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RESUMEN

Las lesiones 0Oseas y cartilaginosas, bien sean provocadas por un trauma o una enfermedad, disminuyen la calidad de
vida del paciente ya que afecta su desempefio social, laboral y educativo. Actualmente el desarrollo de implantes,
tratamientos o intervenciones quirdrgicas para hacer frente a estas lesiones no cumplen a cabalidad la funcion propia
del tejido afectado, es por ello que la Ingenieria de Tejidos (IT) surgié como una propuesta de regeneracion del tejido
mas que el reemplazo del mismo y puede ser un tratamiento eficaz para el tratamiento de estas lesiones dseas. Este
proyecto pretende el desarrollo de un scaffold polimérico que permita la reconstruccion del tejido, al mismo tiempo que
se degrada; para ello se fabricaron scaffolds mediante la técnica de liofilizacion utilizando polihidroxialcanoato (PHA)
como polimero, ya que es natural y degradable, ademas se implementé una técnica de biofuncionalizacion quimica para
mejorar la interaccion polimero-tejido y garantizar la estimulacion del tejido circundante. Para caracterizar los scaffolds
obtenidos se realizaron pruebas con Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) (para la composicién quimica),
SEM (para la morfologia), pruebas de estabilidad, ensayos mecénicos (para la resistencia mecanica) y evaluacion
bioldgica.

El mejor scaffold obtenido para la aplicacion de reemplazo de cartilago articular fue el tratamiento 10 % de PHA y 75
% de agua, la decision fue tomada, descartando los tratamientos que no cumplieron con los requerimientos del scaffold
para su aplicacion, como son poros interconectados, resistencia mecanica adecuada para cumplir los requerimientos
mecénicos del tejido cartilaginoso y velocidad de degradacién comparable con casos prometedores de la literatura. Los
tratamientos fueron descartados asi: morfolégicamente todos los tratamientos estuvieron en un rango adecuado,
mecanicamente los tratamientos exhibieron valores bajos y se descartaron aquellos que no cumplieron con los requisitos
de los scaffold sintéticos que reporta la literatura, estos incluyeron los tres tratamientos de 7.5 % de PHA y el tratamiento
10 % de PHA y 90 % de agua, finalmente, en las pruebas de estabilidad, el tratamiento que mas cerca estuvo de la
velocidad de degradacién de los scaffolds sintéticos segun la literatura fue 10 % de PHA y 75 % de agua. A pesar que
la evaluacion de la citotoxicidad de los scaffolds no present6 resultados adecuados, se considera necesario continuar
investigando en procesos de purificacion del material para eliminar trazas de solvente, que generen el efecto tdxico del

scaffold.

Palabras clave: Biofuncionalizacion, Implantes, Ingenieria de tejidos, Polihidroxialcanoato, Polimero, Regeneracion,

Scaffolds, Tejido cartilaginoso, Tejido dseo



ABSTRACT

Bone and cartilage lesions, (result of trauma or disease), affect the quality of life of people, and interfere with their
social, work and education life. Currently the solutions for these lesions are no satisfactory. The tissue engineering (IT)
works in the tissue regeneration and works little in tissue replacement. The project aims is to develop a polymeric
scaffold for tissue reconstruction while the scaffold is degraded. Freezer-Drying will be used for scaffold construction
with a natural and degradable polymer calls it polyhydroxyalkanoate. The scaffold were biofunctionalization with
chemical techniques for improve the polymer-tissue interaction and there stimulation of the host tissue. FTIR test, SEM,
stability test, mechanical test and biological test, were used for characterize the scaffold proprieties.

10 % PHA and 75 % water treatment was the best scaffold in the experimental process; the choice obeyed the scaffolds
characteristics such as cartilage graft, as interconnected porous, mechanical strength suitable to replacement
cartilaginous tissue and degradation rate similar to literature cases. The choice was the next: morphologic characteristics
were adequate, mechanical behavior was lower, three treatments of 7.5% PHA and the treatment 10% PHA and 90%
water were discarded because they didn't meet the requirements of the synthetic scaffold reported by the literature.
Finally 10 % PHA and 75 % water treatment was closest to the degradation rate of synthetic scaffolds according to the
literature, in the stability test.

The cytotoxicity test of the scaffolds didn't present adequate results, but is necessary to continue investigating

purification process of the material to eliminate traces of toxic solvent.

Keywords: Biofuncionalization, Bone tissue, Cartilage, Grafts, Polyhydroxyalkanoate, Polymer, Regeneration,

Scaffolds, Tissue Engineering.



1. INTRODUCCION

Segun el DANE, para 2018 en Colombia existia un total de poblacion con alteraciones en funciones o estructuras
corporales de 1°404.108 personas, es decir, un 2.6 % de la poblacion, para estas personas, su condicién implica

aislamiento social, laboral o educativo; lo cual deteriora su calidad de vida [1].

Estas alteraciones en funciones o estructural corporales, pueden deberse a la pérdida o lesion de un tejido que disminuye
la capacidad funcional del cuerpo para realizar sus actividades cotidianas, en el caso del tejido cartilaginoso articular
estas lesiones pueden ser causadas por agentes internos como procesos inflamatorios, degenerativos y factores
genéticos, o procesos externos como la edad, el aumento de peso y traumatismos. El tejido cartilaginoso no posee la
capacidad de restaurarse tras la lesion, debido a que no posee irrigacion sanguinea, por ello ante un dafio pequefio se
pueden utilizar condrocitos autélogos inyectados, pero ante un dafio significativo funcional, producto de lesiones

traumaticas o degenerativas es necesaria la utilizacion de un implante [2].

Una alternativa para recuperar la funcionalidad del cartilago tras una lesion es la microfractura, la cual consiste en
perforar la superficie subcondral para que las células mesenquimatosas lleguen a la lesion y formen una nueva matriz
cartilaginosa, sin embargo, no es posible controlar la estructura de este nuevo tejido, ni su composicion y propiedades

mecanicas, entre otros [3].

Otro tipo de cirugia practicada para la reparacion de cartilago articular, consiste en obtener autoinjertos y aloinjertos de
cartilago, estos se obtienen aislando periostio y se introducen a presién en agujeros creados en la zona de la lesion para
reproducir el tejido, sin embargo, dificultades como la disponibilidad, compatibilidad y morbilidad inducida en el
paciente, han hecho de este procedimiento una solucion poco practica [3]. Otra técnica utilizada es el implante de
condrocitos autologos, pero ademés de las dificultades encontradas a la hora de fijar el injerto, esta técnica resulta muy
costosa [3], [4].

El uso de protesis en la reparacion de cartilago articular, puede eliminar el dolor y reestablecer parcialmente la
funcionalidad pero su tiempo de vida Util es corto [3], esto debido a los materiales utilizados en su fabricacion y su
disefio, ademas existen dificultades para obtener materiales bioactivos que cumplan con los requerimientos mecénicos

necesarios [5].

Un material candidato para la reparacion de cartilago es el PHA, el cual es un polimero natural producido por bacterias,
que ha sido utilizado como implante debido a sus propiedades de biodegradabilidad, citocompatibilidad y
comportamiento mecanico ajustable [6] [7] [8], otros polimeros que han sido utilizados para fabricar implantes para
reemplazo de cartilago como el acido polilactico (PLA), el acido poliglicolico (PGA) y el quitosano no promueven
adecuadamente la adhesion celular [7], en cambio el PHA ha demostrado mejorar el crecimiento y la diferenciacién de

varios tipos de células [7].



Es por ello que el objetivo de este proyecto fue la fabricacion de scaffolds biodegradables que estimularan a las células
a crear su propia matriz extracelular, al tiempo que éstos se degradaban en el cuerpo; para ello se utilizé un scaffold
fabricado de un polimero natural llamado polihidroxialcanoato (PHA) que no deja particulas poliméricas en su proceso
de degradacion y se esperaba que permitiera el desarrollo celular entre sus poros, de manera que el scaffold pudiera ser

usado como potencial material de restitucion de tejido cartilaginoso.

Para la fabricacion de los scaffolds se realizd un disefio de experimentos factorial 32 donde los factores y los niveles
(entre paréntesis) fueron el porcentaje de PHA (7.5, 10 y 12.5 %) y el porcentaje de agua (60, 75 y 90 %) obteniendo
asi nueve tratamientos, que se fabricaron a partir de una solucién polimérica en la que se agregé PHA, diclorometano
para disolver el PHA, agua para generar mayor porosidad y facilitar la congelacion y tergitol como surfactante, la
solucidn se congel6 con nitrégeno liquido y se liofilizé por 48 horas, una vez obtenidos los scaffolds, estos se lavaron

con soluciones de etanol y se liofilizaron de nuevo.

Después de la fabricacion de los scaffolds, estos se caracterizaron usando diversas técnicas, a nivel morfologico se
utilizé el método de Arquimedes para determinar el porcentaje de porosidad de las muestras y micrografias por la técnica
de microscopia electronica de barrido SEM para analizar el tamafio de los poros; a nivel mecanico se realizaron ensayos
de compresidn para obtener datos de resistencia maxima a la compresion a una deformacioén de 75 % y mddulo de
elasticidad; finalmente para verificar la estabilidad de las muestras se realizaron ensayos de degradacion hidrolitica y
ensayos de absorcion; estas seis pruebas permitieron la eleccion del tratamiento mas adecuado para la regeneracién de

tejido cartilaginoso el cual fue PHA 10 % y agua 75 %.

Una vez definido el mejor tratamiento este se sometié a un proceso de biofuncionalizacidn que consisti6 en exponer los
grupos carboxilo del polimero con un ataque de NaOH y luego usar los reactivos clorhidrato de 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC) y sal de sodio de N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS) para acoplar
colageno en la superficie, finalmente se realizaron pruebas de biocompatibilidad utilizando fibroblastos humanos vy el

analisis MTS para evaluacion de viabilidad celular.

Dentro de los resultados obtenidos, los porcentajes de porosidad y tamafio de poro fueron suficientes para propiciar la
migracion celular y el intercambio de nutrientes y desechos en el interior de los scaffolds, la resistencia mecénica
obtenida fue inferior a los valores tipicos del tejido nativo, pero similares a los reportados en la literatura por otros
autores como exitosos, ya que ellos argumentan que el ambiente interno corporal permite el refuerzo estructural de las
muestras. Con respecto a la estabilidad de las muestras se obtuvieron porcentajes de absorcidn similares a los reportados
en la literatura por otros autores, no obstante, los datos de degradacién no parecieron seguir un patron definido, pero se
logro establecer un tratamiento con velocidades de degradacion similares a las velocidades de regeneracion del tejido
reportadas [9], [10], [11].

Para verificar el proceso de biofucionalizacién se utilizaron espectros de FTIR que permitieron observar la activacion

de los grupos carboxilo, pero no fue posible la identificacion de grupos amidas correspondientes al colageno.



Finalmente los resultados de biocompatibilidad arrojaron resultados citotoxicos tanto de muestras biofuncionalizadas
como de muestras no biofuncionalizadas, mas no en los pellets del polimero, por lo tanto se sospeché de presencia de
diclorometano porque a pesar de no tener evidencia en los espectros FTIR, el diclorometano fue el Gnico reactivo tdxico

utilizado en el proceso, su presencia fue identificada por un ensayo de cromatografia de gases.

Como conclusiones se presentan las propiedades de los scaffolds obtenidos y la influencia del porcentaje de agua y de
PHA presentes en las muestras, en general la mayor cantidad de agua favorecio el incremento del tamafio de poro pero
disminuy® la resistencia mecanica, caso contrario ocurrié con el porcentaje de PHA, para las pruebas de estabilidad no

fue posible definir tendencias claras, pero los valores obtenidos fueron adecuados para la aplicacion.

Se recomienda buscar estrategias para la eliminacion de diclorometano en las muestras, que purifiquen el material,
eliminando trazas de dicho solvente; ya que las propiedades mecanicas, morfoldgicas y de estabilidad resultaron ser

muy prometedoras para el reemplazo de tejido cartilaginoso.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La reparacion de algunas lesiones menores en los tejidos del cuerpo humano, suelen darse por si mismas gracias a la
irrigacion sanguinea, en el caso de algunos tejidos como el cartilago, la autoreparacion es dificil debido a la ausencia
de vascularizacion en estos [2], es por ello que ante las lesiones presentadas en este tejido, es necesario el uso de
implantes que le permitan al cartilago seguir siendo funcional. En este aspecto, la Ingenieria de Tejidos (IT) propone

la estimulacion de la regeneracién del tejido mas que la sustitucion del mismo, siendo necesaria la utilizacion de
plataformas de crecimiento celular o scaffolds que le brinden a las células un ambiente idéneo para generar su propia
matriz extracelular, siendo entonces importante el uso de materiales que tengan la capacidad de degradarse para
permitir su sustitucion por la matriz extracelular propia de las células [12]. Es asi como en los dltimos afios, se han
desarrollado scaffolds con biomateriales poliméricos como los PHA, gracias a sus propiedades biocompatibles, sus

propiedades mecanicas ajustables y su capacidad de degradarse sin dejar residuos toxicos [7].

Un ejemplo de dichos scaffoldses el desarrollo propuesto por You y sus colaboradores en 2011 quienes fabricaron
scaffolds utilizando un PHA denominado 3-hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato (PHBHHX), debido a que este facilita
el crecimiento y la diferenciacién de diversos tipos de células. Durante los ensayos bioldgicos utilizaron células madres
mesenquimales de médula ésea humana, los scaffolds fueron modificados a través de una intervencidon superficial de
manera que se potencid la bioactividad de la estructura, este proceso es mejor conocido como biofuncionalizacidn, en
este estudio los scaffolds se recubrieron con una solucidn de PHA vy el péptido RDG, ya que este Gltimo proporciona
un punto de anclaje para las proteinas de la pared celular de las células madres, obteniéndose muy buenos resultados,
como la propagacién mas homogénea de células y mayor adhesién celular, proliferacién y diferenciacion condrogénica

en comparacion con los scaffolds sin biofuncionalizar [7].



De acuerdo con los antecedentes se planted como objetivo de este proyecto, establecer un protocolo para la
fabricacion (utilizando el método de liofilizacién) de scaffolds de PHA, caracterizandolos quimica y mecéanicamente y
su posterior biofuncionalizacién de manera que se obtenga un producto con potenciales usos en la reparacion de tejido

cartilaginoso.

3. OBJETIVOS

General

Establecer un proceso para la fabricacion por liofilizacion de scaffolds de polihidroxialcanoato (PHA)

biofuncionalizados con potencial uso en IT.

Obijetivos especificos

e Evaluar la influencia de diferentes porcentajes de agua agregada en las formulaciones, en las propiedades

mecanicas y morfoldgicas de los scaffolds de PHA.

e Comparar las propiedades quimicas, morfolégicas y mecanicas de scaffolds de PHA obtenidos con diferentes

formulaciones.

e  Proponer un método para la biofuncionalizacién de los scaffolds de PHA con miras a mejorar su proliferacion

y adhesion celular.
e Evaluar la biocompatibilidad in vitro de los scaffolds fabricados, antes y después de la biofuncionalizacién.

e  Documentar un protocolo para la fabricacion por liofilizacion de scaffolds de PHA biofuncionalizados.



4. MARCO TEORICO

4.1. BIOMATERIAL

El término biomaterial fue definido en la Conferencia de Desarrollo de Consensos sobre las Aplicaciones Clinicas de
los Biomateriales desarrollada por los Institutos Nacionales de Salud (American National Institute of Health, 1982)

como:

“Cualquier sustancia o combinacién de sustancias, diferente a los medicamentos, sintéticas o naturales, que
pueden ser usadas por un periodo dado de tiempo, que mejora o reemplaza parcial o totalmente cualquier

tejido, organo o funcion del organismo, para mantener o mejorar la calidad de vida del individuo” [13].

Diez afios después, la Sociedad Europea redefine el concepto de biomaterial en la Segunda Conferencia de Consensos
de la Sociedad Europea de Biomateriales (Second Consensus Conference on Definitions in Biomaterials, Chester, UK,
1992) como:

“Un material ideado para interactuar con los sistemas biologicos, para evaluar, tratar, aumentar o sustituir

cualquier tejido, 6rgano o funcién del cuerpo” [14].

Mas recientemente, Ratner y Montufar retoman el concepto de biomaterial como, cualquier sustancia 0 combinacion de
ellas, que no sean drogas o farmacos, de origen natural o sintético, que puede ser usada por tiempo indeterminado
aumentando o reemplazando parcial o totalmente cualquier tejido, 6rgano o funcion del cuerpo, con la finalidad de

mejorar la calidad de vida frente a la adversidad [15], [16].

Las definiciones a lo largo de ventiocho afios y entre diferentes comunidades cientificas son muy similares, apoyando
el argumento de que el concepto de biomaterial no ha cambiado y puede asumirse como compartido por la comunidad

cientifica que trabaja en el tema.

Sin embargo, la utilizacion de los biomateriales data desde el comienzo mismo de la historia de la humanidad, donde si
bien no existia el término como tal, se utilizaban los recursos de la naturaleza para sustituir o reforzar funciones de
6rganos o tejidos defectuosos [17]. Inicialmente, la eleccién de un biomaterial partia de la experiencia previa o el sentido
comun [18], es asi como los primeros biomateriales cumplian muy bien su funcién mecanica pero no necesariamente

ocurria lo mismo con respecto a su biocompatibilidad [19].



Con el paso del tiempo, se fueron mejorando las propiedades de los biomateriales, se buscaba incrementar su tiempo de
vida Gtil, mejorar su biocompatibilidad y hacer disefios mas cdmodos en su uso [19]. Pero la revolucién en cuanto a
investigacién de biomateriales se refiere, no inicié sino hasta alrededor de 1950, cuando los médicos cirujanos
comenzaron a implantar materiales no biolégicos en el cuerpo humano [17]. A partir de alli nacieron las generaciones
de los biomateriales ejemplificadas en la Fig. 1 [20].
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Fig. 1. Generaciones de los biomateriales. Modificacién de [20].

Dada la definicidn de biomaterial discutida previamente, este debe cumplir con ciertas caracteristicas basicas como son:
ser biocompatible, no ser toxico, no ser carcindgeno, ser quimicamente inerte y estable (a menos que no sea lo que se
busca) [21], ademéas debe cumplir los requerimientos de la aplicacién especifica para la cual fue disefiado (funcién,
estabilidad, solicitaciones externas, mecanismos de fijacion, interaccién con el tejido hospedero, entre otras, que
cumplan con las propiedades fisico-quimicas, mecanicas y biolégicas, y las caracteristicas superficiales y de interface
especificas del objetivo buscado) [15], aparte de ser econdmicamente reproducible a gran escala, entre otros. Los
biomateriales pueden ser clasificados segln su naturaleza quimica en metalicos, ceramicos, poliméricos y compuestos
[19], [22].

Los materiales poiiméricos (naturaleza del material objeto de este estudio) son compuestos moleculares de largas
cadenas a base de carbono, hidrégeno y oxigeno, formadas por la polimerizacién de moléculas méas simples llamadas
monomeros que pueden ir desde 100 hasta mas de 100.000. La polimerizacidn es una reaccién que puede ocurrir
naturalmente mediante reacciones bioquimicas en el interior de la célula formando polimeros naturales, o puede ocurrir
artificialmente obteniéndose polimeros sintéticos [23]. Los polimeros estan distribuidos ampliamente en la naturaleza,
se pueden encontrar en el cuerpo humano, por ejemplo proteinas y acidos nucleicos [24] y pueden obtenerse de origen
animal (colageno, quitosano), agricola (celulosa) [25] y microbiano (&cido polilactico y polihidroxialcanoatos) [26],
[27].

Los biopolimeros naturales son de gran interés por sus aplicaciones médicas y farmacéuticas, siendo utilizados como
sistemas de liberacion de farmacos, sensores de diagndstico y sustitutos de piel; ya que permiten la formacion de una

interface con el sistema bioldgico gracias a su alta biocompatibilidad [26], [28].



4.2. INTRODUCCION A LA INGENIERIA DE TEJIDOS

Anualmente, millones de personas pierden la funcionalidad de drganos y tejidos, estos suelen iniciar un proceso de
regeneracion bioldgica donde el propio organismo es capaz de restaurarse, sin embargo, este mecanismo sélo ocurre en
algunos tejidos y s6lo cuando la lesién no es demasiado grave [29], en casos donde la autorreparacién no es posible,
una estrategia de solucion se fundamenta en la IT que, como conocimiento interdisciplinario aplica los principios de la
ingenieria y de las ciencias de la vida al desarrollo de sustitutos bioldgicos que restauren, mantengan o mejoren la

funcién de un tejido u 6rgano dafiado por enfermedad o traumatismo [30].

Es asi como la IT juega un papel muy importante en el uso de sustitutos de tejidos tanto blandos como duros y tiene
como fundamento esencial el uso de plataformas de soporte conocidas como scaffolds, sobre los cuales se cultivan
celulas que colonizan la matriz para su implantacién en el cuerpo y ayudar a reemplazar el tejido [31]. Este término ha
sido muy usado en los ultimos veinte afios como una promesa cientifica, en principio se preveia que en un futuro no
muy lejano el ser humano estaria en la capacidad de desarrollar de forma artificial érganos y estructuras bioldgicas
complejas, con la intencion de poder cambiar una pieza dafiada en un paciente por una de estas creaciones, tal como se

hace con las maquinas.

El término “Ingenieria de Tejidos” se acufié en 1987 y se presentd como una alternativa al trasplante de érganos, ya que
el sistema inmune genera rechazos y dichos érganos son escasos, esta alternativa entonces propone que el cuerpo se

cure a si mismo estimulado por implantes, protesis y modificaciones celulares [32].

Su popularidad ha ido en aumento debido a los desarrollos que ha alcanzado en &reas como fabricacién de matrices
celulares biomiméticas, fabricacion de estructuras complejas, la posibilidad de controlar el metabolismo celular a través
de factores de crecimiento y sefiales moleculares, y desarrollo de técnicas de caracterizacion, entre otros que
potencializan su uso en la medicina regenerativa [33]. A pesar de que se ha visto que en la formacion de 6rganos, trabajar
con aquellos que tienen una estructura tridimensional compleja es una empresa dificil, y que la velocidad de desarrollo
de este campo es mucho menor a la que se ve en otros campos cientificos, la medicina regenerativa y la IT contintan
siendo un campo de investigacion relevante, que de cumplir sus objetivos, la salud y el bienestar de cada individuo

podrian garantizarse de manera muy eficaz.

