion en agitacion
por aproximadamente 3 horas, posteriormente se retiraron y lavaron con
agua destilada hasta conseguir el desgomado de la fibroina.

Luego, se prepard una solucion de cloruro de calcio grado analitico
marca Panreac y etanol grado analitico marca Sigma-Aldrich, cuando
la temperatura estuvo entre 45° y 55°C, se adiciond la fibroina en
relacion 5 %(p/v) y se mantuvo en agitacion hasta que se disolvid
completamente. Finalmente, la solucidn de fibroina fue dispuesta en



membranas de acetato de celulosa, las cuales fueron sumergidas en
agua destilada para promover el proceso de didlisis, se hizo cambio de
agua cada 2 horas el primer dia, cada é horas en el segundo dia y
finalmente 2 veces en el tercer dia.

Como la concentracion de la solucion de fibroina obtenida al finalizar el
proceso de didlisis era desconocida, se calculd a partir del peso
obtenido al secar muestras de la solucion; sin embargo, al ser inferior de
la requerida se evapord el agua hasta conseguir concentraciones de |
y 1.5 %(v/v). El protocolo se sintetiza en |la Figura 3.

SolucionacuosadeNa:CO;  Adicidn de los capullos Lavados |
Etanol 45- 55°C
—>
¢ U U

Solucidn acuosade CaCl; Diluciénde laFS Solucidnfinal de FS Disposicidn en membranas
de acetato de celulosa

co QOO0 O

Proceso de didlisis

Concentracidn de la
solucion final

Figura 3. Esquema del protocolo para la extraccion de fibroina de seda.

5.4 Caracterizacion de la fibroina:

La solucidn de fibroina fue caracterizada por medio de andlisis por
espectroscopia infrarroja (FTIR) y calorimetria de barrido diferencial
(DSC).



5.4.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR):
Se determinaron los grupos funcionales de la fibroina extraida, haciendo
un andlisis del espectro infrarrojo en un equipo Thermo Scientific Nicolet
iS50 FTIR Spectrometer en un rango de barrido enfre 4000 — 450 cm-!,
durante 24 ciclos.

5.4.2 Calorimetria de barrido diferencial (DSC):
Se determind la estabilidad y desempeno del material al variar la
temperatura de manera subita, en un equipo DSC Q200 V24.10 build 122
de TA Instruments en atmdsfera de nitfrédgeno y con una velocidad de
calentamiento de 20°C/min.

5.5 Fabricacion de los sustitutos 6seos inyectables:

Los sustitutos se fabricaron con dos concenfraciones de fibroina: 1y 1.5
%(v/v); 60 %(p/v) de hidroxiapatita y 1 %(v/v) de glutaraldehido, con
respecto ala cantidad de fibroina empleada.

El proceso se inicid con la dilucion de la fibroina en agua destilada,
seguidamente y en agitacién magnética se adiciond el glutaraldehido
como enfrecruzante; después, se agrego la hidroxiapatita de manera
controlada; la solucién final se dejé en agitacidn magnética constante,
cuando la mezcla tomd consistencia viscosa, se mezcld manualmente.

Posteriormente, la mezcla se dispuso en jeringas de 1 ml y se almacend
durante dos horas para garantizar el entrecruzamiento; finalmente, se
hizo el moldeado manual de los sustitutos en forma de cilindros de 6 mm
de alto por 5 mm de didmetro. En la Figura 4 se muestra el proceso para
la fabricacion de los sustitutos.
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Figura 4. Esquema de la fabricacién del sustituto dseo.

5.6 Caracterizacion biolégica de los sustitutos 6seos inyectables:

Para las pruebas bioldgicas, se usaron fibroblastos humanos primarios
incubados a 37°C con 5% de CO2 y cilindros de los sustitutos que fueron
esterilizados usando oxido de etileno e irradiacion UV, con el fin de
evaluar si existe influencia del método de esterilizacion en el
comportamiento del material. Las evaluaciones correspondientes para
cada prueba se hicieron por triplicado y dos veces y los resultados
obtenidos se analizaron estadisticamente mediante las herramientas del
programa Matlab versién 2017a.