Para el desarrollo de estructuras en IT, se pueden seguir dos estrategias, una de ellas implica la construccién de un
scaffold celular, sobre el que se depositan células antes del implante del mismo (ver Fig. 2), las células fabrican su
propia matriz extracelular a medida que el scaffold se degrada, en la segunda estrategia el scaffold se implanta libre de

células y se estimula la infiltracion de estas por medio de moléculas de sefializacion [32].

Con el tiempo, las células proliferan en el scaffold para formar un sistema de tejido [34], [35], [36]. Un scaffold debe
tener un tamafio de poro adecuado, para proporcionar la difusidn de nutrientes; ademas estos poros deben estar
interconectados para facilitar la vascularizacion y la migracién celular. Por otro lado, los scaffolds deben también ser
biocompatibles, con propiedades mecanicas y de superficie apropiadas, tanto desde el punto de vista quimico como

desde su morfologia [37]. En la seleccion de los materiales usados en IT pueden incluirse desde los ceramicos hasta los



polimeros, y pueden ser degradables o no segln su naturaleza, dentro de los materiales biodegradables se destacan
ceramicos como los fosfatos tricalcicos, o polimeros como el quitosano; todos ellos pueden moldearse con relativa
facilidad en formas geométricamente complejas, con excelente biocompatibilidad y buen resultado en numerosas

aplicaciones biomédicas [21], [34].
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Fig. 2. Esquema bésico de la estrategia mas tipica de la Ingenieria de Tejidos. Modificado de [38].

Los polimeros biodegradables son los materiales preferidos para la fabricacion de scaffolds, ya que se desintegran o
bioreabsorben una vez que han cumplido sus funciones, lo que lleva a la formacion natural de los tejidos sin dejar
elementos permanentes de sintesis en el cuerpo humano [39], [40], [41], [42].

La literatura sobre el desarrollo y estudio de scaffolds para IT es amplia y con aportes de gran importancia. El
desarrollo de los nuevos biomateriales Ilamados de tercera y cuarta generacién [20] ha permitido una mayor
aproximacién a los requerimientos de un scaffold ideal [43]. Estos materiales se caracterizan por que pueden
interactuar con los tejidos de forma especifica, mediante estimulos a nivel celular y molecular, combinando las

propiedades de bioabsorbabilidad y bioactividad, en un mismo material.

4.2.1. POLIMEROS EN LA INGENIERIA DE TEJIDOS

Los polimeros naturales han estado presentes desde hace miles de afios en la naturaleza, el &mbar por ejemplo, fue
utilizado 2.500 afios a.C. por algunas civilizaciones para embalsamar a sus muertos y también en joyeria [44]. La goma
laca es otro polimero natural producido por la excrecidn de un insecto (Keria lacca), el cual es soluble en algunas

soluciones como el alcohol y se utilizaba como recubrimiento de superficies [44], [45].

Los primeros polimeros creados 0 modificados por el hombre, partieron de la manipulacién de polimeros naturales, el

primer acontecimiento que se reporta como creacion de un polimero fue la vulcanizacion de la goma por parte de Charles



Goodyear en 1839, lo que permitié obtener un material seco, resistente y elastico. La baquelita, fue el primer polimero

completamente sintético, obtenido a partir de fenol y formaldehido en 1909 por L. Baekeland [44], [46].

Dentro de los polimeros sintéticos, uno de los primeros avances hecho en la medicina, fue la utilizacion de
polimetilmetacrilato (PMMA) en la fabricacion de implantes oculares; Nicholas Harold Lloyd Ridley descubrié en
noviembre de 1949, que los trozos de los parabrisas de algunos aviones de guerra fabricados con PMMA que quedaban
incrustados en los ojos de los pilotos no generaban reacciones alérgicas, fue asi como naci6 el primer lente intraocular
[47].

Los polimeros naturales han sido muy estudiados en la industria médica gracias a sus propiedades de biocompatibilidad
y degradacidn, el colageno por ejemplo es una proteina abundante en el cuerpo humano que le confiere elasticidad,
flexibilidad y resistencia a los tejidos, por lo cual ha sido utilizado en la fabricacion de sustitutos de cornea, piel artificial,
suturas, transportador de farmacos y agente hemostatico, entre otros [46], [48]. Las caracteristicas ya vistas de los
polimeros naturales hacen que estos sean mas frecuentemente utilizados en tejidos como piel, hueso y cartilago [49],

[50], [51], [52]. Algunos ejemplos de los usos de polimeros en la ingenieria de tejidos son presentados en la Tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos de algunos polimeros utilizados en la ingenieria de tejidos y su aplicacion.

Polimero Uso Referencia
Scaffold electrohilado de acido polilactico Liberacion de farmacos [53]
Peliculas de quitosano Estimulacion de regeneracion de piel [49]
. . Cicatrizacion del ligamento cruzado
Matriz de colégeno ] [54]
anterior

o Regeneracion de estructuras del sistema
Andamiaje acanalado poroso basado en ] ) ]
o nervioso, estrategia conocida como [55]
acido hialurénico
conductos neurales.

Scaffolds de policaprolactona Reparacidn de lesiones condrales [51]
Scaffolds a partir de poli (acido lactico) Regeneracidn de hueso esponjoso y [50]
(PLA) y polietilenglicol (PEG) cartilago

Matrices basadas en un copolimero acetato
de vinilo (AcV)-fumarato de diisopropilo Regeneracion del tejido cartilaginoso [52]

(FIP) entrecruzado con quitosano

4.2.1.1. POLIMEROS NATURALES

Los polimeros naturales (ver Fig. 3) son compuestos moleculares de largas cadenas a base de carbono, hidrégeno y
oxigeno, formados por la polimerizacién de moléculas mas simples llamadas monémeros [23], la cual ocurre al interior

de las células animales, vegetales o en microorganismos [56], [27], a nivel clinico el atractivo de estos polimeros radica



en sus propiedades de alta biocompatilidad y degradacidn [48] permitiendo su uso como sistema de liberacién de
farmacos, sensores de diagnaéstico y sustitutos de piel, entre otros, puesto que permiten la formacién de una interface

con el sistema bioldgico y ello requiere alta biocompatibilidad por parte del polimero [28].

Algodon de plantas es un ) . El caparazén de los
polimero natural usualmente El latex natural del arbol crustaceos esta hecho de
usado en la fabricacion de ropa de caucho es un polimero quitina, un polimero natural

La seda del gusano de seda Los carbohidratos como los

es utilizada para fabricar ropa El caucho puede ser espaguetis son polimeros naturales
usado para hacer llantas

Las proteinas de los huevos y
ofros alimentos también son
polimeros naturales

o)

La madera es un polimero
natural usado para el papel

Fig. 3. Polimeros naturales. Modificado de [57]

Como ejemplo de investigaciones con polimeros naturales, esté el trabajo de Suarez et al. quienes fabricaron peliculas
de quitosano con adicién de glicerina, para mejorar las propiedades mecénicas con respecto a las propiedades de las
peliculas de quitosano tradicionales y ser utilizadas en la regeneracién de tejido epitelial, en este trabajo obtuvieron una

relacion proporcional entre la cantidad de glicerina utilizada en la pelicula y la flexibilidad de esta [49].

Villanueva por su parte fabric6 scaffolds de PLA mediante impresion 3D, donde obtuvo tamaifios de poro entre 176 pm
y 675 um, ademas de valores de resistencia a la compresion entre 6.15 MPa y 15.17 MPa y porcentajes de porosidad
entre 56.12 % y 63.3 % convirtiéndolos en estructuras con un alto potencial para la reparacidn y regeneracion de tejidos

duros y blandos (6seos y cartilaginosos) [50].

Canadas et al. fabricaron scaffolds de PHA utilizando la técnica de electrohilado y evaluaron su biocompatibilidad con
células madre mesenquimales humanas, ya que estas tienen la capacidad de diferenciarse en diversos linajes y por tanto
pueden ser utilizadas para reemplazos o regeneracion de varios tejidos, de este trabajo en el cual produjeron el PHA a
través de la bacteria Cupriavidus necator, obtuvieron que la topologia 3D de la estructura es critica para garantizar la

adhesion y proliferacion celular, asi que su utilizacion queda sujeta a la morfologia del tejido a reparar [58].



Ademas con estos polimeros se elimina el problema de la degradacion lenta de los polimeros sintéticos, la cual puede
tardar 500 afios y liberar en el proceso particulas de plastico mas pequefias (inferior a 5 mm) que se pueden acumular
por ejemplo en ecosistemas marinos y representan un peligro para los organismos por ingestion y atragantamiento. Uno
de los polimeros naturales mas usados son los PHA, gracias a sus propiedades, como son su gran versatilidad con
respecto a su resistencia mecanica haciéndolo Util en un sin nimero de aplicaciones, su efecto no téxico, y

principalmente su biocompatibilidad [59].

42111 POLIHIDROXIALCANOATOS

Los PHA son poliésteres compuestos de monémeros de polihidroxiacidos polimerizados linealmente (polimeros
naturales), producidos principalmente por bacterias como reserva de nutrientes [59] y almacenados en granulos
intracelulares [60]. Las bacterias producen el polimero a partir del consumo de sustratos organicos, y la cantidad
producida depende de la especie de la bacteria y de las condiciones del cultivo, en general, estas condiciones consisten
en un desbalance de nutrientes, donde la presencia de carbono es alta en comparacion de otros nutrientes como el
nitrégeno, azufres o fosfatos, de manera que la bacteria no se reproduce con facilidad pero si almacena energia (Fig. 4)
[59], [60].

Fig. 4. Células bacterianas con granulos de PHA de diferente tamafio y cantidad. Tomado de [61].

La estructura quimica de este polimero consiste en un esqueleto (igual a la estructura basica del poliéster) de tres
unidades de carbono, acompafiados por un grupo alquilo unido al carbono nimero tres del grupo, es decir, (R)-3-
hidroxacido en los cuales el grupo carboxilo de un monémero forma un enlace tipo éster con el grupo hidroxilo del
monomero siguiente (Fig. 5) [60], la variacion de este alquilo ha generado méas de 100 monomeros diferentes de PHA
(Fig. 6) impidiendo la unificacion de caracteristicas quimicas y mecanicas de dicho polimero, de hecho, la cadena lateral
de este polimero tiene una longitud que varia entre tres y méas de catorce atomos de carbono, influyendo directamente
sobre sus propiedades como son el punto de fusion y cristalinidad, por tanto la longitud de dicha cadena puede

determinar el tipo de procesamiento que requiere el polimero y la aplicacién en que puede ser usado [59].



)

.y 1

Fig. 5. Estructura general de los polihidroxialcanoatos. Tomado de [60].

La primera observacion de PHA se hizo en 1888 en células bacterianas, pero no fue hasta 1925 que se supo que se
trataba de un polimero utilizado para almacenar la energia de la célula, y sus propiedades fueron completamente
desconocidas hasta hace pocos afios cuando iniciaron los estudios sobre algunas de sus propiedades como peso
molecular, temperatura de fusién, cristalinidad y morfologia del granulo. Un factor limitante se presentd cuando se
inicid el proceso de produccion controlada de este polimero, ya que los plasticos derivados del petr6leo eran mucho mas

econdmicos, y las politicas medioambientales no eran importantes [62].

Los PHA tienen pesos moleculares altos (56 a 1400 kDa), sin embargo, la gran variedad en que pueden producirse los
hace versatiles en cuanto a sus aplicaciones, el P3HB por ejemplo, es muy utilizado gracias a la facilidad de su
produccion y tiene caracteristicas similares al polipropileno otorgandole un potencial uso como embalaje de productos

agricolas, biomédicos e higiénicos, y proteccion de materiales fibrosos [62].

Con respecto a aplicaciones biomédicas, el PHA es una gran alternativa debido a su biocompatibilidad, y degradacion

enzimatica no toxica [63], su principal aporte ha sido en la fabricacion de scaffolds para células 6seas [62].
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Fig. 6. Ejemplos de polihidroxialcanoatos. Arriba: polihidroxibutirato. Al centro: copolimero polihidroxibutirato-hidroxivalerato

(Biopol). Abajo: PHA hipotético que ilustra diversos mondmeros encontrados en bacterias. Tomado de [59].

Actualmente, los residuos poliméricos juegan un papel importante en la contaminacién ambiental. En esos residuos se
ubican los polimeros sintéticos, productos basados en el petr6leo que se usan en numerosas industrias, generando 25
millones de toneladas de basura anuales, que se acumulan en los océanos y en el medio ambiente en general. Estos

polimeros sintéticos tienen la desventaja de ser resistentes a la degradacion atmosférica, generando desechos que llegan
al mar y se acumulan en las costas [64], [65].



Los polimeros sintéticos pueden ser termoestables, siendo mas resistentes mecanicamente que otros polimeros pero con
procesamiento irreversible, es decir, no pueden ser reprocesados ni reciclados; o pueden ser termoplasticos, lo que les
permite ser reprocesados. Los polimeros sintéticos mas comunes son el poliestireno utilizado para la fabricacion de
piezas resistentes, el polivinilcloruro que puede ser maleable para fabricar bolsas de almacenamiento de liquidos, o
rigido para fabricar tuberias de agua, el politetrafluoroetileno es utilizado para fabricar utensilios antideslizantes, el
polietileno es el polimero mas utilizado y puede ser de alta o baja densidad, confiriéndole distintas propiedades, y
finalmente el polipropileno es utilizado en automéviles molduras, cajas de bateria, botellas, tubos, filamentos y bolsas
[64].

A pesar de que existe tecnologia competente para el reciclaje de los polimeros sintéticos, los costos y los problemas de
procesamiento hacen de esta tecnologia un proceso poco eficiente. Como respuesta a estos problemas de contaminacion

se pueden utilizar polimeros denominados biodegradables [64].

Los polimeros biodegradables se clasifican en tres subgrupos, los fotodegradables que son sensibles a la luz y sufren
degradacion por exposicion a radiacion UV, los semidegradables donde se inserta almidén entre moléculas de
polietileno para ser parcialmente degradados por bacterias, y el tercer tipo de polimero degradable son los
completamente degradables (como lo son el polilactico y el poliglicélico) , que se han convertido en una nueva promesa
para mitigar la contaminacién generada por polimeros, estos se degradan al contacto con el ambiente y puede ser

generados a partir de plantas, animales o bacterias [64].

Los polimeros completamente degradables pueden ser obtenidos de almidén que se usa principalmente para la
fabricacion de utensilios para comer, también puede ser derivados de bacterias y son conocidos como PHA, estos
Gltimos pueden ser sintetizados por el 64 % de las bacterias que habitan en los suelos, los polimeros basados en soya
que puede ser moldeados gracias a la cantidad de proteinas que posee, y los polimeros basados en celulosa son utilizados
principalmente en embalaje, pero no son muy comunes ya que a pesar de que es el biopolimero mas abundante de la
tierra, su procesamiento es costoso, entre otros polimeros [64], [65]. Las propiedades mecanicas del PHA comparadas

con otros polimeros se muestran en la Tabla 2.

Las propiedades que exhibe el PHA estudiadas a lo largo del documento lo convierten en un material con una gran

capacidad de sustituir el tejido cartilaginoso, en este segmento se sintetizan las opiniones de algunos investigadores.

Los PHA son los poliésteres microbianos mas ampliamente estudiados debido a su biocompatibilidad y a su capacidad
de degradarse sin generar efectos toxicos, en contra posicion con algunos materiales comerciales disponibles para
impresién 3D, basados en petroquimicos cuyos efectos sobre la biocompatibilidad son desconocidos y cuya fabricacion
no es ambientalmente sostenible [67]. También se han caracterizado sobre otros polimeros naturales, por su amplia
gama de propiedades mecéanicas y su facil procesabilidad [68], es un polimero con las caracteristicas biocompatibles de

los polimeros naturales, y la maquinabilidad de un polimero sintético [58].

Varios tipos de células han sido sembradas sobre estructuras de PHA con resultados de biocompatibilidad positivos,
como lo son osteoblastos, células epiteliales y condrocitos ovinos, por ejemplo, Kai et al, sembraron condrocitos de
conejo en estructuras realizadas con combinaciones de tres tipos de PHA, y en todas las combinaciones, encontraron
que a pesar de que las células tenian una tasa de adhesidn baja en los primeros tres dias, la proliferacidn se incrementaba
significativamente entre el tercer y el séptimo dia. La proliferacion celular dependié mas de las estructuras porosas y su

comportamiento mecanico que del material en si, ya que este es quimicamente biocompatible [69].



Tabla 2. Propiedades mecanicas de varios tipos de PHA comparadas con las propiedades mecanicas de otros polimeros.
Modificado de [66].

Polimero Contenido del Modulo de Esfuerzo Elongacion hasta
copolimero Young (GPa)  tensil (MPa) la ruptura (%)
P(3HB) 3.5-4 40 3-8
P(4HB) 149 104 1000
(3 mol% 3HV) 2.9 %8 n.a.
(9 mol% 3HV) 1.9 2; n.a.
P(3HB-co0-3HV) (24 mol% 3HV) 15 2 n.a.
(20 mol% HV) 1.2 n.a.
(25 mol% 3HV) 0.7 n.a.
30
(3 mol% 4HV) n.a. 28 45
(10 mol% 4HV) n.a. 24 242
P(3HB-co-4HB) (16 mol% 4HV) n.a. 26 444
(64 mol% 4HV) 30 17 591
(90 mol% 4HV) 100 65 1080
P(3HHx-co-3HO) n.a. 10 300
P(3HB-co-3HA) (6 mol% 3HA) 0.2 17 680
P(3HB-co-HP) (67 mol% HP) n.a. n.a. n.a.
P(3HB-co-3HHXx) n.a. 20 850
P(3HO) n.a. 6-10 300-450
Polipropileno isotactico 1.0-1.7 29.3-38.6 500-900
HDPE 0.4-1.0 17.9-33.1 12-700
LDPE 0.05-0.1 15.2-78.6 150-600
PS 3.0-3.1 50 3-4
Nailon 6,6 2.8 83 60
Polietilen-tereftalato 2.2 56 7300

4.3. SCAFFOLDS

Los scaffolds son estructuras o matrices celulares artificiales altamente porosas que tienen la capacidad de albergar
células y estimular sus funciones como la adhesién, migracion, crecimiento y diferenciacion, y estan disefiados para
sustituir o regenerar diversos tejidos [31]. Surgieron como una alternativa a los trasplantes, reconstrucciones quirdrgicas,
prétesis artificiales y dispositivos mecanicos, que no brindaban una solucion satisfactoria en caso de dafios significativos

en los tejidos [12].



Los scaffolds generalmente utilizados en la IT se fabrican a partir de biopolimeros, proteinas, péptidos y materiales
inorganicos. Ademas de la influencia del material utilizado, las caracteristicas y propiedades finales de los scaffolds son
determinadas por la técnica de fabricacién utilizada. Pueden proveer resistencia mecanica, poros interconectados,
superficie quimica especifica y geometrias Unicas para regeneracion de tejidos. Estas caracteristicas claves pueden
lograrse utilizando una técnica particular, una cuidadosa seleccion del material y los agregados correspondientes de los
scaffolds [70].

Cualquiera que sea el proceso de fabricacion del scaffold debe asegurar que no se modifique el material en tal forma
que afecte sus caracteristicas como biomaterial. Las propiedades mecanicas del scaffold surgen como una combinacion
de las propiedades del material utilizado, la geometria del scaffold, la incorporacién de compuestos agregados y la
técnica de fabricacion, ya que las técnicas de fabricacion dependen casi que enteramente de las propiedades del material

y el objetivo para el cual se desea fabricar el scaffold.

Aunque son diversas las técnicas de procesamiento, sobresalen algunas como: la liofilizacion, separacion de fases,
espumado gaseoso, disolucién y colada con lixiviacion de particulas, asociacion de fibras, moldeo por fusion, e incluso,
prototipado rapido [32], [70], [71].

4.3.1. TECNICAS DE FABRICACION DE SCAFFOLDS

Para la fabricacion de scaffolds, se han desarrollado muchas metodologias que buscan la obtencién de éstos con
propiedades particulares segun el requerimiento, una de ellas se basa en el aprovechamiento de la estructura porosa de
corales y esponjas marinas, y consiste en someter estos materiales a un proceso de transformacién quimica, este método
ha sido utilizado principalmente para la fabricacién de cuerpos porosos de hidroxiapatita (ver Fig. 7) [72]; bloques con
porosidad inducida (ver Fig. 8) [72] es otra técnica que consiste en introducir algunos compuestos quimicos en una
solucidn previa (de la sustancia a utilizar para fabricar el scaffold) que permitan la generacién de poros, luego la solucién
es sometida a tratamiento térmico, pero esta técnica tiene la desventaja de producir scaffolds con muy poca resistencia
mecénica [73]; el electrohilado (ver Fig. 9) es una técnica que consiste en producir nanofibras por medio de un equipo
el cual somete gotas de la solucién (material para hacer el scaffold) a una diferencia de voltaje que rompe la tension

superficial de la gota formado hilos muy delgados que son halados hasta un colector [74].

Finalmente, uno de los métodos mas utilizados es conocido como freeze-drying (liofilizacion) [71], [19], [34], [36], el
cual consiste en fabricar una solucion a partir del material de interés y segtn las especificaciones de este, dicha solucion
es congelada para garantizar el estado sélido de la misma y luego es introducida en un liofilizador, el cual extrae el
contenido liquido de la muestra pasadndolo de un estado sélido a un estado de vapor (sublimacién) para evitar que el

liquido en movimiento modifique la estructura del scaffold.
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Fig. 7. Esquema de fabricacién de cuerpos porosos de hidroxiapatita usando corales y/o esponjas marinas. Tomado de [72].
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de [72].
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Fig 9. Ensamble basico del sistema de electrohilado. Tomado de [75].

Las etapas fundamentales del proceso de liofilizacion son: La congelacidn: el producto es congelado, es una condicién
necesaria para que permanezca seco a baja temperatura. El vacio: después de la congelacién, el producto es colocado
en un compartimiento donde se hace el vacio. Esto permite al solvente congelado en el producto, vaporizarse sin pasar
a través de la fase liquida, en un proceso conocido como sublimacién. Durante el proceso de congelamiento, se da una
nucleacion de cristales de hielo desde la solucién, los cuales crecen a lo largo de las lineas de los gradientes térmicos
[77]. La remocién del hielo mediante la técnica de liofilizacién genera un material poroso donde el tamafio promedio

del poro puede ser controlado mediante la variacion de la tasa de congelamiento (ver Fig. 10).
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Fig. 10. Esquema basico del sistema de liofilizacion. Autoria propia.

Las propiedades mecanicas de los scaffolds obtenidos mediante esta técnica dependen principalmente del tamafio y de
las orientaciones de los poros, la geometria de gradientes térmicos durante la congelacion regula la orientacion de los
poros y la conectividad. Por lo tanto, la microestructura del scaffold dependera de la forma del molde utilizado para la

congelacidn y de la temperatura del congelador. El beneficio de este proceso es que los scaffolds se pueden fabricar con



diversas geometrias, y sus poros tubulares se pueden controlar. Al variar las condiciones de congelacion, el tamafio de
poro puede oscilar entre 1-250 um, dimensiones que son relevantes para la adhesion celular y la proliferacion de los

diferentes tipos de células [78], [79]. Ademas permite obtener alta porosidad (90%) y poros interconectados [80], [71].

4.4. BIOFUNCIONALIZACION DE POLIMEROS

La adhesion, migracion, proliferacion y diferenciacion celular dentro de un scaffold requieren que este tenga un balance
adecuado entre las propiedades mecanicas, estructurales y quimicas, que no siempre es facil de lograr, pero que permite
que la asimilacién de los implantes sea rapida y efectiva. La nanobiotecnologia ofrece un abanico de herramientas que
permiten la biofuncionalizacion de los biomateriales donde estructuras bioactivas son incorporadas de forma organizada

y precisa [81].

Para la biofuncionalizacion, las proteinas provenientes de la matriz extracelular han jugado un papel importante, las de
mayor interés han sido el colageno, fibronectina, elastina, fibrina, lamininas y vitronectica [82], [83], [84], también,
se han explorado otras proteinas como la queratina, la seda, las proteinas de los mejillones y factores de crecimiento de
diverso tipo (BMPs, FGFs, VEGFs, EGFs) [85], [86], [87], [83], [88], [89], [90], los cuales pueden ser incorporados a

la superficie de los materiales mejorando su integracién con el tejido.

Debido a sus propiedades, los metales y los polimeros son los materiales que mas requieren procesos de
biofuncionalizacién para inrementar su bioactividad, el titanio y sus aleanciones han sido los metales que se han
liofilizado con mas regularidad en los altimos afios, donde se ha incursionado en la inmovilizacién de péptidos RGD
sobre su superficie para mejorar la osteointegracion del mismo [91], o en la adhesién de oligonucleétidos con el mismo
objetivo ya que los oligonucleétidos permiten la liberacion lenta de factores de crecimiento, incrementando la
proliferacion de células del estroma de médula 6sea sobre su superficie y por consiguiente incrementan la actividad

osteogénica [92].

Por otra parte en los materiales poliméricos, las técnicas de biofuncionalizacién varian con respecto a los metales pero
tienen el mismo objetivo, en algunas ocasiones solo basta con modificar la superficie (sin agregar proteinas) para obtener
el efecto deseado, ejemplo de ello es el uso de &cido citrico para modificar la superficie de una pelicula de quitosano, el
cual promueve significativamente la biomineralizacion de los sustratos a base de quitosano facilitando la adhesion y
proliferacion de osteoblastos [93], otro tipo de biofuncionalizacion implica la utilizacién de proteinas, usualmente el
polimero necesita una modificacion superficial previa, en un estudio hidrolizaron PLGA con NaOH para aumentar los
grupos carboxilo e hidroxilo sobre la superficie del polimero e inmovilizar colageno, demostrando que esto aumentaba

la respuesta bioactiva de la superficie [94].

Sin importar el mecanismo de inmovilizacion que se use, es de vital importancia asegurar la integridad de las proteinas
(conformacion y topologia) una vez hayan sido ancladas, ya que es posible que sufran cambios como la
desnaturalizacion o se pueden aglomerar [95], [96]. Estos cambios podrian disminuir la actividad de la proteina e incluso

generar respuestas inmunogeénicas que llevan a condiciones clinicas negativas.



4.4.1. TIPOS DE FUNCIONALIZACION DE PHA

La funcionalizacion de polimeros, si bien es un concepto asumido como el proceso quimico mediante el cual se
incorporan grupos funcionales a cadenas poliméricas, tiene como objetivo la modificacién de las propiedades
superficiales del polimero [97], la biofuncionalizacion se centra en las modificaciones superficiales del polimero con
objetivos biolégicos, y para efecto de este proyecto se asume como biofuncionalizacién, cualquier tipo de modificacién,

sea quimica o no, que permita cumplir tal fin.

Los polimeros en general tienen poca hidrofilicidad y carecen de sitios de reconocimiento celular por lo que su afinidad
con las células es pobre, mejorar la reactividad de su superficie implica entonces aumentar su hidrofilicidad o generar
puntos de unién celular [98]. Los PHAs por ejemplo son hidrofobicos y tienen baja energia superficial, por lo que los
tratamientos superficiales permiten mejorar las propiedades de contacto y conservar las propiedades estructurales del

polimero [99].

La modificacion superficial de los polimeros depende de la naturaleza de estos, en la literatura se pueden encontrar

cuatro principales tipos de modificacion del PHA.

4.4.1.1. Produccion controlada

Este tipo de modificacion (realizada principalmente en los 90°s) aprovecha la caracteristica natural del polimero para
obtener variaciones en su composicion, ya que las caracteristicas quimicas del PHA dependen del sustrato utilizado en
su produccion y de la cepa bacteriana lo cual facilita la produccion de cientos de polimeros diferentes (ver Fig. 11) [99],
[100], [101].
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Fig. 11. Ruta metabdlica de la produccion de PHA, donde se observan reacciones metaholicas, sustrato y productos en las lineas

continuas y metabolitos en las lineas discontinuas, implicados en la produccion de PHA de cultivos mixtos. Modificado de [102].



4.4.1.2. Modificacion quimica
Para realizar dicha biofuncionalizacion autores como Masaeli et al (ver Fig. 12), sugieren el uso de reactivos quimicos
para inducir una hidrolisis alcalina en la superficie y exponer grupos funcionales que permitan la posterior adicion de

biomoléculas como colageno y péptidos [98].
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Fig. 12. Representacion esquematica de la propuesta de biofuncionalizacién de Masaeli et al. donde se observa la union covalente
de biomoléculas en la superficie de scaffolds de nanofibras de polihidroxibutirato y polihidroxibutirato-valerato. Modificado de
[98].

El uso de radiacion UV es otro método basado en procesos quimicos fotoinducidos, que aprovecha ciertos grupos
funcionales del polimero fotoreactivos para realizar eliminaciones o adiciones quimicas especificas, que contribuyen a
la modificaciéon de propiedades como la humectabilidad, biocompatibilidad o degradacidn, por ejemplo, la

humectabilidad de PHB aumenta cuando es bombardeado con iones carboxilo de alta energia [99] (ver Fig. 13).
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Fig. 13. Posible reaccion fotoquimica propuesta por Kessler et al. en la modificacion superficial de polihidroxibutirato con
ultravioleta. Modificado de [99].

4.4.1.3. Modificacion por plasma

El uso de plasma para modificar la superficie de los polimeros se desarrollé para modificar algunas propiedades de
estos, como el alto coeficiente de transmision de vapor de agua que poseen principalmente los polimeros biodegradables
y que puede ser un obstaculo para algunas aplicaciones como el empaquetamiento de alimentos, para ello la técnica del
plasma consiste en la deposicion de un recubrimiento sobre la superficie del polimero, el cual dependera de la naturaleza
del polimero base ya que se debe garantizar una adecuada fijacion de la capa y del propésito del recubrimiento [103]
(ver Fig. 14).
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Fig. 14. Esquema del funcionamiento de una antorcha de plasma atmosférico. Tomado de [104].

4.4.1.4. Modificacion genética

La modificacion genética se basa principalmente en la identificacion, aislamiento y clonacion de genes responsables de
la fabricacion de PHA, estos genes son implantados en otras bacterias con el objetivo principal de aumentar la
productividad del polimero (ver Fig. 15) [105].
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hechas sobre la cepa Synechocystis sp. PCC6803 en la produccion de PHB. Modificado de [106].



45. ESTADO DEL ARTE DE SCAFFOLDS DE PHA BIOFUNCIONALIZADOS

La biofuncionalizaciéon de PHA con miras en el mejoramiento de sus propiedades biologicas para su potencial aplicacion
en la IT es un desarrollo reciente, sin embargo, la produccién controlada de PHA ha sido investigada desde finales de
los 80"s y con ella se desarrolla un tipo de biofuncionalizacidn, ya que en dicha produccidn se varian las condiciones de
cultivo y la bacteria utilizada para obtener variaciones en las propiedades del PHA producido [100], [101], [107], [108],
[109], [110]; existen otros tipos de biofuncionalizaciones conocidas por constituir modificaciones intencionales en el
PHA o en su misma produccion, ya mencionadas, como lo son la utilizaciéon de plasma, reacciones quimicas y
modificaciones genéticas [98], [99], [103], [111], [112].

Las publicaciones cientificas de principios de los 90’s, sobre PHA en general no tenian como objetivo principal la
relacion entre las variaciones de las propiedades del polimero con los cambios en el sustrato y el tipo de bacteria

utilizada, sin embargo, esta relacion se hizo evidente en muchas de ellas.

En trabajos como el de W. J. Page (1992) se estudio la relacion entre el uso de la melaza de remolacha como sustrato y
la bacteria Azotobacter vinelandii UWD con el aumento del rendimiento en la produccién del PHA, no obstante,
encontré una relacion entre el uso de este sustrato con un agregado de valerato en la formacién de copolimeros que

contienen B-hidroxivalerato [100].

De igual forma Fidler y Dennis, en 1992 trabajaron sobre el aumento de la eficiencia de produccién de PHA por parte
de la bacteria E. coli, y demuestran que con esta bacteria es posible obtener un PHA especifico denominado poli-B-
hidroxibutirato (PHB), ademas que con una cepa diferente de la bacteria se puede producir poli (3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato (PHB-co0-3-) [101]. De esta manera, otros autores lograron asociar sustratos o bacterias a un tipo de

PHA especifico como se observa en la Tabla 3.

El tipo de cepa empleada y el tipo de sustrato implementado en la produccion del PHA fue la primera estrategia utilizada
para modificar las propiedades de este. Actualmente se sigue utilizando esta estrategia, pero con el objetivo propio de

obtener un efecto en las propiedades del polimero.

En afios mas recientes la modificacion del PHA basada en la produccion de las células bacterianas se realiza con el
objetivo claro de generar la modificacién, ejemplo de ello es el trabajo de Hyakutake et al. quienes utilizaron una cepa
de E. coli denominada JM109 cultivada en un medio estandar para esta bacteria y luego fue cultivada en un medio
deficiente de glucosa y carbono para estimular la produccion de PHA, ademas a este medio se le agregaron diferentes
tipos de alcoholes para inducir cambios en el polimero, segun los resultados una de las modificaciones mas significativas
es el descenso en el peso molecular en el polimero obtenido debido a un proceso de alcohdlisis inducido por una enzima

de PHA clase 1V en presencia de alcohol [113].

Bera et al. sembraron Halomonas hydrothermails en un medio de cultivo compuesto de residuo de biodiesel de Jatropha,

se adicion6 ademas acido levulinico derivado de algas marinas (ALDAM) que contenia acido férmico, azlcares



residuales y minerales disueltos. EI ALDAM increment6 la produccion de PHA y permitié la incorporacion de 3-
hidroxivalerato en el PHA producido [114].

Tabla 3. Algunas investigaciones publicadas al inicio de la década de los 90°s donde se evidencia la relacion entre las propiedades
del PHA y el sustrato y bacteria utilizadas en la produccion del mismo.

Autoresy Precursor .
. . Producto Referencia
afo (bacteria oly sustrato)
Poli-3-hidroxibutirato (PHB) o
G.W.

] polihidroxialcanoato (PHA) que contiene
Haywood et Alcaligenes eutrophus ] . ) o [107]
s6lo unidades 3-hidroxibutirato (HB) y 3-

al. en 1989 ) )
hidroxivalerato (HV).
D.R.
o Rhodococcus ruber y acido ) )
Williams et al. . 3-hidroxivalerato (3HV) [108]
succinico
en 1994
Agrobacterium sp. SH-1y GW-
E.Y.Leeen .
1995 014 con glucosa, xilosa o P (3HB-c0-3HV) [109]
sacarosa
Agrobacterium sp. SH-1y GW-
E.Y.Leeen ) ) ) ) o
1995 014 con hidroxialcanoato libre 3HB, 3HV y 4-hidroxibutirato (4HB) [109]
de nitrégeno
Células vegetales transgénicas
Y. Poirier en de Arabidopsis thaliana que poli ([r] - (-) - 3-hidroxibutirato de alto [110]
1995 expresan dos genes de la peso molecular (PHB),

bacteria Alcaligenes eutrophus.

Kourmentza y Kornaros utilizaron un cultivo microbiano mixto obtenido de lodos activados de la planta de tratamiento
de aguas residuales de Patras (Grecia) y las sembraron en un medio de cultivo que fue inicialmente enriquecido con
carbono y nitrogeno, y luego se limito la disponibilidad de estos elementos para seleccionar las bacterias productoras
de PHA, una vez seleccionado el cultivo se utilizaron acidos grasos de cadena corta como sustrato y se varié el pH; de

este estudio se concluyo que bajo las condiciones establecidas el pH de 6.9 era el ideal para la produccion de PHA [115].

Otro tipo de modificacion que se encuentra en la literatura para biofuncionalizar el PHA consiste en hacer una
modificacion quimica posterior a la extraccion del polimero de su fuente bacteriana, uno de estos procesos fue realizado
en 2014 por Masaeli et al. quienes fabricaron scaffolds de PHB/PHBV con la técnica de electrohilado y los
biofuncionalizaron sometiéndolos a NaOH, solucién MES, EDAC, sulfo-NHS, colageno y péptidos mejorando la

interaccion de los scaffolds con las células de Schwann [98].



Kessler et al. utilizaron otro método de modificacién quimica, sometieron peliculas de polihidroxibutirato (PHB) a luz
ultravioleta con presencia de oxigeno, este tratamiento permitié incrementar los grupos carbonilos en la superficie y su
hidrofilicidad, de manera que el polimero se hizo mas sensible a la degradacién por hongos entomopatdgenos. Los

investigadores aseguraron que mediante esta técnica es posible controlar la tasa de degradacion del polimero [99].

Dong et al. recubrieron peliculas de poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxi-hexanoato) (PHBHHx) y poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) con una combinacion de proteinas PhaP-RGD, las cuales aumentaron el
comportamiento hidrofilico de la superficie del polimero y con ello aumentaron la union y la tasa de crecimiento de
fibroblastos de raton depositados en dicha superficie. Para lograrlo, depositaron las proteinas sobre el polimero y las

incubaron durante 12 horas a 4 °C, para favorecer la unién hidré6foba entre la pelicula y las proteinas [116].

En un trabajo similar al anterior, Xie et al. fabricaron scaffolds de PLA y dos tipos de PHB, el PHBVHHXx y el poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) (P3HC3H), los cuales fueron sometidos a un proceso de biofuncionalizacion
con dos proteinas PhaP-IKVAV y PhaP-RGD extraidas de un gen de Aeromonas hydrophila. Los resultados arrojaron
que ambas proteinas mejoran la adhesion, la proliferacion y la diferenciacion de células neurales de rata a corto plazo,
siendo significativamente mayor la adhesion y proliferacion celular en los scaffolds fabricados con PHBVHHX vy la
diferenciacion celular neuronal y el crecimiento de neurita fue mayor en los scaffolds de PLA, ambos resultados fueron
obtenidos con la proteina PhaP-IKVAV [117].

El tratamiento con plasma, es el tercer método de biofuncionalizacion del PHA expuesto en el presente trabajo, consiste
bésicamente en inducir modificaciones superficiales en los polimeros a través del bombardeo de iones sin causar
modificaciones significativas en las cadenas poliméricas. Belard et al. por ejemplo, en 2013, utilizaron PHBYV entre
otros polimeros para fabricar peliculas y luego biofuncionalizarlas con una capa de plasma-acetileno. Dentro de los
resultados los autores no realizaron pruebas biologicas que validen la activacion de las peliculas a través de la

biofuncionalizacién [103].

Mas tarde en 2015 Syromotina et al. fabricaron peliculas de PHB y para biofuncionalizarlas las sometieron a una
atmosfera de O, y gas NHs e indujeron una descarga de plasma. Se concluy6 que las peliculas tratadas con plasma-

amoniaco promovieron la proliferacion y union celular [111].

Un afio después Syromotina et al. repitieron el experimento anterior utilizando una pelicula de P3HB, y descubrieron
que tanto la quimica superficial como los cambios de rugosidad superficial causados por el tratamiento con plasma
afectaron la humectabilidad superficial, igualmente aumento el angulo de contacto con el agua y disminuyo la energia
libre superficial, al tiempo que aument6 el componente polar de la energia superficial, incrementando significativamente

la adhesion y proliferacion celular [118].

Gonzéalez et al. Modificaron la superficie de un poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) con injertos de N-
hidroxietilacrilamida polimerizada con radiacién plasmatica, ocasionando un incremento en la hidrofilicidad y en la

degradacion de la pelicula [119].



Otro método usado para biofuncionalizar el PHA encontrado en la literatura consiste en la modificacion genética de las
bacterias productoras del polimero, de manera que es posible modificar la estructura quimica de este desde su
fabricacion en el interior de la célula. Ejemplo de esto, es el trabajo de Arikawa et al. quienes en 2016 analizaron el
efecto de nueve genes de Aeromonas caviae expresados en cepas recombinantes de Cupriavidus necator H16,
comparandolos con la produccién de PHA de C. necator, en este estudio encontraron que el gen denominada PhaZ6
podia producir PHBHHXx de ultra alto peso molecular y que la delecion de los genes PhaZl y PhaZ2 reduce la

produccion de PHA, principalmente [112].

Otros estudios genéticos de la produccion de PHA tienden a centrarse en la identificacidn, aislamiento y/o clonacién de
los genes encargados de la produccién de PHA en las bacterias, tal es el caso del trabajo de Tai et al. quienes clonaron
el gen phaC encontrado en una piedra caliza y lo expresaron en Cupriavidus necator, obteniendo una cantidad
significativa de PHA acumulada en la bacteria [120], de igual forma Satoh et al. clonaron una porcion del gen de la
biosintesis de PHA perteneciente a la cepa Bacillus sp INTOOS5, el cual contenia tres genes (phaR, -B 'y —C) y lo

expresaron en E. coli recombinante, logrando identificar actividad de PHA perteneciente a los tres genes [105].

Algunos estudios combinan mas de una técnica de biofuncionalizacion para obtener propiedades especificas, ejemplo
de esto se tiene la investigacidn realizada por You et al., quienes en 2011 fabricaron scaffolds hidr6fobos de PHBHHXx
por el método de induccion de separacion de fases térmica y luego los biofuncionalizaron con un péptido denominado
PhaP_RGD, el cual es obtenido de E. coli BL21 recombinante; los resultados arrojaron una mejor adhesion, crecimiento
y diferenciacion celular en los scaffolds recubiertos por el péptido que en los no recubiertos. Ademas, al evaluarlos
sobre células de medula 6sea humana, se incrementd la interaccion célula-matriz por efecto de los péptidos utilizados

en la biofuncionalizacion [7].

En la investigacion de Dong et al. se fabricaron peliculas de PHA e igualmente las biofuncionalizaron con una proteina
de fusién llamada Pha-KQAGDV obtenida de E. coli recombinante, el proceso consiste solo en sumergir las peliculas
en una solucién que contiene la proteina. Los resultados de este trabajo arrojan que en las peliculas recubiertas
disminuye el grado de hidrofobicidad natural del PHA y por tanto aumenta la biocompatibilidad de la pelicula y su

capacidad para promover la union y la proliferacion celular [6].

Hofer et al. expresaron el gen phaC2 de Pseudomonas fluorescens GK13 en la bacteria recombinante Methylobacterium
extorquens, y alimentaron su medio de cultivo con metanol y &cido 5-hexenoico (C6), se comprobd que el C6 reducia
la produccion de biomasa y el rendimiento total del PHA, sin embargo, permitia la aparicion de abundantes grupos
funcionales en el polimero, en especial el enlace C=C, la incorporacién de 3-hidroxihex-5-enoato y del 3-
hidroxihexanoato en las cadenas, debido a los sustratos utilizados, produjo mayor estabilidad térmica y temperaturas de
fusion de 139 °C a 168 °C del PHA permitiendo el autoclavado y posibilitando su uso de este polimero a nivel médico
[121].

Nkrumah y Scholz biofuncionalizaron PHA quimicamente, pero realizaron una modificacion inicial durante el proceso
de biosintesis para permitir la biofuncionalizacién quimica posterior; en esta investigacion se produjeron poli (3-

hidroxinonanoato-co-3-hidroxi-11-bromoundecanoato) (PHNUBr) vy poli (3-hidroxinonanoato-co-3-hidroxi-10-



undecinoato) (PHNUD), usando Pseudomonas oleovorans, durante el proceso de biosintesis se adicionaron unidades
repetidas bromadas y de alquino (38.5 % y 50 % respectivamente) para generar un precursor de terminales azida que
permitieran la reaccién quimica posterior, una vez extraido el PHA de la célula se realizaron modificaciones quimicas
con azida-alquino catalizada con cobre para unir benzoato de propargilo y 2-azidoacetato de metilo a los PHA, y con
azida-alquino para unir el (1R, 8S, 9s) —Biciclo-non-4-in-9-ilmetanol (BCN-OH) al PHA [122].