5.6.1 Citotoxicidad:
La toxicidad de los sustitutos sobre los fibroblastos, se evalud por medio
del ensayo del MTT (MMT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) Cell Proliferation Assay Kit, Cayman CHEMICAL). En este
ensayo, se cuantificé la viabilidad de las células midiendo la actividad
metabdlica de la deshidrogenasa mitocondrial.

En primer lugar, se sembraron los pozos respectivos con células (10.000
células por pozo) vy los pozos de los limites del plato se dejaron vacios
(color gris), el plato se incubd por 24 horas; también, se depositaron los
cilindros del material en el medio de cultivo, en relacién 0.1 g/ml y se
incubaron durante 24 horas. Luego, se retird todo el medio de los pozos,
se agregaron 100 ul del tratamiento respectivo en cada uno, de
acuerdo a las diluciones pertinentes y se incubaron por 24 horas; como



confrol negativo se utilizd el medio de cultivo y dimetilsulfoxido como
control positivo, este Ultimo impide el crecimiento celular. En la Tabla 1
se ilustra el diseno experimental del plato de cultivo; los 4 tratamientos
utilizados fueron nombrados como T1, T2, T3, T4, las especificaciones de
estos se indican en la Tabla 2.

Tabla 1. Diseno experimental del plato para el ensayo de citotoxicidad.

Control
negativo
Control
negativo
Control
negativo

Control
positivo
Control
positivo
Control
positivo

Tabla 2. Especificaciones de los tratamientos evaluados.

Tratamientos %(v/v) FS Método de Esterilizacion
T1 1.0 Oxido de etileno
T2 1.5 Oxido de etileno
T3 1.0 Radiacion UV
T4 15 Radiacion UV
Diluciones %(v/v) Extracto %(v/v) Medio
25% 25 75
50% 50 50
75% 75 25
100 % 100 0

Posteriormente, se removio el medio de todos los pozos y se agregaron
50 yl de la solucion MTT en cada uno, se incubd durante 2 horas en
agitacion constante; a continuacion, se retiré el MTT, se agregaron 100
ul de isopropanol y se agité por 20 min. Finalmente, se hicieron las
lecturas con un lector ELISA a 570 nm; la viabilidad celular, se determind
comparando los valores de absorbancia resultantes con los respectivos
confroles de la prueba.

5.6.2 Proliferacion celular:
Para empezar, se sembraron los pozos respectivos con células (2.000
células por pozo) vy los pozos de los limites del plato se dejaron vacios



(color gris); a su vez, se depositaron los cilindros del material en el medio
de cultivo, en relacion 0.1 g/ml, el plato de cultivo y los cilindros se
incubaron durante 24 horas. Luego, se retird fodo el medio de los pozos,
se agregaron 100 ul del tratamiento respectivo en cada uno y se
incubaron por 24 horas; como confrol negativo se utilizd el medio de
cultivo y dimetilsulfoxido como confrol positivo, este Ultimo impide el
crecimiento celular. En la Tabla 3 se ilustra el diseno experimental del
plato de cultivo y las especificaciones de los tratamientos se indican en
la Tabla 4.

Tabla 3. Diseno experimental del plato para el ensayo de proliferacion.

Control Control
negativo positivo
Control Control
negativo positivo
Control Control
negativo positivo

Tabla 4. Especificaciones de los tratamientos evaluados.

Tratamientos %(v/v) FS Método de Esterilizacion
T1 1.0 Oxido de etileno
T2 1.5 Oxido de etileno
T3 1.0 Radiacién UV
T4 1.5 Radiacion UV

Se hicieron revisiones a las 24, 48 y 72 horas, en cada dia se removid el
medio de todos los pozos, se agregaron 50 ul de la solucidon MTT y se
incubd durante 2 horas en agitacion constante; seguidamente, se retird
el MTT, se agregaron 100 ul de isopropanol y se agitd por 20 min. Por
Ultimo, se hicieron las lecturas con un lector ELISA a 570 nm; la viabilidad
celular, se determind comparando los valores de absorbancia
resultantes con los respectivos controles de la prueba.