Estos estudios entre otros, muestran la gran flexibilidad de conformacion y de modificacion de propiedades que tiene el
PHA, esto sumado a su capacidad de degradacion sin dejar rastros tdxicos lo convierte en un candidato ideal para su
uso en IT. Ademas el estado actual en cuanto al desarrollo de scaffolds de PHA biofuncionalizados para ingenieria de
tejidos en Colombia, es aun incipiente lo que hace necesario realizar estudios en esta tematica tan novedosa que

representa resultados prometedores en el area de los biomateriales.

4.6. SCAFFOLDS DE PHA Y OTROS POLIMEROS

Son pocas las investigaciones realizadas en la fabricacién de scaffolds de PHA combinado con otros polimeros, en
general, se realizan mezclas de diferentes tipos de PHA [98], [123], [69], [8], aun asi algunos autores han investigado

el efecto de la inclusion de otros polimeros en la fabricacién de scaffolds de PHA.

Shum-Tim et al. fabricaron scaffolds tubulares de PHA-PGA colonizados por células vasculares autologas para
sustitucion de vasos sanguineos, en el experimento, injertaron los scaffolds en segmentos adrticos abdominales de
corderos y obtuvieron un material que imitaba el comportamiento mecanico de la aorta natural, ademas no se presentaron
aneurismas hasta el momento del sacrificio de los animales [124].

Lemechko et al. mezclaron PHA con un exopolisacarido marino similar al glicosaminoglicano EPS HEB800, con el
objetivo de mejorar la adhesion celular ya que el HE800 es hidrofilico (el PHA es hidrofébico), para garantizar el
acoplamiento de ambos polimeros activaron los grupos terminales carboxilicos del PHA lo que permitié la union de
estos con grupos hidroxilo del HE800, los scaffolds se produjeron por electrohilado y se observé una mejora en la
adhesion y crecimiento de células madre mesenquimales humanas con respecto a scaffolds fabricados solo con PHA
[125].

Recientemente Gonzalez et al. utilizaron una mezcla comercial de polilactida termopléstica (PLA) con PHA, el PHA
estaba constituido por unidades de 3-hidroxibutirato y una pequefia cantidad de unidades de 3-hidroxivalerato; los
investigadores fabricaron scaffolds con una impresora 3D y compararon los resultados obtenidos con scaffolds de PLA,
en la investigacion descubrieron que las propiedades mecanicas y de degradacion dependen en gran medida de la técnica
de impresion utilizada, pero la combinacion de polimeros incrementd la estabilidad térmica del material y fue de vital

importancia en la biocompatibilidad hallada tras cultivar células HEK293, potenciando asi su uso en la IT [67] .



4.7. SUSTITUTOS DE CARTILAGO ARTICULAR

Por las cualidades ya antes mencionadas, el PHA es un excelente candidato para regeneracion de todo tipo de tejidos,
en especial de tejidos blandos, el cartilago por ejemplo podria verse beneficiado por el uso de PHA en su proceso de

regeneracion ya que al ser avascular no puede regenerarse facilmente, incluso ante dafios pequefios.

4.7.1. Generalidades

El cartilago es un tejido avascular compuesto de matriz extracelular y células. La matriz constituye mas de 95 % del
volumen total del cartilago, es sélida, firme y flexible, es rica en glucosaminoglucanos lo que permite la difusion de
nutrientes a falta de vascularizacion [126]. Su composicion consiste basicamente en colageno tipo Il (en forma de
fibras), colageno tipo 1X (une las fibras), ademas de otros componentes como colageno tipo X y XI, hialuronano y

proteoglucano [127].

Las células propias del cartilago son los condrocitos (ver Fig. 16) y se ocupan del mantenimiento de éste, los
condroblastos son células que si bien no se encuentran inmersas en el cartilago son las responsables de la produccién
de este [128], la morfologia de estas células incluye un reticulo endoplasmico altamente desarrollado, un aparato de

Golgi grande y multiples vesiculas, lo cual indica una importante actividad excretora [127].

Fig. 16. Condrocitos inmersos en su matriz extracelular. Tomado de [129].



4.7.2. Funciones

La funcién basica del cartilago es de sostenimiento mecanico del cuerpo, pero las funciones especificas dependen del

tipo de cartilago, ya que poseen diferentes propiedades (ver Tabla 4) [127].

4.7.3. Tipos de cartilago

Tabla 4. Tipos de cartilago humano y sus principales caracteristicas [126].

Caracteristicas

Cartilago Hialino

Cartilago Elastico

Cartilago Fibroso

Fotografia

DT s

%r"&

Se encuentra en el tejido

esquelético fetal, discos

epifisarios, superficie articular

Ubicacion

de la diartrosis, placas

cartilaginosas bronquiales,

anillos traqueales, laringe,

cartilagos costales y de

cavidades nasales.

Base para el desarrollo 6seo

fetal, osificacién endocondral

Funcién

y crecimiento de huesos

largos, resiste compresién,

provee amortiguacion, posee

superficies lisas para el

contacto de las articulaciones

en baja friccion y provee

sostén estructural del aparato

Tipos celulares
Principales
componentes de
la matriz
extracelular

Reparacion

respiratorio.

Se encuentra en la

epiglotis, cartilagos
corniculados y
cuneifromes, pabellén
auricular, trompa de
Eustaquio y conducto

auditivo externo.

Provee sostenimiento

flexible.

Condrocitos, condroblastos.

Fibrillas de colageno tipo Il y

agrecano (proteoglucano)

Fibrillas de colageno tipo

11, agrecano

(proteoglucano) y fibras

elasticas.

Se encuentra en
meniscos, articulacion de
la mufieca, inserciones
tendinosas, sinfinis
pubiana, discos
intervertebrales y

articulares.

Altamente resistente a
deformacion por fuerzas

externas.

Fibrillas de colageno tipo
Iy Il'y versicano

(proteoglucano)

Capacidad muy limitada (casi nula), tiende a generar cicatrices de tejido fibroso.




4.7.4. Autoreparacion del cartilago articular

El cartilago articular es un tipo de cartilago hialino con ausencia de pericondrio, que puede soportar esfuerzos mecanicos
intensos y ciclicos, pero que es incapaz de autoreparar ain las lesiones mas leves debido a la ausencia de vascularizacion,
inmovilidad de condrocitos y a la poca proliferacion de estos. De hecho la Unica autoreparacién que puede realizar el

cartilago hialino es aquella donde la lesidn involucra el pericondrio, el cual no existe en el cartilago articular [126].

4.7.5. TIPOS DE REEMPLAZOS

La deficiente autoreparacion del tejido cartilaginoso impulsa el uso de tratamientos quirdrgicos que faciliten su
reparacion y por lo tanto la recuperacién de las funciones del cartilago. Las diferentes técnicas que han sido utilizadas

en la reparacion de cartilago pueden concentrarse en tres grupos [130]:

4.7.5.1. Técnicas reparadoras

Estas técnicas se refieren a tratamientos mecanicos sobre el cartilago que favorecen la formacion de fibrocartilago. Estas

son:

4.75.1.1. Microfracturas
La técnica consiste en perforar la superficie del cartilago para producir un sangrado que transporte células madre
mesenquimales a la zona de la lesion, las cuales tienden a diferenciarse en fibrocondrocitos y promueve la reparacion
con colageno tipo |, ademas se ha demostrado que solo es efectiva para lesiones pequefias (>1.5 cm?) [130], [131],
[132].

Alvarez et al. realizaron un estudio con 65 pacientes con lesiones en cartilago de rodilla tratados con microfractura en
el Hospital Universitario Manuel Ascunse Domenech de la ciudad de Camagley, Cuba. Las conclusiones de este estudio
incluian las caracteristicas mas tipicas de los pacientes en las cuales se presentan este tipo de lesiones; con respecto a la
técnica utilizada para el tratamiento (microfractura) los autores concluyen que en general durante los primeros cinco
afios de la intervencion los resultados fueron favorables en el 88.8 % de los casos, pero a partir de este tiempo, dicho

porcentaje decrece, en especial en los pacientes con piernas arqueadas y lesiones superiores a 1 cm [131].

4.7.5.1.2. Desbridamiento artroscépico
En esta técnica se retira el tejido dafiado articular, usualmente es un retiro superficial similar a una afeitada. Dicha
técnica suele presentar malos resultados ya que tiende a incrementar la degeneracion del cartilago. A pesar de dichos
resultados esta técnica suele ser conveniente para pacientes de mas de 60 afios, con enfermedades degenerativas y muy
baja demanda fisica [130], [133].



4.7.5.2. Técnicas reconstructivas

Estas técnicas consisten en reemplazar la zona afectada del cartilago y son:

4.75.2.1. Mosaicoplastia
Esta técnica también conocida como trasplante osteocondral autdlogo, consiste en tomar injertos autélogos cilindricos
obtenidos de zonas que no soportan carga e implantarlos en la zona dafiada, posee la ventaja de que el trasplante es
propiamente cartilago hialino, sin embargo, su disponibilidad es limitada y genera morbilidad en la zona donante, sin
contar con que las caracteristicas mecanicas de dicho injerto difieren de las de la zona afectada ya que este se extrae de

una zona con solicitaciones mecanicas diferentes [130].

4.7.5.2.2. Trasplante de aloinjerto osteocondral
Esta técnica reconstructiva es similar a la mosaicoplastia pero el donante es cadavérico y el injerto se obtiene también
con el hueso subcondral adyacente al cartilago, a nivel inmunoldgico dicho injerto cuenta con propiedades muy
atractivas ya que al ser el cartilago un tejido avascular no requiere aporte sanguineo y por tanto el riesgo de respuesta
inmune del huésped es baja, ademas es ideal para dafios de gran tamafio. A nivel clinico se han hecho algunos estudios
y se han reportado tasas significativas de fracaso en lesiones bipolares (lado femoral y tibial) y artritis difusa, entre otros
[130].

4.7.5.2.3. Implantes sintéticos

Estos implantes son fabricados de materiales biol6gicos como el colageno, el quitosano y el alginato o de materiales
sintéticos como el acido polilactico o el acido poliglicélico, poseen la ventaja de no implicar un riesgo por transmision
de enfermedades, sin embargo, sus propiedades no son idénticas al tejido natural y no ha podido comprobarse su
efectividad clinica [130].

Como implante sintético, los polimeros son los materiales utilizados por excelencia en la reparacion de tejido
cartilaginoso debido a sus propiedades en especial su comportamiento mecanico [51], [52], la IT en este aspecto apunta
actualmente a fabricar implantes que promuevan a regeneracion del tejido natural, y el éxito de esta campafia no solo
se basa en la morfologia del implante sino también en las propiedades de los materiales utilizados [71]. Los hidrogeles
son un claro ejemplo de implantes sintéticos en la regeneracion de cartilago, Gallego utilizé acido hialurénico para
fabricar hidrogeles y obtuvo muestras con poros interconectados, con un adecuado proceso de degradacion, con baja

viscosidad que les permite ser inyectados y con buena viabilidad celular [134].

4.7.5.3. Técnicas regeneradoras

El objetivo de estas técnicas es facilitar la regeneracion del tejido del cartilago hilano. La técnica regeneradora mas

significativa es el trasplante de condrocitos autélogos.



4.75.3.1. Trasplante de condrocitos aut6logos
El objetivo principal de esta técnica es reponer las células del cartilago, para ello y a diferencia de otras técnicas no
interviene el hueso subcondral, ya que esto generaria una cicatriz (fibrocartilago) y afectaria el desempefio del cartilago
en funciones como la absorcion de impactos, para ello las células son aisladas de su matriz, expandidas en un cultivo y
reimplantadas en la zona del defecto, esta técnica promete la formacion de cartilago hialino funcional, sin embargo,

requiere de al menos dos cirugias y es técnicamente muy exigente [130], [135].

El cartilago como tejido avascular no puede autorepararse con facilidad, es por ello que la IT constituye una alternativa
para mediar en el proceso de reparacién de forma mas efectiva, en este sentido el PHA es un polimero natural cuyas
propiedades lo convierten en un excelente candidato para regeneracion de todo tipo de tejidos, en especial de tejidos
blandos como el cartilago. El marco tedrico presentado respalda el proceso experimental que se desarrolla a partir de
este punto en el trabajo, el cual busca la creacion de scaffolds biodegradables que estimulen la excrecidn de matriz
extracelular por parte de las células de manera que el scaffold pudiera ser usado como potencial material de restitucion

de tejido cartilaginoso.



5. METODOLOGIA

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion, se establecié una metodologia basada en seis pasos, resumida
en la Fig. 17
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Fig. 17. Representacion de los 6 pasos de la metodologia. Autoria propia.

5.1. Paso 1: Caracterizacion de PHA

La caracterizacion del material es necesaria para comprender los fendmenos presentes en el desarrollo del proyecto de

investigacion, para ello se realizaron ocho pruebas sobre el polihidroxialcanoato.

5.1.1. Microscopia Electronica de Barrido (SEM): este microscopio utiliza un haz de electrones en lugar del haz
de luz utilizado en la microscopia Optica, lo que le permite aumentar la resolucion de la imagen de las
muestras observadas mas alla de la capacidad misma de la luz [136], para este ensayo se utiliz6 un SEM
JEOL JSM-6490LV, cuya resolucion es de 3 nm, a una amplificacioén de 300 000X. Las muestras de PHA
comercial se encontraban en presentacion de pellet, de manera que el pellet se recubrié con oro para

incrementar la conduccion de electrones y se realizo la caracterizacion.



5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

5.15.

5.1.6.

5.1.7.

5.1.8.

Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS): este ensayo utiliza los electrones que el SEM bombardea
sobre la muestra y recoge los rayos X refractados para la identificacion de los elementos presentes en una
region especifica de la muestra [137], para este se utilizé el mismo equipo SEM utilizado para obtener la
micrografia. La preparacion de las muestras corresponde a la misma del SEM ya que ambas
caracterizaciones se realizaron en el mismo ensayo.

Difraccion de Rayos X (DRX): esta técnica permite identificar las fases cristalinas de la muestra [138],
en este proyecto se realiz6 el ensayo en un rango 26=5 ° a 70 ° en un equipo Rigaku, Miniflex. Para la
realizacion de este ensayo se utilizo un pellet de PHA sin ninguna modificacion.

Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR): esta técnica permite la identificacién de
los grupos funcionales presentes en la muestra, a través de las vibraciones de las moléculas [139], [140],
en este proyecto se utilizé un equipo Infrarrojo de Transformada de Fourier, Marca Perkin EImer, modelo
Spectrumone, detector DTGS, y la muestra se prepar6 fabricando una pastilla de KBr en una relacion
aproximada de 100:1 mg, KBr-Muestra, a la cual se le aplicé una presion de 5 Ton.

Peso Molecular por viscosimetria: para determinar el peso molecular de la muestra se utilizé un analisis
de viscosidad debido a que se espera que la muestra tenga un peso molecular significativamente alto, para
ello se prepararon soluciones de PHA a diferentes concentraciones (0.0021 g/ml; 0.0035 g/ml; 0.0040
g/ml; 0.0045 g/ml ; 0.0050 g/ml ), en cloroformo grado analitico, se utilizé un viscosimetro de Ostwald
sumergido en un bafio de agua a 20 °C, y para determinar el peso molecular se utilizaron los parametros
de Mark - Houwink: K = 0.0151 mL/g y o= 0.756.

Andlisis Termogravimétrico (TGA): es una técnica en la cual la masa de una muestra es monitoreada en
funcién del tiempo o la temperatura [141], para este proyecto el TGA se realizé en funcién de la
temperatura, con un tamafio de muestra inicial de 15.847 mg, en un equipo TGA Q500 V20.13 Build 39
y una rampa de temperatura de 25 °C a 900 °C a una tasa de 10 °C/min, en atmoésfera de nitrégeno. La
muestra consistié en pellets de PHA sin ninguna modificacion.

Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC): es una técnica en la cual la cantidad de calor que absorbe o
libera una sustancia es monitoreada en funcién del tiempo o de la temperatura [142], para este proyecto
el DSC se realiz6 en funcion de la temperatura, con un tamafio de muestra de 7.889 mg, en un equipo
DSC Q200 V24.10 Build 122, una rampa inicial de 25 °C a 180 °C y de 180 °C a -90 °C para borrar la
memoria del material y eliminar agua e impurezas y una rampa de -90 °C a 200 °C y de 200 °C a 25 °C
donde se lee el comportamiento del material, a una tasa de 10 °C/min, bajo una atmdsfera de nitrogeno.
La muestra consistio en pellets de PHA sin ninguna modificacion.

Resonancia magnética nuclear (RMN): esta técnica aprovecha la propiedad magnética de ndcleos de
elementos que posean espin, en este caso se utilizé la RMN de protones y es utilizada principalmente para
identificar los grupos funcionales presentes en la muestra [143]. Para realizar la técnica se disolvio 2 mg
de PHA en 0.625 ml de Cloroformo deuterado y se realizd un ensayo con protones de hidrégeno en un

equipo Bruker Ascend™ 600.

5.2. Paso 2: Fabricacion de scaffolds

Para dar inicio al desarrollo del objetivo general y al objetivo especifico 5, referentes al proceso de fabricacion de los

scaffolds y a la documentacidn de este proceso, se establecio la siguiente metodologia (basada en [144]) que se encuentra



resumida en el diagrama de la Fig. 18, los valores de cada reactivo usados en los protocolos seguidos se encuentran en
la Tabla 5.

En el diagrama de flujo de la Fig. 18, se plasman diez momentos en el proceso de fabricacion de los scaffolds de PHA

que se explican a continuacion:

e Se realiz6 un lavado previo del material con etanol para asegurar la limpieza de este antes de los procesos de
fabricacion, para ello se realiz6 un ciclo de lavados propuesto por [145] que consistié en: 1 h con etanol al 100
%, % h con etanol al 70 %, %2 h con etanol del 50 %, %2 h con etanol al 30 % y 1 h con agua destilada.

e Disolucion de PHA: el PHA se disolvid en diclorometano en porcentajes de 7.5, 10 y 12.5 %, el tiempo
requerido varid segun la concentracion entre 10 y 20 min y se utilizé una velocidad de 600 rpm, el beaker
utilizado se sell6 con un reloj de vidrio y cinta adhesiva protectora para evitar la volatilizacion del
diclorometano.

o Tergitol: el tergitol se afiadié a la solucion para permitir la formacion de la emulsién con agua destilada, ya
que el diclorometano no es soluble en agua, su concentracion fue 7.8 % w/w del agua més el polimero, y se
agito por aproximadamente 15 min a 600 rpm.

e Agua: el agua fue afiadida a la solucion para disminuir el punto de congelamiento de la solucion, ya que el
diclorometano cuenta con un punto de congelamiento de —95 °C [146] y para generar poros, para ello se realizé
un goteo por tiempos que oscilaban entre 30 y 45 min segun la concentracion de la solucién, a 1200 rpm.

e Pre-congelado: antes de verter la solucién en el molde, este era congelado mediante exposicion de sus paredes
externas a nitrogeno liquido por 3 min, para evitar la separacion de las fases de la emulsion en el momento de
verterla en el molde.

e Congelamiento: una vez vertida la solucién en el molde, se dejé congelar por 10 min a -196 °C antes del
proceso de liofilizacién.

e Liofilizacion inicial: la solucion congelada y contenida en los moldes se liofilizé durante 48 h con una presion
0.12 mbar.

e Lavados: para eliminar las trazas de los solventes que hayan podido quedar en los scaffolds se realiz6 un lavado
con etanol y agua destilada igual al planteado en el primer item del proceso [145].

e Segundo congelamiento: para secar las muestras después del lavado se realizé una segunda liofilizacion, para
ellos las muestras fueron congeladas a -80 °C por 24 h en un ultracongelador.

o Liofilizacion final: se liofilizaron las muestras por 24 h.
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Fig. 18. Diagrama de flujo de la fabricacién de scaffolds de PHA. Autoria propia.

Tabla 5. Porcentajes de los reactivos utilizados en la fabricacion de los scaffolds.

Reactivo Valores Con respecto a

% PHA 7.5, 10, 12.5 wiv Diclorometano

% Agua 60, 75, 90 w/w Polimero + diclorometano
% Tergitol 7.8 wiw Agua + polimero

5.3. Paso 3: Caracterizacion de los scaffolds sin biofuncionalizar

Para dar respuesta a los objetivos especificos uno y dos, que estan relacionados con la influencia del porcentaje de PHA

y agua en los scaffolds en las pruebas morfoldgicas, mecénicas y de estabilidad, se planted el siguiente protocolo,
resumido en la Fig. 19.

Pruebas Ensayos Respuestas

— | Morfologicas

> | Micrografias SEM 'If>‘ Tamailo de poro ‘

= = ‘ Porcentaje de porosidad ‘
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I:>‘A.bsorci6n de agua ‘ = ‘Porcentaje de incremento de peso‘

Fig. 19. Diagrama de flujo de la caracterizacion de los scaffolds. Autoria propia.



5.3.1. Pruebas morfolégicas

e Para hallar la distribucién de tamafio de poro se realizaron micrografias SEM en un equipo SEM JEOL JSM-
6490LV, para ello se realizaron dos cortes (transversal y longitudinal) a dos scaffolds de cada tratamiento y se
tomaron nueve micrografias de cada corte, tres con un aumento de 200X, tres con un aumento de 500X y tres
con un aumento de 1000X, para obtener la variable respuesta se utiliz6 el software Image J y se midieron las
areas de los poros de las micrografias de 200X, se calcul el tamafio de poro maximo y promedio, y se realizo
un célculo de la distribucién de los poros mayores a 30 pm de didmetro, para eliminar ruido producido por la
rugosidad de la superficie que impedia la identificacion de los poros.

e Para hallar el porcentaje de porosidad de los scaffolds se utilizé el método de Arquimedes utilizando etanol en
lugar de agua para garantizar que el fluido fuera menos denso que el scaffold, este método se basa en el
principio de Arquimedes en que la fuerza de empuje ejercida por el agua sobre un objeto que estéa suspendido
en medio de esta, es igual al agua desplazada por el objeto (volumen) y esta puede hallarse con una balanza,
dicho principio se ejemplifica en la Fig. 20.
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Fig. 20. a) Representacion gréfica del principio de Arquimedes, b) Método de Arquimedes realizado con etanol en vez de agua.
Autoria propia.