6 RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 Sintesis de las nanobarras de Hidroxiapatita:

Como se menciond anteriormente, para la sintesis de nanobarras
hidroxiapatita, se siguid el protocolo establecido en el Grupo de
investigaciéon en Biomateriales BioMat. Usando dicho profocolo, se
realizaron 15 sintesis en total, dos de ellas presentaron irregularidades



dado que el recipiente de teflon de uno de los reactores empleados no
estaba bien sellado; de manera que, durante el tratamiento hidrotermal
no se efectuaron las condiciones definidas y al momento del secado no
se obtuvo una superficie uniforme, por ende no cumplia con las
especificaciones del proceso. No obstante, en el resto de sintesis se
logré una capa regular y posterior al macerado, se obtuvo un polvo
blanquecino con las caracteristicas macroscopicas requeridas.

6.2 Caracterizacion de las nanobarras de Hidroxiapatita:

6.2.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM):
En la Figura 5, se presentan las imagenes SEM obtenidas para los polvos
resultantes de dos de las sintesis realizadas; en el polvo de hidroxiapatita
se observan diferentes aglomerados y dentro de ellos particulas de
varios tamanos pero con igual morfologia de barras.
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Figura 5. Micrografias SEM para los polvbs de HA obtenidos.
a) Sintesis 11-20000X, b) Sintesis 11-50000X, c) Sintesis 12-20000X y d) Sintesis 12-50000X

La morfologia en nanobarras, es representativa de los polvos obtenidos
por el método hidrotermal, en el cual, dependiendo de la variacion de



paradmefros como temperatura, tiempo y pH, se pueden conseguir
desde nanoparticulas hasta nanoestructuras en 3D [22]. En este caso, las
nanobarras presentaron longitudes variables enfre 230 y 490 nm vy
didmetros entre 44 y 60 nm, por ende, se puede decir que se lograron
nanobarras con tamanos comparables a estudios donde emplean
metodologias similares; en primer lugar, en la investigacion de Zhao et
al. (2014), sintetizaron nanobarras de HA por medio de tratamiento
hidrotermal, variaondo la temperatura (120, 150 y 180 °C) y tiempo de
reaccion (3, 12 y 24 h), las nanobarras conseguidas presentaron
longitudes variables y didmetros alrededor de los 40 nm, de ahi, se
concluye que los tratamientos hidrotermales cortos permiten la
estabilizacion de la morfologia deseada [23]. Ahora bien, respecto al
protocolo desarrollado por Buitrago et al. (2014) en el grupo de
investigacion en el que se determinaron los pardmetros éptimos para la
formacion de nanobarras de hidroxiapatita, temperatura de 180 °C por
24 h en fratamiento hidrotermal, los resultados fueron comparables
puesto que las nanobarras conseguidas fuvieron didmetros enfre 25 y
200 nm, con longitudes variables [24]; ademds, posteriormente Buitrago
et al. (2017) obtuvieron nanobarras con dimensiones en promedio de
240 y 40 nm para longitud y didmetro respectivamente [6].

6.2.2 Difracciéon de Rayos X (DRX):

En la Figura 6, se presentan fres DRX correspondientes a muestras
elegidas aleatoriamente de todas las sintesis realizadas para la
obtencion del polvo de nanohidroxiapatita; todos los difractogramas
fueron comparados con el patrén JCPDS 72-1243 de HA reportado en la
literatura con el objetivo de analizar la correspondencia de los picos
principales y secundarios [25].



s —HA4
——HA10
HA12

@JLMMAJAWWMMAM;

20 25 30 35 40 45 50 55 60
20

Intensidad (u.a)
T
1

Figura 6. Difractograma de los polvos de HA obtenidos para las sintesis 4, 10y 12.

Se observan los picos principales caracteristicos de este material en 26=
31.8, 32.3 y 33°% ademds, se evidencian picos secundarios en 20= 26,
26.5, 30.5, 46.8, 49.5 y 53.5° algunos otros de menor intensidad en 206=
28.6, 30.18, 34, 36.3, 39.8 y 40.3° que indican la presencia aparente de
otros fosfatos de calcio, especificamente, en la sintesis HA10, se observa
un pico en 26= 25.37° correspondiente a un pico secundario de fosfato
tricdlcico y en la sintesis HA12 un pico en 26= 30.18° respectivo al fosfato
dicdlcico [22].

6.2.3 Fluorescencia de rayos X (FRX):

Por medio del andlisis semicuantitativo, se determind la composicion
quimica de la hidroxiapatita; se encontré una cantidad de 40,79 % en
peso de calcio y 18,71 % en peso de fosforo, lo que da una relacién
molar Ca/P de 1,68, muy cercana al valor de 1,67 de la HA
estequiométrica [6]. El valor de la relacion Ca/P, da una idea de coémo
serd la solubiidad del material dentro del cuerpo, esto es, para
relaciones Ca/P muy bajas, el material suele ser muy soluble, generando
un medio dcido que podria afectar el funcionamiento celular; en
cambio, para relaciones Ca/P muy altas, debido al alto contenido de
calcio, pueden tardar mucho tiempo en reabsorberse, generando asi
calcificaciones [22]. Por tanto, la relacion Ca/P del polvo de HA
sinfetizada, es adecuada para su uso como biomaterial [6].



6.2.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR):
La determinacion de los grupos funcionales asociados al polvo se hizo
por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier. En la Figura 7
se muestra el espectro correspondiente al polvo de HA.
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Figura 7. Espectro infrarrojo para el polvo de HA.

En el espectro se observan bandas en 3570 y 625 cm-! correspondientes
a los grupos funcionales hidroxilo OH- y bandas en 1090, 1036, 670 y 660
cm-! correspondientes a grupos funcionales fosfato PO43-. Una HA tipica
presenta generalmente bandas en (3578, 3571, 3448 y 633) cm-I
correspondientes al grupos OH-, bandas en (472, 561, 574, 601, 692, 962,
1032, 1040, 1087 y 1094) cm! propias de los grupos PO43- y bandas en
(870, 1416, 1465, 1480 y 1638) cm-! si la muestra contiene grupos CO32
[26]. Es asi que los resultados son comparables con estudios donde se
emplean metodologias similares; en la investigacion de Buitrago et al.
(2017), para la HA sintetizada por el observaron bandas en 3570 y 605
cm-! correspondientes a los grupos funcionales hidroxilo OH- y bandas
en 1064, 1018, 962, 599 y 561 cm-! correspondientes a grupos funcionales
fosfato PO43- [6]. Por lo que se concluye que el espectro infrarrojo de la
hidroxiapatita sintetizada en este frabagjo tiene las bandas
caracteristicas de una HA y por tanto la composicion quimica
correspondiente.

6.3 Extraccion de la fibroina:

Usando el protocolo establecido para la exiraccion de fibroina, se
obtuvo una solucidn acuosa de baja concentraciéon, por tanto, fue



necesario concenfrar el material de manera que fuera posible la
caracterizacion del mismo; la solucidn se llevd a congelacion y
posteriormente fue liofilizada durante 72 horas, con o que se consiguid
un scaffold de sélo fibroina apto para las caracterizaciones planteadas.

6.4 Caracterizacion de la fibroina:

6.4.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR):
En la Figura 8 se presenta el espectro infrarrojo para la fibroina obtenida
por el método de exiraccion descrito anteriormente; la region de interés
para este tipo de material se encuentra generalmente entre 1000 y 1800
cml, siendo la zona caracteristica de las amidas principales presentes
en la estructura molecular de la fibroina [27].
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Figura 8. Espectro infrarrojo para el scaffold de fibroina.