Ademas estos resultados se reforzaron utilizando el método geométrico con la Ec. 1:

) 5 Peso polimero
% Porosidad = (nr“h) —

Densidad del polimero

Ec. 1. Ecuacién de porcentaje de porosidad donde nr?h es el volumen del scaffold y la relacion Peso polimero/densidad de

polimero, es el volumen que ocupa el polimero contenido en el scaffold.

5.3.2. Pruebas mecénicas

Para las pruebas mecanicas se fabricaron tres scaffolds de diametro 12.7 mm y altura de 25.4 mm por cada protocolo,

dentro de los estandares que dictan la norma ASTM-D695-15 y se sometieron a ensayos de compresion en una maquina



de ensayos universales (ver Fig. 21) Digimess a una velocidad de 5 mm/min y fuerza de carga de 4.903 N, la compresion

se realizo hasta una deformacion del 75 % de la altura de scaffold.

Fig. 21. Fotografias del ensayo de compresién organizadas en orden temporal de izquierda a derecha. Autoria propia.

Para hallar la resistencia maxima se tomo el maximo valor obtenido.

Para hallar el médulo de elasticidad, se eliminaron los datos iniciales que corresponden a valores arrojados por
la maquina antes de hacer el primer contacto con el scaffold, luego se realizé una linea de tendencia para
suavizar la curva obtenida y luego se tomd el promedio de la pendiente entre los porcentajes de deformacion
0-2, 2-4, 4-6, 6-8 y 8-10 como una modificacion de la norma ASTM-D695-15, como se observa en la Fig. 22.
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Fig. 22. Ejemplo de la obtencién del médulo eléstico en las curvas de compresion. Autoria propia.

5.3.3. Pruebas de estabilidad

Para la prueba de degradacion hidrolitica se utilizé una modificacién a la norma ASTM F1635 propuesta por
[147], donde se pesaron 12 semi-discos de los scaffolds de cada protocolo, se introdujeron en 12 ml de SBF y
se almacenaron a 37 °C en una incubadora, se extrajeron tres muestras por protocolo al dia siete del
experimento, se midio el pH de la solucion y las muestras fueron congeladas y liofilizadas para ser pesadas por
segunda vez (ver Fig. 23), con estos datos se calcul6 el porcentaje de masa perdida (ver Ec. 2) y se repitio el

experimento con las muestras faltantes a los dias catorce, veintiuno y veintiocho.



Fig. 23. Fotografias secuenciales de la prueba de degradacion hidrolitica, a) Obtencién del volumen adecuado de la muestra para la
prueba, b) La muestra una vez pesada se expone a SBF, c) La prueba se realiza en una incubadora a 37 °C, d) Finalmente se

liofilizan las muestras para realizar el segundo y ultimo pesaje. Autoria propia.

Peso inicial — Peso final
x 100

% de masa perdida = Peso inicidl

Ec. 2. Ecuacidn para calcular la pérdida de masa en la prueba de degradacion.

e Para la prueba de absorcion se utilizd la norma ASTM D570-98, donde los scaffolds (diametro 12.7 mm y
altura de 25.4 mm) fueron pesados en seco y sumergidos en agua destilada a 23 °C por 24 h, luego se les retir6
el exceso de agua con un pafio seco y se pesaron por segunda vez (ver Fig. 24) para determinar el porcentaje

del incremento del peso (ver Ec. 3).

Fig. 24. Fotografias secuenciales de la prueba de absorcion, a) La muestra se pesa en seco antes de iniciar la prueba, b) La muestra
se somete a un ambiente hiimedo c) por 24 h, d) El exceso de agua es retirado con un pafio una vez ha pasado el tiempo establecido

y €) Las muestras son pesadas nuevamente. Autoria propia.

Peso inicial — Peso final
x 100

% de incremento de peso = P micial
eso inicia

Ec. 3. Ecuacidn para calcular el incremento en el peso de los scaffolds en la prueba de absorcion.



5.4. Paso 4: Biofuncionalizacion de los scaffolds

Para desarrollar el objetivo tres se realizd un proceso de biofuncionalizacion a los scaffolds siguiendo el protocolo
propuesto por Masaeli [98] con modificaciones, se inici¢ lavando discos cortados de los scaffolds de 6 mm de alto con
NaOH al 0.25 N por 90 min para inducir una hidrolisis alcalina en la superficie de los discos, posteriormente estos
fueron lavados y secados durante 24 h a 37 °C, luego fueron lavados con solucién buffer MES 0.1 M por 30 min a
temperatura ambiente, una vez lavados se depositaron en una solucion buffer MES con EDAC (5 mg/ml) y sulfo-NHS
(2.5 mg/ml) por 90 min a temperatura ambiente para permitir la agregacién de grupos funcionales a la superficie del
material, luego se depositaron en una solucion de PBS con 5 mg/ml de colageno por 24 h a temperatura ambiente,
seguido de una lavado con PBS y un secado a 37 °C por 24 h, las reacciones se pueden observar en la Fig. 25, el proceso

se controld a través de ensayos de FTIR.
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Fig. 25.Reacciones presentes en la biofuncionalizacion de discos de los scaffolds de PHA. Modificado de Masaeli [98]..

5.5. Paso 5: Ensayos bioldgicos

Siguiendo la norma ASTM F748-16 que trata sobre la eleccidn de los métodos genéricos para la evaluacion de biol6gica
de materiales y dispositivos, se debe determinar primero la necesidad de demostrar la biocompatibilidad del material a
tratar [148], en este orden de ideas el test de citotoxicidad se recomienda como una prueba de deteccion temprana que
puede proporcionar informacion sobre la prediccion de la respuesta a pruebas de citotoxicidad in vivo.

El enfoque de este trabajo de investigacion fue la evaluacion de las propiedades de un biomaterial desde el aspecto
ingenieril, ya que se considera que este aspecto debe ser tratado y definido antes de cualquier prueba subsecuente en la
fabricacion de scaffolds, una vez establecido el comportamiento mecanico, y las caracteristicas morfol6gicas y de
estabilidad del material, se eligi6 la prueba de citotoxicidad dentro del conjunto de pruebas bioldgicas como un primer
acercamiento a las pruebas bioldgicas que corresponderian con una siguiente fase del proceso investigativo, para
determinar dicha metodologia se remitié la norma ISO 10993-5 donde se especifican los detalles de la prueba de

citotoxicidad para dispositivos médicos [149], de esta manera, las pruebas de citotoxicidad de este proyecto de



investigacion se realizaron con la metodologia descrita en esta norma, tales como el ensayo de extractos y se siguié una
de las recomendaciones para la seleccidn de las células, por lo que se us6 una linea de fibroblastos como célula diana

de la prueba.

Para la realizacion de los ensayos biolégicos se esterilizaron tres tipos de muestras (pellet del polimero, scaffolds sin
biofuncionalizar y scaffolds biofuncionalizados), con 6xido de etileno en la planta de esterilizacion de Corpaul, las
muestras fueron almacenadas entre 1 y 7 dias, luego se sometieron a una prueba de citotoxicidad por contacto indirecto

(extracto) con MTS, con un protocolo de tres dias (representado en la Fig. 26), asi:

Dia1l

e Preparacion de los extractos: se obtuvieron los extractos del pellet del polimero, de los scaffolds sin
biofuncionalizar y de los scaffolds biofuncionalizados, depositando las muestras en medio de cultivo celular
DMEM (5 % de FBS y 1 % de penicilina/estreptomicina) a 37 °C por 24 h, segln la relacién que establece la
norma 1SO 10993-12 (scaffolds: 0.1 g/ml, pellets: 0.2 g/ml y peliculas: 6 cm?/ml).

e Siembra de células: se sembraron 8000 células/pozo de fibroblastos humanos en una caja de 96 pozos donados
por el Biobanco de la IPS universitaria, y se agregd 100 puL de medio a cada pozo. Cada medida se hizo por

cuadruplicado y se usé un control de células y medio en el que no se depositd ningun extracto.
Dia 2

e  Se retird el medio de los pozos y se puso 50 uL de los extractos en cada uno (menos en el control). El plato se
incubd por 24 ha 37 °C y 5 % de CO..

Dia 3

e  Se realizo la prueba de MTS: se disuelven 50 uL de MTS en el medio y se incuba a 37 °C por 1.5 h, tras las

cuales se lee la absorbancia a 490 nm, en un equipo iMark BioRad.
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Fig. 26. Esquema de la metodologia de la prueba de citotoxicidad. Autoria propia.



5.6. Paso 6: Validacioén estadistica

Disefio de experimentos

Para la validacion estadistica de los resultados morfol6gicos, mecanicos y de estabilidad de los scaffolds sin
biofuncionalizar se utilizé el software R, donde se construy6 una tabla ANOV A para verificar la significancia del efecto
de los factores en las variables respuestas con un nivel de confianza del 97 % (a=0.03), para el que se plantearon dos

hipotesis, la nula y la alterna

Ho= No existen diferencias entre los tratamientos

Hi= Al menos un par de tratamientos es diferente

La tabla ANOVA se validd con la comprobacion de tres supuestos a saber:

i) Supuesto de distribucion normal de los residuales de los datos, para ello se aplicé la prueba de Shapiro-
Wilk, cuyas hipétesis son:
Ho= Los residuales proceden de una distribucion normal
Hi= Los residuales NO proceden de una distribucion normal
i) Supuesto de homoscedaticidad de las varianzas de los residuales, para ello se usd la prueba de Bartlett,
cuyas hip6tesis son:
Ho= Las varianzas de los residuales son iguales
H:= Al menos dos varianzas de los residuales son distintas
iii) Supuesto de independencia de los residuales, para ello se hizo la prueba de Durbin-Watson, cuyas
hipotesis son:
Ho= La correlacion entre los residuales es cero. Son independientes

H:= Al menos un par de residuales son dependientes entre si

Para todos los supuestos el valor-p debe ser mayor que el nivel de confianza escogido para no rechazar la hipétesis

nula y concluir sobre los efectos encontrados con un 97 % de nivel de confianza.

Para los casos donde no se cumplen los supuestos se utilizd la prueba no paramétrica de Wilcoxon que permite
determinar si hay diferencias significativas entre dos muestras sin necesidad que estas tengan distribucion normal o sean

homoscedasticas, solo necesita que los residuales sean independientes.
Para ello se us6 las siguientes hipotesis:

Ho= No existe diferencias entre las medianas

Hi= Las medianas son diferentes

Donde el valor-p debe ser menor que el nivel de confianza escogido para rechazar la hipétesis nula y concluir que las

medianas son diferentes y por tanto los valores obtenidos en la variable respuesta son significativos.



6. RESULTADOS Y ANALISIS

Como se ilustré en la metodologia, los resultados se presentan en su orden, caracterizacion del material, produccion y
caracterizacion morfoldgica, mecénica y de estabilidad de scaffolds de PHA, biofuncionalizacién de los scaffolds con
un analisis quimico que da cuenta de lo que ocurre en cada paso de la biofuncionalizacién y finalmente una prueba de
citotoxicidad. Sin embargo, debido a dificultades encontradas en el proceso, se presentan adicionalmente una prueba de
cromatografia de gases para identificar compuestos presentes en los scaffolds y una prueba cualitativa de observacion

celular en una prueba de citotoxicidad.

6.1. Caracterizacién de PHA

El fabricante reportd que el material es un bio-poliéster alifatico, biodegradable y semicristalino disefiado para ser
procesado por extrusion en especial en la fabricacion de ldminas, por ello consiste en un compuesto de PHA y PLA con
algunos aditivos que facilitan el procesamiento, sin embargo, no da cuenta de las cantidades de los elementos presentes,
ni de la naturaleza de los aditivos ni del tipo de PHA utilizado, la caracterizacion de la sesion 6.1 ayuda a comprender

mejor la naturaleza del material utilizado en la investigacion.

6.1.1. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

En la micrografia de la Fig. 27 se observa la superficie del polimero utilizado en los experimentos, en cuya superficie
no se encuentra porosidad de didmetro mayor a 2 um, la resolucion de las micrografias no permite apreciar la porosidad

de diametro inferior con claridad.

1
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Fig. 27. Micrografia SEM de una muestra de PHA.



6.1.2. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

En el espectro de EDS de la Fig. 28 se pueden observar picos pertenecientes a los elementos quimicos carbono y oxigeno
tipicos de los polimeros, los otros picos significativos corresponden a elementos pertenecientes al proceso de

preparacién de la muestra, tales como el oro.

Spectrum 1

C
ol
. : . w
0 1 2 3 4 5 E 7 a 9 10
Full Scale 909 cts Cursor: 10525 (6 ctz) ke|

Fig. 28. Espectro EDS de una muestra de PHA.
Andlisis
En la micrografia se observa una superficie con posibles poros de diametros inferiores a 2 um (no es concluyente porque
la resolucién de la micrografia no es suficiente), la naturaleza del material no permiti6 incrementar la ampliacion de la
imagen ya que los altos voltajes utilizados por el equipo destruian la muestra. EI EDS se realiz6 como una identificacion

inicial de los elementos presentes en el material y este arrojé presencia de carbono y oxigeno, elementos tipicos de los

polimeros.

6.1.3. Difraccion de Rayos X (DRX)

Para comenzar a identificar mas claramente la naturaleza de los polimeros del material estudiado, se realiz6 un DRX,
cuyo espectro se presenta en la Fig. 29, donde se pueden observar claramente dos picos, 26=13.5 ° y 26=17 ° que

corresponde a PHA y es posible que el 26=16.5 ° correspondiente a reflexiones de cristales de PLA, esté solapado.
Analisis

Comparado con la literatura, el DRX exhibe picos caracteristicos de difraccion de PHA en los puntos 26=13.5 ° y 26=17
° [150]. Segun trabajos encontrados en la literatura el pico caracteristico de difraccion de cristales de PLA debe
observarse en 20=16.5 °, sin embargo, el pico en 26=17 ° del PHA puede solaparlo, la existencia de PLA se comprueba

a través de otras pruebas de caracterizacion del material. Los maximos de base ancha presentes en la gréfica,

caracterizados por ser amorfos pueden pertenecer a los aditivos presentes en el material que no son identificados.
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Fig. 29. Espectro DRX de una muestra de PHA.

6.1.4. Infrarrojo con Transformada de Fourier

(FTIR)

Para reconocer los grupos funcionales de los polimeros en el ensayo de FTIR, se presentan primero las estructuras

quimicas del PHA y el PLA en la Fig.30 donde se observa que la cetona, el éster y el acido carboxilico hacen parte del

grupo carbonilo y son comunes a ambos polimeros, los Gnicos grupos funcionales diferentes entre estos dos polimeros

son el grupo metileno para el PHA y el grupo metino para el PLA.
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Fig. 30. Estructura quimica y grupos funcionales para el PHA y el PLA. Autoria propia.

En la Tabla 6 se detallan las ocho zonas del espectro del FTIR descritas por Zuluaga et al. [140], y su aparicion en el

espectro de FTIR de la muestra.



Tabla 6. Rango de bandas presentes teéricamente en los polimeros estudiados y en la muestra.

Rango de ) Presentes Presentes
Moléculas presentes Presentes en la muestra

bandas cm™? en PHA  enPLA

3750-3000 O-H, N-H OH OH Si

Si, pero puede corresponder
3300-2900 C=C-H, X=C-H, Ar-H No No o
a la siguiente zona

3000-2700 CHjs, CHz, C-H, CHO Si Si Si

2400-2100 C=C, C=N, X=C=X, SiH No No No
1900-1650 C=0 Si Si Si

1675-1500  C=C (alifaticos y aromaticos), C=N No No No
1475-1300 C-H Si Si Si

1000-650 C=C-H, Ar-H No No Si

La Unica zona que presentan bandas que no corresponden al FTIR del PHA o del PLA se encuentra entre 1000 y 650
cm™y pueden deberse a la huella dactilar de los polimeros, para esto se debe hacer una comparacion entre FTIR teniendo
en cuenta que pueden existir bandas producto de la interaccion de los polimeros, sin embargo, no se dispone de los

polimeros separados no haciendo viable esta tarea.

En laFig. 31 yen la Tabla 7 la banda ancha y pequefia entre 3200 cm™ y 3600 cm* puede corresponder a presencia de
agua.

Entre 2800 cm™y 3000 cm* aparecen tres bandas mayores y otras dos mas pequefias, la aparicion de mas de tres bandas
indica la posible presencia de grupos CH, y CH3 que se confirma con la banda en 1460 cm™, las dos bandas entre 1365
cm? y 1385 cm™ corresponde a CH3 y la pequefia banda en 710 cm™ indica que el CH; se encuentra formando cadenas
de mas de cuatro moléculas. La ausencia de bandas alrededor de 3100 cm* indica la ausencia de alquenos o aromaticos.
La gran banda en 1710 cm indica la presencia de carbonilo [140].
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Fig. 31. Espectro FTIR de una muestra de PHA.



Tabla 7. Bandas presentes en el espectro FTIR del polimero.

Banda (cm™) Compuesto Intensidad Presente en
3790 OH libre Débil PLA
PLA, es un alcohol que induce fuerzas
3450 OH Muy fuerte )
intramoleculares
2997 y 2947 CHs Media PLA
2930y 2850 CH Débil Esta presente en ambos polimeros
2882 CH Débil PLA
Posible ] .
2400 ) Media Parece corresponder a los aditivos presentes
clorhidrato
2350 CO; Débil Atmdsfera
2316y 2090 Lisina Media y débil Es posible que se deba a los aditivos
1760 C=0 Muy fuerte PLA
1650 Posible amina Fuerte Es posible que se deba a los aditivos
1452, 1348y
CHs Fuerte PLA
1388
1360y 1368 CH- CH3 Fuerte PLA
1300y 1315 CH Media PLA
1270 CH-COC Fuerte PLA
1185-1215 COC- CHs Muy fuerte PLA
1130 CHs Fuerte PLA
1090.1100 cocC Muy fuerte PLA
CH del grupo
1042 . Fuerte PHB
metilo
976 Cc=C Fuerte Pertenece a un aminoacido
CH di o tri-
703 o Media PHB
sustituido

Andlisis

Existen varias bandas tipicas del PLA presentes en espectro del FTIR, la banda en 1729.12 cm™ es un estiramiento
tipico del grupo carbonilo amorfo (C=0) [150], [151], [152] cuya amplitud puede deberse a la mezcla de PLA-PHA
por el estiramiento de cristales de carbonilo de PHA suponiendo que existe una interaccion molecular [153]. Las bandas
2991.37 cm?, 2926.72 cm™ y 2853.44 cmt corresponden a la extension de OH caracteristica del PLA [150] v la banda
1182 cm corresponde al estiramiento de C-O del grupo CH-O de PLA que se encuentra solapado [154].

Las bandas 3443.96 cm™ correspondiente al grupo OH y 1729.12 cm* correspondiente al grupo carbonilo son bandas
tipicas presentes en el PHA [155]. Las bandas presentes en 1447.50 cm™ y 1395.9 cm* corresponden a deformacion

del CH3 y extension de C-O-C respectivamente, presentes tanto en el PHA como en el PLA [152].



La banda 1045.49 cm presente en el FTIR no parece corresponder a ningin componente del PHA y el PLA, sin
embargo, se cree que esta solapando dos picos cercanos a 1089 cm™y 1057 cm™ correspondientes a una estructura
helicoidal perteneciente al PHA [152].

6.1.5. Peso Molecular (PM)

Para determinar el peso molecular del polimero, fue necesario determinar la viscosidad intrinseca de una solucién de
PHA a través de una prueba de viscosimetria, en las Tablas 8 y 9 se observan los resultados de la medicion del tiempo
necesario para que las soluciones de PHA fluyeran de un punto a otro, con estos datos y las Ec. 4 y Ec. 5 se puede
determinar la relacion de viscosidad, la viscosidad inherente y la viscosidad reducida. Con los datos de viscosidad
inherente y viscosidad reducida se realizan las graficas de Huggins y Kraemer observables en la Fig.32, de donde se
extrapolan dos lineas rectas y se promedian para determinar la viscosidad intrinseca, la cual fue de 165.31 mL/g. Nota:
para la muestra analizada se elimina el primer punto en ambas gréaficas (0.0021; 162.92) y (0.0021; 194.26)
correspondientes a la viscosidad inherente y a la viscosidad reducida vs concentracion respectivamente, ya que no se

ajustan de manera adecuada a la tendencia lineal de los otros puntos.
Una vez se determing la viscosidad intrinseca se halla el peso molecular con la Ec. 6, y su resultado es 220.310,97 Da.

Tabla 8. Resultados de medicion de tiempo y determinacién de viscosidades para una muestra de PHA.

Concentracion ) Tiempo Relacion de Viscosidad
Tiempo (s) ) ) ) )
muestra (g/mL) promedio (s) viscosidad (t/ts) inherente (mL/g)
Cloroformo . .
36.44 36.31 36.38 36.38 No aplica No aplica
(Solvente)
0.0021 51.28 51.15 51.22 51.22 141 162.92
0.0035 55.56 55,53  55.44 55.51 1.53 120.75
0.004 57.6 5747  57.38 57.48 1.58 114.39
0.0045 60.25 60.12  60.12 60.16 1.65 111.81
0.005 61.62 6153  61.37 61.51 1.69 105.04

Tabla 9. Resultados de viscosidad especifica y viscosidad reducida.

Concentracion muestra Viscosidad Viscosidad
(g/mL) especifica ((t/ts)-1)  Reducida (mL/g)
Cloroformo (Solvente) No aplica No aplica
0.0021 0.41 194.26
0.0035 0.53 150.28
0.004 0.58 145.06
0.0045 0.65 145.31

0.005 0.69 138.17




Viscosidad inherente = In(relacion de viscosidad) /C

Ec. 4. Férmula para determinar la viscosidad inherente, donde C corresponde a la concentracion a la cual se realizo el analisis para

cada muestra en mL/g.