En el espectro se observan las bandas aproximadas caracteristicas de la
fibroina, esto es, una banda entre 1652 y 1634 cm ! correspondiente a la
amida |, banda entre 1540 y 1508 cm-! propia de la amida Il y alrededor
de 1235 cm! banda respectiva a la amida lll. Es necesario indicar que
dependiendo de la region donde se encuentre la banda de vibracion
en el espectro, se puede hablar de las esfructuras de la fibroina, sea
helicoidal conocida como seda | o Idminas B conocida como seda I
[27]; de modo que, en el espectro resultante, para la seda |, hay
presencia de la amida | aproximadamente en 1652 cm-!, la amida |l
alrededor de 1508 cm y la amida lll cerca de 1235 cm-!. Ahora bien,
para la seda ll, hay presencia de la amida | en 1634 cm!, de la amida |l
en 1540 cm' vy la amida |l normalmente se encuentra



aproximadamente en 1265 cm-; sin embargo, en el espectro mostrado
no se diferencia, debido a que posiblemente esté solapada con la
banda de vibracion de la amida lll de la seda |. Ahora bien, el espectro
infrarrojo de la fibroina extraida, es semejante al obtenido en estudios
donde emplean capullos de gusano de seda Bombyx Mori como fuente
de fibroina; en primer lugar, en la investigacion de Arauvjo et al. (2018),
resaltaron las tres bandas respectivas de los grupos amida, indicaron
presencia de la amida | a 1643 cm-!, ademdas la amida ll a 1518 cm ! y la
amida Il a 1234 cm-1[29]. Por ofro lado, en el caso de Buitrago et al.
(2017) evidenciaron para seda | la presencia de la amida | alrededor de
1651 cm1, la amida Il aproximadamente en 1514 cm-! y la amida lll en
1234 cm' y para la seda Il la presencia de las amidas | vy |l
aproximadamente en 1639 y 1529 cm-! respectivamente, la amida lll en
1265 cm-! [6]. De manera que, la presencia de las amidas tanto de la
seda | como la ll, indican que la organizacion de la fibroina obtenida en
este frabajo coincide con lo reportado en la literatura para estructura
helicoidal y Idminas B, concluyendo asi que el material fue extraido de
manera satisfactoria.

6.4.2 Calorimetria de barrido diferencial (DSC):

En la Figura 9 se presenta el DSC realizado al scaffold de fibroina, para el
cual se hizo un barrido desde Ila temperatura ambiente
(aproximadamente 24°C) hasta 600°C.
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Figura 9. DSC del scaffold de fibroina.



En la curva se observa pérdida de agua hasta aproximadamente 80°C,
en esta primera fase de calentamiento se consigue la degradacion de
las regiones amorfas de la fibroina que tienen gran cantidad de aguaq,
generalmente se reportan para este material grandes pérdidas de agua
enfre 80 y 100°C [30]. El pico endotérmico se presenta antes de la
temperatura de transicidon vitrea que se ubica aproximadamente a
200°C, posterior a la evaporacion total del agua alrededor de 140°C;
finalmente se evidencia un mdximo de degradacion en 290°C. Estos
valores son comparables con los reportados en los andlisis térmicos de
fioroina, en primer lugar, para la fibroina extraida directamente de las
gldndulas del gusano de seda, la curva presenta un pico endoférmico
por evaporacion de agua a 100°C y un pico maximo de degradacion
en 300°C [31]; ahora bien, respecto al protocolo empleado por Buitrago
(2017) en su investigacion, reportaron valores de pérdida de agua hasta
108°C, temperatura de tfransicion vitrea aproximadamente en 184°C y
un maximo de degradacion en 300°C [4].

6.5 Caracterizacion bioldgica de los sustitutos 6seos inyectables:

6.5.1 Citotoxicidad:
El porcentaje de células vivas enconfradas en los pozos después de
realizados los ensayos de citotoxicidad se presentan en las siguientes
figuras, en las cuales, se consideran los diversos tratamientos evaluados
y las diluciones correspondientes del extracto; ademds, se observan los
resultados obtenidos para los respectivos controles en cada prueba.