Viscosidad reducida = Viscosidad espeafica/c

Ec. 5. Férmula para determinar la viscosidad reducida, donde C corresponde a la concentracion a la cual se realiz6 el analisis para

cada muestra en mL/g.

Peso molecular (Dalton) = “\/viscosidad intrinseca/K

Ec. 6. Formula para determinar el peso molecular de la muestra, donde o y K son constantes Mark-Houwink y para este

procedimiento son 0,756 y 0,0151 mL/g respectivamente [156].
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Fig. 32. Grafico de viscosidad inherente (azul) y viscosidad reducida (rojo) vs concentracién, para PHA.
Analisis:

El peso molecular se hall6 mediante una prueba de viscosimetria y su resultado fue 220.310,97 Da lo cual es un valor
de un alto peso molecular frecuente en polimeros, sin embargo, al tratarse de un material compuesto, el valor obtenido

de peso molecular es un promedio del verdadero tamafio que tienen las cadenas poliméricas presentes.

La resistencia mecanica, el grado de cristalinidad, la temperatura de fusion y la temperatura de transicion vitrea de los
polimeros estan directamente influenciados por el peso molecular del polimero, cuanto mayor es el peso molecular,

mayor es la resistencia mecanica encontrada [157].

El peso molecular de los distintos tipos de PHA oscila entre 200 y 300 kDa y depende del tipo de bacteria que lo

produzca y de su actividad metabdlica [158]. El peso molecular del PLA depende del tipo de sintesis con que se haya



obtenido, a partir de policondensagion del monémero de &cido lactico se pueden obtener pesos de 15 kDa, y por

polimerizacion a través de\la apertura del anillo se pueden obtener pesos moleculares de hasta 680 kDa [159].

Una prueba mas precisa parg determihar el peso molecular es la electroforesis en gel, pero debido a que la natural

de los solventes necesarios paXa disolver el polimero puede dafiar algunas partes poliméricas del equipo, no fue pésible

hacerlo.

6.1.6. Analisis Termogkavimgétrico (TGA)

Una técnica para identificar la presencia deAPHA y PLA e inferir indirectamente las pfoporciones de estos es el TGA,
raturas 254.98 °C y a 325.44 °C

espectivamente, y se observa un residuo

en el termograma de la Fig. 33 se obgervan dos pérdidas de masa a las te

correspondientes a reacciones de descom
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Fig. 33. Termograma de \TGA de uria muestra de PHA.
Analisis:

En la literatura se encuentran reportes de TGA de PLA don

selobservaque este polimero se degrada a una temperatura
de entre 382 °C y 375 °C, pero la presencia de PHA en el corfipuesto

isminuye la temperatura de degradacién del
polimero [160], por tanto se asocia la pérdida de masa observada a 325.44 °C con las reacciones de degradacion del
PLA. La pérdida de masa observada a 254.98 °C se asocia con la\descomplsicién del PHA ya que este polimero es el
componente principal de la muestra y segdn lo encontrado en la literatura [A60] parece corresponder a PHB. Ademas
Guan, Q [160] report6 que a mayor cantidad de PHB presente 4n la muesfra, menor temperatura de degradacion
experimenta el PLA, ellos reportaron una temperatura de degradacipn para el RLA de aproximadamente 375 °C para

compuestos de PHB 25 % w/w de PLA, por otro lado, algunos autores que utilizagon PHB y porcentajes de 25 %/75 %




de PHB/PLA reportaron temperaturas similares para la degradacion del PLA como 350 °C [150] y 355 °C [151]; Nanda
[161] y colaboradores utilizaron PHBV en vez de PHB vy el porcentaje fue diferente y reportaron para PHBV/PLA 70
%/30 % una temperatura de degradacion del PLA de aproximadamente 325 °C, por tanto se puede determinar que el
PHA representa el polimero principal del compuesto. Con el TGA es posible determinar la relacion de los elementos
presentes, sin embargo, para disminuir el error es necesario tener una curva de TGA de cada elemento por separado de
manera que puede determinarse los porcentajes de peso perdidos por humedad y otros aspectos, para este caso se realiza
el calculo sin dichas precisiones de manera que el resultado obtenido es una estimacion y segln esta la relacion de
material es 1.37:1 de PHA/PLA (56.10/40.95) [162].

6.1.7. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En el espectro DSC de la Fig. 34 se observa una temperatura de transicion vitrea a -6.37 °C, correspondiente a PHA
[163], [164], los dos picos correspondientes a 50 °C y 110 °C son las temperaturas de fusion del material y el valle (153

°C) corresponde a una cristalizacién.
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Fig. 34. Espectro DSC de una muestra de PHA.
Andlisis:
Segun la literatura, la temperatura de transicidn vitrea del PLA esta entre 60 °C y 125 °C, pero no siempre es apreciable

en el DSC cuando el material es una mezcla de PHA y PLA [164], sobre todo cuando la relacion PHA/PLA en la mezcla

s mayor.

La segunda fusion y la cristalizacién son procesos naturales del PHA que pueden ser apreciados en un DSC de dicho
material [164] y se conservan en el DSC del material mezclado, la primera fusién no es natural de ninguno de los
elementos por separado, pero se encuentra presente en DSC en la literatura cuando la relacién PHA/PLA es mayor a
30/70 [164].



6.1.8. Resonancia magnética nuclear (RMN)

En la Fig. 35 se observa el espectro de RMN donde se pueden identificar algunos picos pertenecientes al PHA, que
corresponden a un doblete en 5.3 ppm corresponde a CH [165], otro en 2.5 ppm que se atribuye al grupo metileno
adyacente a un atomo de carbono asimétrico que lleva un solo dtomo [165], [166] y uno simple en 1.3 ppm que
corresponde a CHs; [165], [167], [113], ademas el pico de poca intensidad en 4.1 indica que en el extremo P carboxilo
hay una molécula CHs, indicando que el PHA fue obtenido por alcohdlisis con etanol [113].

El PLA presenta dos picos caracteristicos, uno en 5.3 ppm correspondiente a un CH y otro en 1.5 ppm correspondiente
a CH3 [168], [169].
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Fig. 35. Espectro de resonancia magnética nuclear de las muestras de PHA con H.
Andlisis:

Los picos identificados coinciden con los picos presentados por espectros de PLA y PHA, la presencia de CHz en el
PLA no permiten concluir que el PHA se trate de un PHB caracterizado por grupos CHs en su estructura, ain no ha
podido identificarse el pico 7.4 ppm, ya que no pertenece a ningin PHA consultado.

6.2. Caracterizacion de los scaffolds sin biofuncionalizar

Como se observa en la metodologia, la caracterizacion de los scaffolds se realizd a través de seis variables respuesta a
saber: tamafio de poro, porcentaje de porosidad, resistencia maxima a la compresion, médulo de elasticidad, porcentaje
de pérdida de peso y porcentaje de incremento de peso; partiendo de dos factores con tres niveles, los cuales fueron tres
porcentajes de variacion del PHA (7.5, 10 y 12.5 %) y tres porcentajes de variacion del agua (60, 75 y 90 %). Los
resultados a continuacién presentan el andlisis individual de cada variable respuesta y la influencia de cada factor a
través de un analisis ANOVA.



6.2.1. Pruebas morfoldgicas

Aqui se detallan dos variables respuesta: tamafio de poro y porcentaje de porosidad

a. Tamafio de poro

Para tomar los datos de tamafio de poro se tomé una micrografia de corte transversal y otra longitudinal de tres scaffolds
con el mismo tratamiento, se registraron los datos de area y redondez de cada uno de los poros que superara los 30 um
de didmetro, debido a que los poros de menor tamafio generaron ruido en las lecturas del software Image J, ya que este
no pudo distinguir entre poros y rugosidad, a continuacion se registré el promedio, el minimo y el maximo de los
diametros de poro de cada fotografia y estos datos se utilizaron para realizar el andlisis estadistico, en la Tabla 10, se

presentan los promedios y los maximos obtenidos de cada tratamiento.

Tabla 10. Datos obtenidos de tamafio de poro en los scaffolds, dado en pum.

) . Promedio de Didmetro Promedio de Didmetro
Porcentaje Porcentaje . ) . ]
didmetro maximo didmetro maximo
de PHA de agua o o
longitudinal longitudinal transversal transversal
60 65.55 256.77 59.94 307.82
75 75 72.53 500.93 79.45 241.19
90 88.44 366.17 86.90 458.63
60 89.08 407.77 81.24 338.17
10 75 73.34 295.11 73.83 304.66
90 94.61 421.22 91.60 392.86
60 82.14 347.01 78.90 308.03
12.5 75 82.24 355.22 78.28 307.65
90 79.78 346.08 70.79 267.56

En las micrografias SEM de la Fig. 36 se observan las imagenes mas representativas de los cortes transversal y
longitudinal de cada tipo de scaffold a 500X, a simple vista no se observan diferencias significativas en la porosidad ni

en la morfologia de los poros, sin embargo, es apreciable la caracteristica de interconectividad que presentan estos.

Para obtener datos méas cuantitativos de las micrografias se utiliz6 el software Image J donde fue posible obtener el area
de cada poro visible en la micrografia (se realizé con una cota minima de 700 um?, correspondiente a un diametro
aproximado de 30 pum con el objetivo de eliminar el ruido de la lectura, generado por la rugosidad), el area minima y

maxima encontrada en los poros, y valor de redondez que da cuenta de la morfologia del poro.

La redondez de los poros es muy variable, se encuentra desde 0.3673 hasta 0.772174, donde 1 corresponde a una
circunferencia perfecta y los valores inferiores a deformaciones de dicha circunferencia, no existen efectos de los cortes
y los factores en esta medida ya que como se presenta en la Fig. 37, los promedios y las desviaciones estandar son muy
similares entre todos los tratamientos, el coeficiente de variacién oscila alrededor de 30 % que es considerado aceptable

para esta aplicacion [170].
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Fig. 36. Micrografias SEM a) y b) 5 % de PHA, corte lateral y transversal respectivamente, c) y d) 7,5 % de PHA, corte lateral y
transversal respectivamente, y e) y f) 10 % de PHA, corte lateral y transversal respectivamente.

La distribucion de tamafio de poro se presenta en la Fig. 38, donde se observa que no existe una diferencia significativa
entre los tratamientos, ya que todos tienen una mayor cantidad de poros con didmetros entre 59 y 94 um, la Unica
tendencia apreciable que no es realmente significativa es que a mayor porcentaje de agua, hay mas poros de mayor
tamafio, esto debido probablemente a que el tergitol presenta un limite de solubilidad del agua y por tanto las zonas de

agua dentro de la solucion aumentan de tamafio conforme aumenta el reactivo.
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Fig. 37. Promedio y desviacion estandar del valor de redondez de poro, donde las lineas azules corresponde a PHA 7.5 %, las
verdes a PHA 10 % y las naranjas a PHA 12.5 %, los marcadores redondos corresponden a agua 60 %, los triangulares a agua 75 %

y los cuadrados a agua 90 %, finalmente la gréfica esta dividida en corte longitudinal y transversal del scaffold.
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Fig. 38. Grafico de densidad de los didmetros de poro, donde se visualiza la distribucion del tamafio de poro en cada tratamiento.

En la Fig. 39 la tendencia de las medias con respecto al agua es variable y depende del valor de porcentaje de PHA
presente, es decir, para el nivel PHA 7.5 % la tendencia es positiva, lo que implica que a medida que se incrementa el
valor del agua se incrementa el valor de la variable respuesta (Tamafio de poro), para el nivel de PHA 10 % la tendencia
se comporta como una campana invertida, donde la muestra con 75 % de agua presentd los tamafios de poro mas
pequefios del experimento, y las muestras con 12.5 % de PHA, si bien tienden a tener un comportamiento negativo, las
barras de error se solapan entre si mostrando que al parecer no hay diferencias significativas entre estos datos, por tanto
los efectos de los factores deben ser verificados con una prueba ANOVA, las tendencias apreciables en las graficas dan
cuenta de que el comportamiento depende del nivel de los factores y no solo de los factores ya que el agua puede tener
un efecto positivo, negativo o de campana invertida frente a la variable respuesta dependiendo del nivel de PHA.
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Fig. 391. a) Graficos de medias y b) distribucion de puntos de diametro de poro.



A pesar del dato atipico el diagrama de cajas y bigotes de la Fig. 40, se observa una distribucion semi-simétrica que
puede indicar comportamiento normal en la distribucidn de datos, el histograma refuerza esa observacion y presenta un
sesgo positivo, la grafica de cuantiles presenta dos datos por fuera del intervalo de confianza, para concluir sobre la
normalidad se debe hacer una prueba numérica.
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Fig. 40. Normalidad de los datos de didmetro de poro, a) histograma, b) diagrama de cajas y bigotes, c) grafico de cuantiles.

Para corroborar el comportamiento de la distribucion de datos, se utiliz6 la prueba numérica Shapiro-Wilk, cuya
hipotesis nula es:

Ho= Las muestras tienen distribucién normal
Y se tom6 como valor de nivel de confianza: 0=0.03

En la prueba de Shapiro-Wilk (ver Tabla 11) el valor-p es mayor que a, por tanto se acepta la hipétesis nula y se
concluye que los datos tienen una distribucion normal.

Tabla 111. Prueba de Shapiro-Wilk para corroborar la normalidad de los datos correspondientes al tamafio de poro.

Prueba de Shapiro-Wilk
Valor-p=0.031

Para verificar que los tratamientos tienen diferencias significativas con respecto a la variable respuesta se realiza un
analisis ANOVA, cuyas hipotesis estan planteadas en la metodologia.

El valor de suma de cuadrados de los residuales presente en la Tabla 12 es mayor que los otros valores de suma de
cuadrados, lo que significa que la diferencia en la variable respuesta se debe a los factores evaluados y a otros no
controlables.

El valor-p del factor PHA es mayor que el nivel de confianza por tanto no es significativo para la variable respuesta, sin
embargo, su interaccion con el factor agua si tiene efecto significativo sobre esta, por tanto es un factor que debe

considerarse de importancia.



Tabla 12. Tabla ANOVA de los datos de tamafio de poro.

Factores Suma de cuadrados Grados de libertad Valor F Valor P
Agua 621.85 2 4.40 0.02
PHA 243.33 2 1.72 0.20

Agua : PHA 1054.39 4 3.73 0.01
Residuales 1908.12 27

Para validar la tabla ANOVA se deben corroborar los tres supuestos sobre los residuales detallados en la metodologia,

para estos el software R arrojo los resultados presentes en la Tabla 13:

Tabla 13. Validacion de los supuestos de la tabla ANOVA para los datos de tamafio de poro.

Supuesto Prueba Valor-p Conclusion
Normalidad Shapiro-Wilk 0.74 Los residuales tienen una distribucion normal
Homoscedasticidad Bartlett 0.37 Las varianzas de los residuales son iguales
Independencia Durbin-Watson 0.26 Los residuales son independientes

Andlisis:

Los supuestos del ANOVA permiten hacer conclusiones sobre los resultados obtenidos con un 97 % de confianza, en
dicho analisis se observa que el factor agua y la interaccién de los factores PHA y agua son mas significativos que el
factor PHA en la variable respuesta (tamafio de poro), esto quiere decir que la variacion del porcentaje de PHA fue muy
pequefa para influir en el didmetro promedio del poro, en cambio la diferencia en la cantidad de agua utilizada en la
fabricacion de los scaffolds fue determinante en el tamafio promedio de poro, y aunque la tendencia no es clara, el valor
mas alto de tamafio de poro corresponde a 90 % de agua y el mas bajo a 60 %, esto se debe posiblemente a que el
aumento del solvente incrementa los espacios de separacién entre las particulas poliméricas, y por lo tanto se presentan
poros con mayor diametro. La redondez de los poros y la distribucion de su tamafio no tuvieron diferencias significativas

entre los tratamientos.

Los valores de tamafio de poro obtenido en los scaffolds son adecuados para la aplicacion de cartilago articular, ya que

los condrocitos tienen un tamafio que varia entre 5y 30 um [171], [172].

b. Porosidad

El porcentaje de porosidad da cuenta de la capacidad del scaffold para albergar células y permitir el flujo de nutrientes
y desechos celulares; este valor fue determinado con el método de Arquimedes, en la Tabla 14 se presentan los valores

obtenidos con este método representados en el valor promedio y la desviacion estandar de los datos.

En la Fig. 41 a), la tendencia de las medias con respecto al agua es positiva, es decir, a medida que se incrementa el
valor del agua se incrementa el valor de la variable respuesta (porosidad), excepto por los datos arrojados por el nivel
PHA 7.5 %, para el PHA la tendencia inicia siendo positiva y finaliza siendo negativa; la tendencia general del

experimento es esperable ya que el polimero conforma las paredes de los poros y entre mas gruesas 0 mayor cantidad



de estas, menores seran las cavidades internas. Debido a que las barras de error no se solapan se puede inferir que los
datos parecen tener diferencias significativas.

Tabla 14. Datos obtenidos de porcentaje de porosidad en los scaffolds.

Porcentaje Porcentaje Valor promedio de Desviacion
de PHA de Agua porcentaje de porosidad estandar

60 94.46 0.10

7.5 75 96.11 0.15
90 91.74 0.49

60 92.78 0.50

10 75 94.46 0.32
90 94.89 0.66

60 89.56 0.32

12.5 75 92.58 0.55
90 93.94 0.20

La inclinacion de las lineas que conectan las medias indica que parece haber un efecto de ambos factores sobre la
variable respuesta, a excepcion de un punto en el nivel PHA 7.5 % y agua 90 %, los efectos son positivos (a mayor
porcentaje de agua, mayor porcentaje de porosidad), no se aprecia de forma significativa que un factor pueda tener
mayor influencia que el otro.

En la Fig. 41 b), estan representados los datos de la Tabla 14 obtenidos de la fase experimental.
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Fig.41. a) Graficos de medias y b) distribucion de puntos de porcentaje de porosidad.

En la Fig. 42, el histograma (a) presenta una distribucion de los datos aparentemente normal con un sesgo negativo (a
la izquierda) que es corroborado en el diagrama de cajas (b), este también da cuenta de que la distribucion de datos no

es simétrica debido a que la linea media no esta en medio de la grafica, sin embargo, esto no significa que la distribucion



no sea normal, la grafica de cuantiles (c) presenta un dato por fuera del intervalo de confianza lo cual puede indicar
anormalidad en la distribucién de los datos, para concluir sobre la normalidad se debe hacer una prueba numérica, es
este caso se presenta la prueba de Shapiro-Wilk.
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Fig. 422. Normalidad de los datos de porcentaje de porosidad, a) histograma, b) diagrama de cajas y bigotes, c) grafico de

cuantiles.
Para la prueba de Shapiro-Wilk se plantea la siguiente hipdtesis nula:
Ho= Las muestras tienen distribucion normal
Se tomd como valor de nivel de confianza: a=0.03

En la prueba de Shapiro-Wilk (ver Tabla 15) el valor-p es mayor que a, por tanto no se rechaza la hip6tesis nula y se
concluye que los datos tienen una distribucién normal.

Tabla 15. Prueba de Shapiro-Wilk para corroborar la normalidad de los datos correspondientes al porcentaje de porosidad.

Test de Shapiro-Wilk
Valor-p=0.17

Para verificar que los tratamientos tienen diferencias significativas con respecto a la variable respuesta se realiza un

analisis ANOVA, cuyas hip6tesis estan planteadas en la metodologia.

El valor de la suma de cuadrados de los residuales en la Tabla 16 es menor que los demas valores de la columna, lo que
significa que la diferencia en el efecto de los factores sobre la variable respuesta se debe solo a los factores evaluados y
no a otras variables no controlables. Ademas, todos los valores- p de los factores son menores que 0.03 (valor de a)

entonces los factores individuales y la interaccion de estos son significativas.

Para validar la tabla ANOVA se deben corroborar los tres supuestos sobre los residuales detallados en la metodologia,

para estos el software R arrojé los resultados presentes en la Tabla 17.



Tabla 16. Tabla ANOVA de los datos de porcentaje de porosidad.

Factores Suma de cuadrados Grados de libertad Valor F Valor P
Agua 20.42 2 60.87 9.77x10°
PHA 25.12 2 74.87 1.89 x10°°

Agua : PHA 46.39 4 69.13 1.12 x10°%0
Residuales 3.02 18

Tabla 17. Validacion de los supuestos de la tabla ANOVA para los datos de porosidad.

Supuesto Prueba Valor-p Conclusién
Normalidad Shapiro-Wilk 0.30 Los residuales tienen una distribucion normal
Homoscedasticidad Bartlett 0.41 Las varianzas de los residuales son iguales
Independencia Durbin-Watson 0.13 Los residuales son independientes

Analisis:

La tabla ANOVA arrojé valores de alta significancia para todos los factores evaluados, por tanto se puede decir con 97
% de confianza que tanto el agua como el PHA vy la interaccion de ambos fueron decisivos en las respuestas obtenidas
de porosidad, en general la mayor cantidad de agua provocé un aumento en la porosidad ya que esta fue eliminada del
scaffold dando paso a la aparicion de poros, y a mayor cantidad de PHA disminuyd la porosidad ya que esta debi6
aumentar la cantidad o el espesor de las paredes de los poros. Los scaffolds con 7.5 % de PHA y 90 % de agua fueron
una excepcion, ya que presento un valor significativamente bajo en porosidad para lo esperado, es posible que la menor
cantidad de polimero y mayor cantidad de agua hayan debilitado la muestra y esta haya tenido microcolapsos
disminuyendo la porosidad presente, los cuales debieron ocurrir en poros pequefios ya que este efecto no se ve reflejado
en el diametro de los poros, aun asi cabe recalcar que los valores de porosidad oscilan entre 89 y 96 %, y una alta
porosidad permite transportar oxigeno, nutrientes y metabolitos de desecho dentro y fuera del scaffold [157] lo cual
favorece la migracion, adhesion, proliferacion y diferenciacién celular, que son propiedades altamente deseadas para
aplicaciones de ingenieria de tejidos IT [173], [174].

El tamafio de poro y la porosidad no tienen una relacion aparente, ya que el tamafio del poro depende principalmente

del porcentaje de agua y con una tendencia diferente para cada porcentaje de PHA.