En la Figura 10, se presentan los porcentajes de viabilidad celular
resultantes para el fratamiento 1, extracto del sustituto ¢seo fabricado
con FS al 1.0%(v/v) y esterilizado con 6xido de etileno. Se evidencia que
para todas las diluciones del exiracto, el porcentaje de células vivas es
superior al control negativo, esto es, mayor al 100%; también, se observa
que el tratamiento al 100%, es decir, solo extracto, es el que mejor
desempeno manifiesta en el ensayo.
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Figura 10. Ensayo de citotoxicidad para T1, a) Viabilidad 1, b) Viabilidad 2.

Por otro lado, en la Figura 11, se presentan los porcentajes para el
tratamiento 2, extracto del sustituto Gseo fabricado con FS al 1.5%(v/v) y
esterilizado con 6xido de etileno. Nuevamente se evidencia que para
todas las diluciones del extracto el porcentaje de viabilidad celular es
superior al control negativo; no obstante, en este caso, tanto el
tratamiento al 100 como al 50%, presentan el mejor desempeno en el
ensayo.
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Figura 11. Ensayo de citotoxicidad para T2, a) Viabilidad 1, b) Viabilidad 2.

Ahora, se presentan los porcentajes para el tratamiento 3, extracto del
sustituto 6seo fabricado con FS al 1.0%(v/v) y esterilizado con radiacion
UV. En la Figura 12 se evidencia como en los casos anteriores, que para
todas las diluciones del extracto el porcentaje de viabilidad celular es



superior al control negativo; ademds, el fratamiento al 100% de extracto,
muestra comportamiento superior a las otras diluciones.
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Figura 12. Ensayo de citotoxicidad para T3, a) Viabilidad 1, b) Viabilidad 2.

Finalmente, para el fratamiento 4, extracto del sustituto dseo fabricado
con FS al 1.5%(v/v) y esterilizado con radiacion UV, se evidencia que
para todas las diluciones del extracto el porcentaje de células vivas es
superior al control negativo; sin embargo, el fratamiento al 50% es el que
muestra mayor porcentaje de viabilidad celular, incluso superior al
tratamiento al 100%.
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Figura 13. Ensayo de citotoxicidad para T4, a) Viabilidad 1, b) Viabilidad 2.



En la Figura 10, Figura 11, Figura 12 y Figura 13, se evidencia que el
porcentaje de celulas vivas cambia segun la dilucion, pero la diferencia
entre los valores respectivos no es significativa ni tiene una tendencia
determinada; no obstante, en términos generales los fratamientos al 50 y
100% presentan los porcentajes mds elevados, o que suscita que a
estas concentraciones el sustituto permite un mejor desarrollo del cultivo.
No obstante, los materiales usados para el desarrollo de los sustitutos
6seos en sus diversas formulaciones fueron los mismos, por tanto la
naturaleza quimica y la fopografia de estos favorecieron la interaccion
célula-extracto, puesto que, la hidroxiapatita usada es de tamano
nanomeétrico y tiene una superficie hidrofilica al igual que la fibroina. De
modo que, dichos materiales no afectan la viabilidad celular y ayudan
a la adsorcion de los elementos requeridos en el crecimiento de las
células [33]-[36].

Ahora bien, considerando que el material compuesto evaluado tiene
posible aplicaciéon como sustituto Gseo inyectable, la presentacion del
mismo no serd como exfracto sino como pasta, por tanto, es idedl
comparar los resultados de los fratamientos sin diluciones. En la Figura
14, se analiza la viabilidad de los tratamientos con una concentracion
de 100% del extracto.
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Figura 14. Ensayo de citotoxicidad, a) Viabilidad 1, b) Viabilidad 2.

En la Figura 14a, se observa que en el ensayo 1, el porcentaje de
viabilidad correspondiente para T1 fue de 111.40 %, para T2 de 111.53 %,
para T3 de 116.21 % y para T4 de 104.26%; asimismo, en la Figura 14b, se



evidencia que para el ensayo 2, la viabilidad para T1 fue de 118.81 %,
para T2 de 112.00 %, para T3 de 118.61 % y para T4 de 105.46%. De ahi
que, segun el estdndar internacional ISO 10993-5, considerando que
todas las muestras estdn por encima del 100% de viabilidad, se puede
considerar el material como no citotoxico; ademds, conforme la
clasificacion del grado de citotoxicidad dada por este estadndar y
mostrada en la Tabla 5, se clasifica a los sustitutos evaluados como
materiales Grado 0, siendo estos seguros para las células en cualquiera
de las concentraciones del extracto evaluadas [28]. Asimismo,
considerando que la viabilidad de los tratamientos es superior al 100%,
es posible sugerir que el material puede inducir el crecimiento de las
células.

Tabla 5. Grado de toxicidad segun el porcentaje de células vivas [28].

Grado % de Viabilidad
0 =100
1 75-99
2 50-74
3 25— 49
4 1-24
5 0

De manera que, estos resultados demuestran que la composicion
quimica de los sustitutos oseos fabricados en este proyecto, no son
perjudiciales para los fibroblastos; asimismo, confirma la no presencia de
trazas del enfrecruzante y otros agentes en los sustitutos que pudieran
causar una muerte celular significativa. Por ofro lado, se concluye que
los sustitutos del tratamiento 3, con FS al 1.0 %(v/v) y esterilizados con
radiacion UV, son los que presentan mayor porcentaje de viabilidad,
siendo esta, la formulacion pertinente para evaluar el comportamiento
del material en contacto con células del hueso.

Los resultados encontrados en esta investigacion no son comparables
con oftros estudios, puesto que en la literatura no se encuentran reportes
de la evaluacion bioldgica del material compuesto en las condiciones
de interés. No obstante, es posible encontrar una gran cantidad de
estudios de la respuesta bioldgica de la hidroxiapatita y de ésta
combinada con diversos materiales, donde se evidencia su alta
biocompatibilidad [32]-[33]. En el caso de la fibroina es limitada la
informacion que se puede hallar; sin embargo, se encuentran estudios



principalmente de scaffolds, como es el caso de Gaviria et al. (2018)
quienes evaluaron el crecimiento de fibroblastos humanos en scaffolds
de fibroina, indicaron que no hubo variacion en la morfologia de las
células y reportaron porcentajes de viabilidad celular que oscilan entre
90-95% [34]. Asimismo, Arboleda et al. (2012) compararon la
citocompatibilidad entre la fibroina y el polipropileno, donde mostraron
las ventajas de usar fibroina obtfenida del gusano de seda, la cual
demostrd una mejor biocompatibilidad [35].

6.5.2 Proliferacion celular:
La actividad metabdlica de los fibroblastos fue supervisada durante 24,
48 y 72 horas; en la Figura 15, se presenta el porcentaje de células vivas
para cada uno de los fratamientos evaluados y los controles, en el
respectivo dia.
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Figura 15. Proliferacién celular medida a las 24, 48 y 72 horas.

Los resultados muestran que a las 24 horas del ensayo, la viabilidad
celular de los fibroblastos es superior al control negativo, los porcentajes
para los respectivos tratamientos fueron de 116.14% para T1, 133.68%
para T2, 107.59% para T3 y 112.44% para T4. A las 48 horas, la viabilidad
de los fratamientos T1 y T2, se mantiene superior al control con valores
de 105.32 y 110.84% respectivamente; por el contrario, la viabilidad para
T3 y T4 es inferior al control para este dia, con valores de 97.13% para T3
y 98.21% para T4. Finalmente, a las 72 horas, todos los tratamientos
excepto T2, muestran un porcentaje de viabilidad inferior al conftrol.