Desde el punto de vista morfoldgico, todos los resultados alcanzados ofrecen una buena alternativa para el propésito
del trabajo, ya que la alta porosidad y el tamafio de poro obtenido en todas las unidades experimentales pueden permitir
el paso de condrocitos debido a su tamafio (5-30 um) [171], [172]. Nava et al. evaluaron el efecto del diametro de poro
en la proliferacion de condrocitos, en un scaffold para remplazo de cartilago, en la proliferacién de condrocitos; el
rango de tamafio que utilizaron fue de 75 a 175 um y encontraron que a pesar de que los poros de mayor tamafio
facilitaban el trasporte de oxigeno, nutrientes y desechos, incrementando asi la densidad celular, también permitia una
adhesién celular 2D en las paredes del scaffold, disminuyendo la actividad metabdlica, GAG y constituyentes
especificos de colageno; de acuerdo a estos resultados concluyeron que los poros menores (75 um) pueden arrojar

mejores resultados en la regeneracién del cartilago articular [175]. En la investigacion presentada en este documento,



se obtuvieron mayores frecuencias de poros de tamafios entre 59 y 94 um, tanto en cortes longitudinales como
transversales de los scaffolds, por lo tanto estos cumplen con los tamafios de porosidad ideal para la proliferacion y

desarrollo de la actividad metabdlica de los condrocitos, segun los reportes de la literatura encontrados.

6.2.2. Pruebas mecanicas

Aqui se detallan dos variables respuesta: resistencia maxima a la compresién y modulo de elasticidad.

a. Resistencia maxima a la compresion

Para determinar la resistencia maxima a la compresion y el mddulo de elasticidad se utiliz6 el ensayo de compresion en
una maquina universal de ensayos. Los datos obtenidos en la fase experimental son presentados en la Tabla 18 a través

de valores promedio y desviacion estdndar de los datos, los cuales son explicados en la Fig. 44.

Tabla 18. Datos obtenidos de resistencia maxima a la compresidn en los scaffolds.

Porcentaje  Porcentaje  Valor promedio de resistencia  Desviacion

de PHA de Agua  maxima a la compresion (MPa)  estandar

60 0.15 0.01

7.5 75 0.07 0.03
90 0.12 0.02

60 0.25 0.01

10 75 0.22 0.005
90 0.11 0.02

60 0.30 0.05

12.5 75 0.30 0.01
90 0.17 0.01

El la Fig.43 se observan los resultados promedios obtenidos al realizar el ensayo de compresion en cada una de las
formulaciones. El porcentaje de agua utilizado en la formulacion esté representado en el color de la linea de tendencia,
donde las lineas azules representan el 60 % de agua, las rojas en 75 % y las negras el 90 %, la tendencia en este caso no
es clara ya que a pesar de que las lineas negras y azules (60 y 90 %) parecen indicar que a mayor cantidad de agua
menor resistencia a la compresion, las lineas rojas pertenecientes al 75 % de agua corresponden a la muestra mas débil
y maés fuerte del experimento. La forma de la linea da cuenta del porcentaje de PHA, los puntos corresponden a 7.5 %,
la linea discontinua a 10 % v la linea continua a 12.5 %, en este caso la tendencia es mas clara ya que a mayor cantidad

de PHA presente en la muestra, mayor es su resistencia a la compresion.

Para comprender la interaccion que existe entre los factores con respecto a la variable respuesta: “Resistencia maxima

a la compresion”, se utilizaron los valores de la resistencia ofrecida por las muestras a 75 % de deformacion.

En la Fig. 44, la tendencia de las medias con respecto al agua en general es negativa, es decir, a medida que se incrementa

el valor del Agua disminuye el valor de la variable respuesta (Resistencia maxima a la compresion), excepto por los



datos arrojados por PHA 7.5 %, el cual tiene forma de campana invertida, para el PHA la tendencia es dificil de
determinar, pero considerando el comportamiento de los dos primeros porcentajes (60 y 75 %) es positiva ya que a
mayor porcentaje de PHA mayor porcentaje de resistencia maxima, sin embargo, el factor 90 % PHA no se comporta

como la tendencia en general.

La presencia de lineas inclinadas entre las medias indica que parece haber un efecto de ambos factores sobre la variable

respuesta, pero no se aprecia de forma significativa que un factor pueda tener mayor influencia que el otro.
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Fig. 43. Lineas de tendencia de la curva esfuerzo vs deformacion mas representativa de cada formulacion, donde la forma da cuenta

del porcentaje de agua y el color del porcentaje de PHA.
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Fig. 44. a) Gréaficos de medias y b) distribucién de puntos de resistencia maxima a la compresion.



El histograma de la Fig. 45 presenta una distribucién de los datos aparentemente bimodal, con un sesgo negativo
(izquierda) y no simétrica, aun asi, el diagrama de cajas da cuenta de una distribucidn de datos bastante simétrica y la
grafica de cuantiles no presenta datos por fuera del intervalo de confianza porque lo que los daros parecen tener una
distribucion normal, para concluir sobre la normalidad se debe hacer una prueba numérica, para ella se utilizo la prueba
de Shapiro-Wilk.
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Fig. 45. Normalidad de los datos de resistencia maxima a la compresién a) histograma, b) diagrama de cajas y bigotes, c) grafico de

cuantiles
Para el método numérico se plantea hip6tesis nula;
Ho= Las muestras tienen distribuciéon normal
Se tomé como valor de nivel de confianza: a=0.03

En la prueba de Shapiro-Wilk (ver Tabla 19) el valor-p es mayor que a, por tanto no se rechaza la hipotesis nula y se

concluye que los datos tienen una distribucién normal

Tabla 192. Prueba de Shapiro-Wilk para corroborar la normalidad de los datos correspondientes a la resistencia maxima a la
compresion.

Test de Shapiro-Wilk
Valor-p=0.68

Para verificar que los tratamientos tienen diferencias significativas con respecto a la variable respuesta se realiza un

analisis ANOVA, cuyas hip6tesis estan planteadas en la metodologia.

El valor de la suma de cuadrados de los residuales en la Tabla 20 es menor que los demés valores de la columna, lo que
significa que la diferencia en el efecto de los factores sobre la variable respuesta se debe solo a los factores evaluados y
no a otras variables no controlables. Ademas, todos los valores- p de los factores son menores que 0.03 (valor de a)

entonces los factores individuales y la interaccion de estos son significativas.

Para validar la tabla ANOVA se deben corroborar los tres supuestos sobre los residuales detallados en la metodologia,

para estos el software R arrojé los resultados presentes en la Tabla 21.



Tabla 20. Tabla ANOVA de los datos de resistencia maxima a la compresion.

Factores Suma de cuadrados Grados de libertad Valor F Valor P
Agua 0.04 2 38.99 2.87x107
PHA 0.09 2 79.33 1.18 x10°°

Agua : PHA 0.03 4 13.09 3.60 x10°
Residuales 0.01 18

Tabla 21. Validacion de los supuestos de la tabla ANOVA para los datos de resistencia maxima a la compresién.

Supuesto Prueba Valor-p Conclusién
Normalidad Shapiro-Wilk 0.14 Los residuales tienen una distribucion normal
Homoscedasticidad Bartlett 0.11 Las varianzas de los residuales son iguales
Independencia Durbin-Watson 0.45 Los residuales son independientes

Analisis:

En general, los resultados de resistencia maxima a la compresién indican que a mayor cantidad de PHA presente en la
muestra, mayor es su resistencia mecénica, lo cual es esperable ya que la cantidad de polimero aumenta el nimero de
paredes de los poros o su espesor (este fendmeno fue concluido en los resultados de porosidad), también indica que a
mayor cantidad de agua presente en la muestra menor es la resistencia a la compresién, lo cual puede deberse a que la
cantidad de agua presente este directamente relacionada al aumento de porosidad y por tanto aumentan los espacios
vacios dentro de la muestra y generando debilidad estructural dentro del scaffold; segin los resultados de la tabla

ANOVA ambos factores y su interaccion son altamente influyentes en la variable respuesta.

En los resultados de resistencia maxima a la compresidn el nivel de 7.5 % de PHA tiene un comportamiento diferente
de las demas muestras experimentales, podria pensarse que uno de los dos Ultimos puntos presenta una diferencia de
conformacion significativa (75 % 0 90 % de agua), pues no es clara la identificacion de la unidad experimental diferente,
sin embargo, comparando con los resultados de morfologia, se observa que el valor de 90 % de agua tiende a seguir el
comportamiento general de las deméas unidades experimentales, asi que es posible que la interaccion entre 7.5 % de
PHA'y 75 % de agua permite la modificacién del fenémeno esperado.

Comparando la tendencia general de los resultados se pueden comenzar a hacer asociaciones, a menor cantidad de
material presente en el scaffold final (mayor cantidad de agua y menor cantidad de polimero), la muestra presenta mayor
porosidad y menor resistencia a la compresion, ya que la mayor cantidad de paredes de los poros o mayor espesor de

estas mas estable es la estructura.

El cartilago articular presenta resistencias a la compresion entre 0.5 y 7.7 MPa dependiendo de la zona evaluada [9],
[176] y las unidades experimentales evaluadas presentaron valores desde 0.028 hasta 0.299 MPa, que son pequefios en
comparacion con el cartilago nativo, sin embargo, muchos autores reportan con éxito valores de resistencia a la
compresion de scaffolds destinados a reemplazar o regenerar tejidos inferiores a los valores obtenidos en los tejidos
nativos, debido a que in situ existen otras caracteristicas ambientales que fortalecen el scaffold, como la invasion celular

y su segregacidn de matriz extracelular sobre el scaffold, es asi como en la literatura se encuentran valores desde 0.1



MPa [9], [176] como exitosos para scaffolds en el reemplazo de cartilago articular, algunos valores mas altos
encontrados han reportado mezclas de PHA como por ejemplo PVA vy gelatina [177] alcanzando valores de 0.4 MPa
que pueden estar condicionados por los otros elementos presentes, por lo tanto los materiales que presentaron los
mejores resultados en este experimento pueden ser utilizados en la regeneracién de cartilago articular, no obstante,

también se han reportado valores mayores como 10 MPa [178] con éxito.

En este experimento se descartan por sus bajos valores de resistencia a la compresidn, todos los scaffolds con 7.5 % de
PHA y el scaffold 10 % PHA y 90 % agua, sin embargo, continuaran en el resto de las variables respuesta para facilitar

en anélisis del efecto de los factores en cada una de estas.

b. Madulo de elasticidad

Los datos experimentales obtenidos para el médulo de elasticidad fueron tomados del ensayo de compresion y se

presentan en la Tabla 22.

En la Fig. 46, latendencia de las medias con respecto al agua en general es negativa, es decir, a medida que se incrementa
el valor del agua disminuye el valor de la variable respuesta (médulo de elasticidad), excepto los primeros dos datos
arrojados por PHA 7.5 % (60 y 75 % de agua), para el PHA la tendencia es clara, a mayor cantidad de polimero mayor

es el médulo de elasticidad.

La presencia de lineas inclinadas entre las medias indica que parece haber un efecto de ambos factores sobre la variable

respuesta, pero no se aprecia de forma significativa que un factor pueda tener mayor influencia que el otro.

Tabla 22. Datos obtenidos de médulo elastico en los scaffolds (MPa).

Porcentaje  Porcentaje Valor promedio de  Desviacion

de PHA  de agua (%) mddulo elastico estandar

60 0.06 0.02

75 75 0.07 0.02
90 0.04 0.04

60 0.11 0.03

10 75 0.10 0.02
90 0.05 0.01

60 0.20 0.04

12.5 75 0.12 0.04

90 0.12 0.06
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Fig. 463. a) Graficos de medias y b) distribucion de puntos de mddulo de elasticidad.

El histograma de la Fig. 47 presenta una distribucion de los datos poco simétrica con un sesgo positivo (derecha), incluso

en diagrama de cajas presenta un dato atipico correspondiente al punto 10 % PHA 'y 60 % agua y el gréfico de cuantiles

tiene un dato fuera del intervalo de confianza lo que hace sospechar de una distribucion no-normal de los datos, para

corroborarlo se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk.
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Fig. 47. Normalidad de los datos de médulo de elasticidad a) histograma, b) diagrama de cajas y bigotes, c) grafico de cuantiles.

Para el método numérico se plantea hipétesis nula:

Ho= Las muestras tienen distribucién normal

Se tomd como valor de nivel de confianza: 0=0.03

El valor-p de ambas pruebas en la Tabla 23 es mayor que el valor de a= 0.03, por tanto se acepta la hip6tesis nula de

que los datos tienen una distribucién normal.



Tabla 23. Prueba de Shapiro-Wilk para corroborar la normalidad de los datos correspondientes al mddulo de elasticidad.

Test de Shapiro-Wilk
Valor-p=0.04

Para verificar que los tratamientos tienen diferencias significativas con respecto a la variable respuesta se realiza un

analisis ANOVA, cuyas hipotesis estan planteadas en la metodologia.

El valor de la suma de cuadrados de los residuales en la Tabla 24 no es menor que los demas valores de la columna, lo
que significa que la diferencia en el efecto de los factores sobre la variable respuesta se debe a los factores evaluados y
a la presencia de otras variables no controlables. Todos los valores- p de los factores son menores que 0.03 (valor de

o), menos la interaccion de los factores, entonces solo los factores individuales son significativos.

Tabla 24. Tabla ANOVA de los datos de médulo de elasticidad.

Factores Suma de cuadrados Grados de libertad Valor F Valor P
Agua 0.01 2 5.22 0.02
PHA 0.03 2 14.71 1.64 x10*

Agua : PHA 0.01 4 2.08 0.13
Residuales 0.02 18

Para validar la tabla ANOVA se deben corroborar los tres supuestos sobre los residuales detallados en la metodologia,
para estos el software R arrojo los resultados presentes en la Tabla 25:

Tabla 25. Validacidn de los supuestos de la tabla ANOVA para los datos de médulo de elasticidad.

Supuesto Prueba Valor-p Conclusién
Normalidad Shapiro-Wilk 0.84 Los residuales tienen una distribucién normal
Homoscedasticidad Bartlett 0.64 Las varianzas de los residuales son iguales
Independencia Durbin-Watson 0.77 Los residuales son independientes

Andlisis:

Los resultados de la tabla ANOVA permiten asegurar con un 97 % de confianza que los factores de forma independiente
fueron decisivos en el comportamiento del modulo de elasticidad, a mayor cantidad de agua menor mdédulo de
elasticidad debido a que en las zonas donde en un principio se aloja el agua carecen de soporte estructural en el ensayo
mecénico, y a mayor cantidad de PHA mayor mddulo de elasticidad debido a que el polimero constituye la estructura
fisica del scaffold. EI comportamiento obtenido tiene la misma tendencia que la resistencia maxima a la compresién,
ya que el material se comporta con la misma tendencia durante todo el ensayo mecénico y el incremento progresivo de
la diferencia de esfuerzo se debe a que a mayor compactacion menos poros soportan el esfuerzo; por tanto la relacién

que tiene esta variable respuesta con las variables morfolégicas es la misma que se analizé para la resistencia maxima



a la compresion, es decir, a mayor cantidad de material presente en el scaffold final, mayor porosidad y menor

resistencia mecanica en general.

El comportamiento del nivel 7.5 % de PHA tiene un comportamiento ligeramente diferente a los demas niveles del

experimento, sin embargo, en la resistencia maxima a la compresion este valor fue descartado.

En la literatura se reportan valores del médulo de elasticidad natural del cartilago desde 0.007 hasta 1.84 MPa [179],
[180] dependiendo de la zona en que es medido, y los resultados del experimento oscilan entre 0.02 y 0.35 MPa, por
tanto el material se encuentra dentro de un rango que le permite obtener un buen desempefio e indica que es posible

personalizar la variable respuesta en un amplio rango de zonas en el tejido natural.

Desde el punto de vista mecanico, los resultados obtenidos son similares a los resultados reportados por la literatura
como exitosos, ya que la resistencia mecanica final incluye invasion celular, matriz extracelular secretada y fluidos

corporales que refuerzan la estructura sintética.

6.2.3. Pruebas de estabilidad

Aqui se detallan dos variables respuesta: porcentaje de pérdida de peso y porcentaje de incremento de peso, en dos

pruebas: una prueba de degradacion hidrolitica y una prueba de absorcion.

a. Prueba de degradacion hidrolitica

La prueba de degradacion hidrolitica permite calcular la velocidad de degradacion de la muestra tentativa en el cuerpo
humano, para ello se sigue el protocolo descrito en la metodologia, y se obtuvieron los datos presentados en la Tabla
26.

En la prueba de degradacion se tiene como factor adicional el tiempo, asi que pueden analizarse tres interacciones
observables en la Fig. 48, la primera de ellas (a) corresponde a la relacién PHA-agua donde se observan interacciones
positivas, negativas e indefinidas ya que dependiendo del porcentaje de PHA presente en la muestra, la influencia del
agua en la degradacidn varia sin tendencia definida, los factores analizados con respecto al tiempo presentan tendencias
mas claras, la interaccion PHA-tiempo (b) presenta un solo par de barras de error solapadas, indicando que tienen
diferencias significativas y se puede observar como la degradacion tiende a aumentar en el tiempo, el valor del PHA
inferior (7.5 %) fue el que mayor porcentaje de degradacion present6 y el valor medio (10 %) el que presenté menor
porcentaje y para el dia veintiocho en la muestra de 12.5 % de PHA parece presentar una recuperacion de la masa
(posible deposicién de sales) que no es posible determinar ya que las muestras experimentales fueron distintas para cada
dia, ademas las barras de error son significativas; con respecto a la relacion agua-tiempo (c) las barras estdn muy
solapadas impidiendo determinar diferencias significativas entre ellas, cabe rescatar que se evidencia un aumento en el

porcentaje de degradacion con respecto al tiempo.



Tabla 26. Datos obtenidos de degradacion hidrolitica en los scaffolds.

Valor promedio de

Valor promedio de

Porcentaje Porcentaje ] Desviacion ) Desviacion
porcentaje de ] porcentaje de ]
de PHA de agua N i estandar y i estandar
degradacion en el dia 7 degradacion en el dia 14
60 30.22 4.35 51.29 461
7.5 75 21.30 16.02 33.06 12.62
90 43.16 8.73 47.61 1.86
60 2.71 0.79 4.34 1.56
10 75 1.04 0.48 6.28 2.47
90 4.92 0.23 20.76 7.87
60 27.40 2.66 48.07 1.47
12.5 75 19.14 6.83 37.16 15.77
90 15.85 2.54 27.79 4.80
] . Valor promedio de L Valor promedio de L
Porcentaje Porcentaje . Desviacion . Desviacion
porcentaje de ] porcentaje de i
de PHA de agua . i estandar . . estandar
degradacion en el dia 21 degradacion en el dia 28
60 53.02 4.18 54.03 3.467
7.5 75 46.48 3.72 46.09 2.96
90 55.43 6.05 51.13 1.44
60 2.98 1.32 3.81 0.96
10 75 17.18 0.67 14.15 3.97
90 11.79 0.69 14.63 10.88
60 45.73 5.39 52.44 1.28
125 75 51.07 1.49 51.43 3.14
90 39.92 3.88 6.44 2.15
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Fig. 48. Graficos de medias de porcentaje de degradacion, a) en el tiempo con respecto al factor PHA, b) en el tiempo con respecto

al factor agua y c) del factor agua con respecto al factor PHA.

Con respecto al tiempo en la Fig. 49 se observa que ambos factores tuvieron un efecto que se hace menos evidente en

las muestras con PHA 10 % debido a la semi-colinealidad de sus puntos y solapamiento de sus barras de error. En



general todas las unidades experimentales tienden a mostrar un aumento en la pérdida de masa en el tiempo, que parece
estabilizarse a los veintilin dias de exposicidn, esta estabilizacion puede deberse realmente a una deposicion de sales en
la superficie del material que tiende a ser mayor al 90 % de agua. EI 10 % de PHA presenta un comportamiento diferente,
donde las medidas de pérdida de masa son significativamente menores y no es tan claro el aumento de esta degradacion

en el tiempo.
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Fig. 49. Efecto de los factores en la variable respuesta de degradacion de las unidades experimentales de forma individual con
respecto al tiempo.

El diagrama de cajas (b) en la Fig. 50 presenta una distribucion simétrica que puede corresponder a una distribucion de
los datos aparentemente normal, lo cual no se evidencia en el histograma (a), el cual presenta un valle en medio de los
datos, la grafica de cuantiles (c) presenta una gran cantidad de datos por fuera del intervalo de confianza lo cual es
posible indicador de una distribucion de datos no normal, para concluir sobre la normalidad se debe hacer una prueba
numeérica, para tal fin se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk.
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Fig. 50. Normalidad de los datos de degradacion a) histograma, b) diagrama de cajas y bigotes, c) grafico de cuantiles.
Para el método numérico se plantea hipotesis nula;
Ho= Las muestras tienen distribucién normal

Y se tom6 como valor de nivel de confianza: 0=0.03



En la prueba de normalidad en la Tabla 27, el valor-p es menor que a, por tanto se rechaza la hipdtesis nula y se concluye
que los datos no tienen una distribucidon normal. Para aceptar los datos arrojados por el ANOVA es necesario que los
datos cumplan los supuestos, de no ser asi se deben realizar otras pruebas que permitan determinar la validez de la
prueba ANOVA.

Tabla 27. Prueba de normalidad para los datos de degradacion.

Test de Shapiro-Wilk
Valor-p=2,08x10

Para verificar que los tratamientos tienen diferencias significativas con respecto a la variable respuesta se realiza un

analisis ANOVA, para el que se plantean dos hipétesis, la nula y la alterna

Ho= No existen diferencias entre los tratamientos

Hi= Al menos un par de tratamientos es diferente

En la Tabla 28, el valor de suma de cuadrados de los residuales es intermedio frente a los otros valores lo que indica
que las diferencias entre las respuestas pueden deberse en algunos casos solo a los factores evaluados y en otros casos
también a factores no controlables, sin embargo, casi todos los valores-p del ANOVA son inferiores a a, indicando que
los factores y sus interacciones son significativamente diferentes, el factor agua es el Unico que arroj6 un valor mayor
que a, Sin embargo, su interaccion con otros factores si es significativa y por tanto es considerado de importancia en el

conjunto de respuestas.