Es importante resaltar que se evidencia incremento en el
comportamiento de la proliferacion celular en las primeras 24 horas; no
obstante, a las 48 horas se observa disminucion en los porcentajes de
viabilidad y estos continuan disminuyendo a lo largo del ensayo, lo cual
pudo deberse a la elevada presencia de células en el pozo durante las
horas iniciales, considerando la elevada capacidad de proliferacion de
los fibroblastos, produciéndose la apoptosis de algunas de ellas y por
consiguiente no se detecta un aumento de las células en los dias
posteriores. Resultados mds alentadores se encuentran en estudios
recientes, uno de ellos es la investigacion realizada por Gaviria et al.
(2018) indicaron que el crecimiento de los fibroblastos no presentd
diferencias significativas con respecto al confrol y observaron una
distribucion homogénea del crecimiento celular en la superficie de la
pelicula de fibroina [34]. Por ofro lado, Pecci et al. (2018) evaluaron la
potencialidad de la fibroina de seda como scaffold para reparacion y
regeneracion pulpar, observaron que aunque para las células es mas
dificil adherirse inicialmente a la fibroina, debido a que la superficie no
estd tratada, finalizado el ensayo (168 horas) la proliferacion se iguala
obteniendo una cantidad de células similar al confrol positivo, de modo
qgue avalan al scaffold de fibroina éptimo para futuros estudios in vivo
[36].

Por otro lado, las diferencias entre los tratamientos evaluados en este
proyecto sugieren que T2, extracto del sustituto dseo fabricado con FS al
1.5%(v/v) y esterilizado con Oxido de efileno, es la formulacion que
induce mejor respuesta bioldgica en las células, manteniendo un
porcentaje de viabilidad celular superior al del control negativo durante
todo el ensayo. Considerando que la interaccion entre las células vy el
extracto depende de las propiedades fisicas y quimicas del material
compuesto y que dicha formulacion difiere del resto en que presenta
mayor porcentaje de fibroina, propiedades intrinsecas del polimero
como energia superficial e hidrofilicidad proporcionan un adecuado
microambiente para apoyar el crecimiento de las células [34].



7 CONCLUSIONES

La metodologia combinada de reaccién de precipitacion con posterior
tratamiento hidrotermal es reproducible y efectiva para sintefizar
hidroxiapatita con tamano nanométrico y morfologia en barras; el
protocolo y los pardmetros establecidos como temperatura, tiempo vy
pH, fueron los adecuados para obtener el polvo con las propiedades
requeridas para el material como componente cerdmico del sustituto
0seo.

La hidroxiapatita sintetizada tiene la morfologia y tamano esperados, su
estructura en nanobarras es similar a los cristales de apatita presente en
los huesos, el andlisis FRX indica una relacién molar Ca/P de 1.68
correspondiente a una HA estequiométrica tipica de las obtenidas con
el método hidrotermal. Ademds, en el difractograma se observan los
picos principales y secundarios caracteristicos y en el espectro infrarrojo
se exhibe la presencia de todas las bandas correspondientes a los
grupos funcionales hidroxilos y fosfatos presentes en la HA, lo que
confirma su adecuada composicion quimica.

La fibroina de seda extraida a partir de los capullos del gusano Bombyx
mori, exhibid en el espectro infrarrojo las bandas de vibracion de las
amidas principales correspondientes a las estructuras helicoidal vy
Idminas B caracteristicas de la fibroina; sin embargo, la amida Il para
Idminas B no se observa, debido posiblemente a un solapamiento con la
banda de vibracion de la amida lll para estructura helicoidal. Ademas,
en el DSC se observan los picos térmicos representativos, con lo que se
concluye que el material fue extraido de manera satisfactoria.

En la prueba de citotoxicidad, se encontrd para todas los fratamientos y
diluciones considerados, una viabilidad celular superior al 100 %; de ahi
que, se concluye que los sustitutos dseos no son agentes toxicos para los
fioroblastos, ademds, son clasificados como Grado 0, lo que significa
que el material en ambas formulaciones, es seguro para las células.

No es clara la capacidad que tienen los sustitutos éseos para inducir la
proliferacion de los fibroblastos, dado que, el porcentaje de células
para las 24 horas fue mayor al respectivo para el control negativo y en
las horas posteriores, los valores disminuyeron. Sin embargo, se resalta



que el fratamiento 2, extracto del sustituto 6seo fabricado con FS al
1.5%(v/v) y esteriizado con Oxido de efileno, provocd una mejor
respuesta bioldgica en los fibroblastos durante las 72 horas del ensayo.
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