Tabla 28. Tabla ANOVA de los datos de degradacion.

Factores Suma de cuadrados Grados de libertad Valor F Valor P
Agua 197.3 2 2.88 0.06
PHA 24712.1 2 361.01 2.2 x1016
Tiempo 4754.7 3 46.31 2.2 x1016
Agua : PHA 4441.9 4 32.44 1.87 x10°%
Agua : Tiempo 1577.1 6 7.68 2.15x10¢
PHA : Tiempo 848.9 6 4.13 0.001
Agua : PHA : Tiempo 1488.0 12 3.62 0.0003
Residuales 2464.3 72

Para validar la tabla ANOVA se deben corroborar los tres supuestos sobre los residuales detallados en la metodologia,

para estos el software R arrojé los resultados presentes en la Tabla 29:

En la Tabla 29 se presenta el valor-p del supuesto de independencia mayor que o por tanto se acepta la hipdtesis nula y
los residuales de los datos son independientes, pero no se cumplen los supuestos de distribucion normal ni de varianzas
iguales entonces se propuso la utilizacion de una prueba no para métrica denominada Wilcoxon detallada en la

metodologia cuyo resultado se presenta en la Tabla 30.



Tabla 29. Validacion de los supuestos de la tabla ANOVA para los datos de degradacién hidrolitica.

Supuesto Prueba Valor-p Conclusién

) ) ) Los residuales NO tienen una distribucién

Normalidad Shapiro-Wilk 1.39x106
normal
o Al menos dos varianzas de los residuales
Homoscedasticidad Bartlett 5.40x10°7 o
son distintas
Independencia Durbin-Watson 0.98 Los residuales son independientes

La prueba de Wilcoxon en la Tabla 30 present6 un valor-p menor a 0.03 por tanto se rechaza la hipétesis nula y se

determina que las medianas son diferentes y por tanto los valores obtenidos en la variable respuesta son significativos.

Tabla 30. Prueba no paramétrica de Wilcoxon para los residuales de degradacion.

Prueba de Wilcoxon
Valor-p=2.2x106

Andlisis:

La prueba Wilcoxon permite asegurar que los resultados obtenidos son confiables y la influencia de los factores es
significativamente diferente sobre la variable respuesta. En el caso de la degradacién se debe incluir un factor extra, ya
que la prueba se realiza a lo largo del tiempo y esta variable influye en la grafica de medias entre el PHA y el agua, por
tanto esta es una posible razén para el comportamiento erratico, donde dependiendo del valor de PHA la tendencia es
positiva (10 %), negativa (12.5 %) o en forma de campana invertida (7.5 %), aun asi, es de resaltar los bajos valores de
degradacion presentes (ademas de estables en el tiempo) a 10 % de PHA con respecto a los otros niveles, se podria
asumir que existe un equilibrio quimico que disminuye su velocidad de degradacion directamente relacionado con el
porcentaje de PHA (Fig. 48), este equilibrio puede deberse al area expuesta, donde el diametro de los poros para este
valor tiene campana invertida mostrando que a este valor de PHA ocurren fenémenos diversos cuando se varia el agua
en el rango del experimento.

Después de la implantacion, los scaffolds de PHA se degrada lentamente a la temperatura corporal y produce un

metabolito no tdxico, secretado a través de la orina [157].

En la literatura se han encontrado valores de degradacion del 60 % del material a los 56 dias de exposicién in vivo
(ratones) [10], lo que veintitn dias corresponderia a aproximadamente y asumiendo una degradacion lineal de 22 %, e
in vitro valores entre 15 y 20 % para veintidn dias [9], a los 21 dias del experimento la Unica unidad experimental que
se encuentra en ese rango es 10 % de PHA 'y 75 % de agua con un valor promedio de 17.18 %, unidad experimental que

no ha sido descartada en los experimentos anteriores.

b. Prueba de absorcion

Para las pruebas de absorcidn se sigui6 el protocolo descrito previamente en la metodologia del cual se obtuvieron los
resultados presentados en la Tabla 31.



Tabla 31. Datos obtenidos de absorcion en los scaffolds.

Porcentaje  Porcentaje Valor promedio de Desviacion
de PHA de agua porcentaje de absorcién estandar

60 575.93 9.19

7.5 75 828.40 83.87

90 1011.42 194.60

60 676.71 27.001

10 75 980.95 83.75

90 1274.07 140.11

60 1035.91 72.86

12.5 75 827.52 122.19
90 753.53 86.67

La tendencia de las medias en la Fig. 51 con respecto al agua es positiva para PHA 7.5 y 10 %, es decir, a medida que
se incrementa el valor del agua se incrementa el valor de la variable respuesta (Absorcion), sin embargo, para PHA 12.5
% ocurre lo contrario, parece ser que este porcentaje de PHA es tan alto que ya no permite una absorcion de agua mayor,
se observa que incluso a mayor cantidad de agua en la muestra que esta asociada con mayor porosidad, la capacidad de
absorcion disminuye. Las barras de error no se solapan por lo tanto se puede inferir que los datos parecen tener

diferencias significativas.
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Fig. 51. a) Graficos de medias y b) distribucién de puntos de absorcion.

El diagrama de caja en la Fig. 52 presenta una distribucion de los datos aparentemente normal con un sesgo positivo (a
la derecha) que es corroborado en el histograma, este también da cuenta de que la distribucion de datos no es simétrica
debido a la forma de la campana que se conforma en la grafica, sin embargo, esto no significa que la distribucién no sea
normal, la grafica de cuantiles no se presentan datos por fuera del intervalo de confianza, para concluir sobre la

normalidad se debe hacer un test numérico.
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Fig. 52. Normalidad de los datos de absorcion a) histograma, b) diagrama de cajas y bigotes, c) grafico de cuantiles.

Para el método numérico se plantea hipétesis nula:
Ho= Las muestras tienen distribucién normal

Y se tom6 como valor de nivel de confianza: 0=0.03

En la prueba presentada en la Tabla 32, el valor-p es menor que o, por tanto se rechaza la hipotesis nula y se concluye
que los datos no tienen una distribucion normal.

Tabla 32. Pruebas de normalidad para los datos de absorcion.

Test de Shapiro-Wilk
Valor-p=0.25

Para verificar que los tratamientos tienen diferencias significativas con respecto a la variable respuesta se realiza un
analisis ANOVA, cuyas hipétesis estan planteadas en la metodologia.

El valor de la suma de cuadrados de los residuales presentado en la Tabla 33 es menor que la suma de cuadrados del
factor agua y de la interaccion de los factores, lo que significa que las diferencias obtenidas en la variable respuesta se

debe a los factores evaluados y no a otros fendmenos no controlables, en el caso del factor PHA si existe influencia de
factores no controlables.

Tabla 33. Tabla ANOVA de los datos de absorcién.

Factores Suma de cuadrados Grados de libertad Valor F Valor P
Agua 282082 2 12.68 0.0004
PHA 135266 2 6.08 0.01

Agua : PHA 668760 4 15.03 1.45 x10°®

Residuales 200222 18




Todos los valores-p obtenidos en los factores y su interaccion son menores que 0.03, por tanto su efecto sobre la

variable respuesta se considera significativo.

Para validar la tabla ANOVA se deben corroborar los tres supuestos sobre los residuales detallados en la metodologia,
para estos el software R arrojo los resultados presentes en la Tabla 34.

Tabla 34. Validacion de los supuestos de la tabla ANOVA para los datos de absorcion.

Supuesto Prueba Valor-p Conclusién
Normalidad Shapiro-Wilk 0.73 Los residuales tienen una distribucién normal
Homoscedasticidad Bartlett 0.12 Las varianzas de los residuales son iguales
Independencia Durbin-Watson 0.47 Los residuales son independientes

Andlisis:

Los supuestos del ANOVA presentados en la Tabla 34, permiten concluir que ambos factores y su interaccién tienen
un efecto significativo en la absorcién de agua de la muestra, como tendencia general se observa que a mayor cantidad
de agua mayor absorcion de agua se presenta, esto puede deberse a que a mayor cantidad de agua, mayor espacio fisico
existe dentro de los poros y por tanto pueden albergar mayor cantidad de agua, sin embargo, ocurre un efecto contrario
con la mayor cantidad de polimero usado (12.5 %), donde a mayor cantidad de agua menor absorcion ocurre, esto puede
deberse a que la saturacién del material no permite en ingreso de més agua dentro del scaffold, observando la Fig. 51,
se apreciar que la tendencia contraria del nivel PHA 12.5 % tiene un descanso con una pendiente menor que el aumento
de las otras graficas, tanto que los Gltimos dos datos (75 y 90 % de agua) se solapan, por tanto si bien la tendencia es
contraria, no es tan significativa.

Esta tendencia contraria encontrada en PHA 12.5 % puede deberse a las paredes del scaffold, ya que las micrografias
SEM solo dan cuenta de la porosidad y la interconectividad de los poros en el interior de los scaffolds, es posible que a
mayor cantidad de polimero mas posibilidades hay de acumulacién de este en el exterior de las muestras y el hecho de
que ocurra con mayor frecuencia en el mayor porcentaje de agua puede explicarse debido a que en los resultados de
didmetro de poro se encontrd que el agua aumenta el tamafio de los poros, no su cantidad, favoreciendo la aparicion de
paredes de polimero mas gruesas.

Es de resaltar que la integridad estructural de los scaffolds no se vio modificada durante el ensayo de absorcion. Desde
el punto de vista de la estabilidad del scaffold, se observan fenémenos diversos que no parecen estar relacionados entre
si, en la degradacidn se observan diferentes tendencias que dependen del porcentaje de PHA utilizado y en la absorcién
hay mayores valores de respuesta con el aumento de la cantidad de agua, menos en el PHA 12.5 % donde parece haber
poco acceso a la porosidad interior del scaffold desde las paredes exteriores. El cartilago natural puede absorber hasta
400 % su volumen ya que esta compuesto por 20 % de fase solida y 80 % de fase liquida [11], la prueba se realizé con
respecto al peso, asi que es dificil de comparar, pero en la literatura se encuentran scaffolds con resultados exitosos y

valores de absorcidn con respecto al peso alrededor de 1000 % [9] como las muestras de PHA medidas.



6.2.4. Analisis general de la caracterizacion de los scaffolds sin biofuncionalizacion

El promedio de todos los datos obtenidos en las seis pruebas de caracterizacién se compilaron y compararon con datos

de los tejidos y de scaffolds sintéticos en las Tablas 35, 36y 37.

Los datos promedios obtenidos de la caracterizacion morfol6gica (ver Tabla 35) arrojan porosidades que van desde 89

hasta 96 % aproximadamente y tamafios de poro promedio entre 65 y 94 pm, estos datos son similares o compatibles

con los recopilados de la literatura del tejido nativo y los scaffolds sintéticos, por lo tanto, en estos ensayos todas las

muestras son adecuadas para el reemplazo de cartilago.

Tabla 353. Comparacion de los datos obtenidos con la literatura en los ensayos morfolégicos.

Protocolo ) Tamafio de poro (um)
Porosidad (%) ) )
(%) Experimental Literatura
PHA Agua | Experimental Tejido Implante | Longitudinal Transversal Tejido Implante
60 94.46 65.55 74.39
75 75 96.11 68.49 75.30
Los poros
90 91.74 80 % 88.49 90.81 )
o permiten el
60 92.78 liquido, Alrededor 89.08 81.24 Entre 30y
aso
10 75 94.46 20 % de 80 % 73.34 73.83 P i 300 um
- proteinas
90 94.89 solido [181] 94.61 91.60 [181]
de 60 kDa
60 89.56 [11] 82.14 78.90
[182]
12.5 75 92.58 82.24 78.28
90 93.94 79.78 70.79

Los datos promedios obtenidos de la caracterizacion mecanica (ver Tabla 36) arrojan médulos de elasticidad promedio

que van desde 0.0344 hasta 0.204 MPa, los cuales coinciden con algunas zonas del cartilago y con scaffolds sintéticos

de otros autores. También se obtuvieron valores de resistencia maxima a la compresién promedio del 75 % entre 0.066

y 0.299 MPa, el tejido nativo tiene valores superiores; no obstante, algunos autores reportan valores inferiores con éxito,

por lo tanto se decidi6 descartar los tratamientos para la aplicacion de cartilago a aquellos que arrojaron los valores mas

bajos, marcandolos con rojo, segun el rango reportado por Do Kyung [9], en este caso se marcan todos los niveles de
PHA y el nivel PHA 10 % y agua 90 %.



Tabla 36. Comparacién de los datos obtenidos con la literatura en los ensayos mecanicos.

Protocolo Comportamiento mecanico
(%) Mddulo de Elasticidad Resistencia maxima a la compresion (MPa)
PHA Agua | Experimental Tejido Implante Experimental Tejido Implante
60 0.06 . ] 0.15 Entre 0.12y
Resistencia
75 75 0.07 o 0.07 0.14 MPa,
maxima de 0.57 .
90 0.04 0.12 con células
MPa [180] Entre 0.5y 7.7
60 0.11 0.25 [9]
Aprox. 1070 MPa [9],
10 75 0.10 0.22 Desde 100
Entre 0.007 y 150 kPa [176]
90 0.05 . 0.11 KPa, hasta
1.8 MPa, segun 1.8 MPa [176]
60 0.20 0.30 1.07 KPa, en
la zona del
12.5 75 0.12 i 0.29 fractura
cartilago [179]
90 0.12 0.17 [176]

Los datos promedios obtenidos de la caracterizacién de estabilidad (ver la Tabla 37) arrojan porcentajes de absorcion

entre 576 y 1274 % aproximadamente, segln la cantidad de agua que puede albergar el cartilago, esta constituye

aproximadamente 400 % (por debajo de los valores obtenidos) pero en los scaffolds sintéticos se pueden encontrar

valores alrededor de 1000 %, por lo tanto todos los tratamientos son aceptables pero se ponen en negrilla los valores

mayores como los mejores para la aplicacion esperada. Los valores de degradacién obtenidos para PHA 7.5y 12.5 %

son altos en comparacion con el tejido y con los datos encontrados en la literatura, por lo tanto se da preferencia a los

tratamientos fabricados con PHA 10 %, en este caso, y comparando con los resultados obtenidos en las pruebas

anteriores, se continud el proceso experimental con el scaffold PHA 10 % y agua 75 %, el resumen de la eleccion del

scaffold esta en la Fig.53.

Tabla 37. Comparacién de los datos obtenidos con la literatura en los ensayos de estabilidad.

Protocolo Estabilidad
(%) Absorcién (%) Degradacion a 21 dias
PHA  Agua | Experimental Tejido Implante Experimental Tejido Implante
60 575.93 45.89
El 80 % del
7.5 75 828.40 ; 46.48
cartilago es agua
90 1011.42 55.43
y el 20 % 60 % a los 56
60 676.71 i Entre 1030.68 2.98
solido, asi que dias, prueba en Entre 15y
10 75 980.95 y 1115.78 % 17.18
debe poder ratones (22.5) 20 % [9]
90 1274.07 [9] 11.79
absorber hasta [10]
60 1035.91 45.73
400 %
125 75 827.52 51.07
[11]
90 753.53 39.92
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Fig. 53. Esquema de la eleccion del scaffold con las mejores propiedades para su aplicacion en ingenieria de tejidos de cartilago

articular. Autoria propia.

6.3. Biofuncionalizacién de los scaffolds

Después de la caracterizacién de los scaffolds y la eleccion del scaffold con las mejores propiedades para su potencial

aplicacion como cartilago articular (PHA 10 % y agua 75 %) se realiz6 la biofuncionalizacién a este Unico scaffold.

En la Fig. 54 se observa el esquema de la metodologia de biofuncionalizacion la cual es una modificacion del método
propuesto por Masaeli [98] y sus colaboradores, inicialmente se realizé un ataque quimico con NaOH (mejor conocido
como hidrdlisis alcalina) a diferentes concentraciones, ya que con la concentracion propuesta por el autor se generaba
un dafio estructural tal que no era posible recuperar las muestras, este ataque permite la exposicion de grupos carboxilo
donde ocurrird en una etapa posterior la unién del colageno en la Fig.56 se puede observar el espectro de FTIR de
muestras expuestas a diferentes concentraciones de NaOH. Después del ataque quimico la muestra se lava, se seca y se
pone en una solucién buffer que permitio las subsecuentes reacciones quimicas, en la solucién buffer se puso EDAC
que permite la activacion de &cidos carboxilicos para la formacion de amidas o ésteres ademas acopla los aminoacidos
de los péptidos del colageno, también se afiadid Sulfo-NHS que permite aumentar el rendimiento de la reaccion y

disminuye las reacciones laterales.
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Fig. 544. Esquema metodoldgico de la biofuncionalizacion de los scaffolds de PHA. Autoria propia.

6.4. Andlisis quimico de los scaffolds

La caracterizacion del material polimérico se presenta en la seccion de resultados 6.1., en la seccion del analisis de FTIR
se detall6 la correspondencia de las bandas a los grupos funcionales presentes en el material, en esta sesién se presenta

la comparacion de los FTIR de los pasos realizados en la fabricacion de los scaffolds.

En el espectro del scaffold sin lavar (b) en la Fig. 55 aparecen dos bandas nuevas con respecto al material polimérico
(@) en 1512 cm™ y en 1610 cm™, que parecen corresponder a un grupo funcional aromatico tipo benceno, que puede

provenir del tergitol en el proceso de fabricacion del scaffold.

Una vez el scaffold fue lavado con etanol (c) desaparecieron las bandas 1512 cm™y 1610 ¢cm™ correspondientes al
tergitol, corroborando el efecto del lavado referente a la eliminacién de soluciones residuales en el proceso de
fabricacion del scaffold, para corroborar que los lavados no generaron residuos de etanol, se compararon las bandas de
este FTIR (c) con el material polimérico (a) y no se encontraron bandas de alcohol primario, ni otro tipo de modificacion

en el espectro, por tanto, el alcohol de los lavados desaparecio del scaffold completamente.

Para esterilizar el scaffold, se usé éxido de etileno, en el espectro (d) no se observan diferencias significativas entre el
scaffold esterilizado y el scaffold lavado, excepto por la presencia de una banda minima en 1500 cm™ que puede
corresponder a un metilo, pero su presencia es minima y la literatura indica que la esterilizacion con dxido de etileno
para dispositivos implantables que cumplan con la normatividad, no representa peligro alguno para el portador [183],
[184].
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Fig. 55. Espectro FTIR de a) material polimérico, b) scaffold sin lavar, c) scaffold lavado con etanol y d) scaffold esterilizado con
oOxido de etileno.

Para garantizar la biofuncionalizacién del polimero debe existir un proceso de hidrdlisis alcalina provocado por el ataque
del NaOH, esta hidrolisis genera un anion carboxilato que no se aprecia en una banda diferente del grupo carbonilo en
un espectro FTIR, pero la carga negativa del anidn hace que los dos enlaces C-O implicados, sean equivalentes y en
consecuencia aparecen dos bandas de absorcion una de intensidad media en 1492 cm™ y otra de intensidad fuerte en
1662 cm™ [185], en el espectro de Fig. 56 se observa la aparicion de una banda alrededor de 1630 cm™ que crece a
medida que aumenta la concentracion del NaOH utilizado, que puede pertenecer a las bandas del anion carboxilato. La
banda ancha alrededor de 3500 cm™* puede corresponder a grupos OH, producto del corte de las cadenas poliméricas en
la hidrdlisis alcalina o al agua retenida en la muestra, las demas bandas expresan mas que un crecimiento, un

desplazamiento.

En la Fig. 57 se observa una comparacion entre a) un scaffold de PHA y b) un scaffold sometido a un tratamiento con
NaOH 0.25 N, como Yya se explicé la diferencia mas notable es la aparicion de una banda alrededor de 1630 cm™ que
puede pertenecer a las bandas del anién carboxilato producto del ataque del NaOH, también es apreciable que dicha
banda desaparece cuando c) el scaffold es biofuncionalizado, esta puede ser una evidencia que la deposicién del
colageno en el anion carboxilato ya que lo enmascara en el espectro, y también se evidencia que la d) esterilizacién no

genera la pérdida del colageno, sin embargo, no se evidencia la presencia de aminas provenientes del colageno.
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Fig. 57. Espectro FTIR de un scaffold c) biofuncionalizado y c) biofuncionalizado y esterilizado. Para comprar s trazan también los

espectros de a) un scaffold de PHA y b) un scaffold sometido a un tratamiento de NaOH al 0.25 N.



6.5. Pruebas bioldgicas

Se realizaron varias pruebas previas a las entregadas en este texto para verificar la veracidad de los resultados e
identificar puntos del proceso causantes de los mismos, los resultados de citotoxicidad se presentan como un porcentaje
de viabilidad celular, donde el resultado obtenido en cada pozo se contrast6 con el control negativo, el cual solo contenia
células y medio de cultivo, los resultados se presentan en Fig. 58, y se observa que los scaffolds no superan el 10 % de
viabilidad segun la medida de absorbancia. EI MTS es transformado en formazan por mitocondrias metabélicamente
activas, esto significa que el resultado obtenido puede deberse a una inactivacion celular mas no a una muerte celular,

para verificarlo es necesario observar las células al microscopio, las fotografias se presentan en la Fig. 59.

Las fotografias de la Fig. 59 permiten observar un nimero significativo de células vivas en uno de los pozos en contacto
con el extracto del pellet de PHA, lo cual coincide con la Fig. 58, en la fotografia correspondiente al scaffold sin
biofuncionalizar no son apreciables las células vivas pero si pudieron ser vistas en el microscopio por lo tanto parte del
resultado de viabilidad celular corresponde a inactividad metabdlica, de igual forma en la fotografia correspondiente al
scaffold biofuncionalizado, si permite observar un nimero significativo de células vivas que parece indicar que la
viabilidad real es un poco mayor a la reportada por el ensayo de MTS, aun asi sigue siendo lo suficientemente baja para
determinar que los scaffolds evaluados son citotoxicos.

100
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o
3
§ 60 - m Scaffold sin
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0 ,

Fig. 58. Porcentaje de viabilidad celular de scaffolds de PHA.

Fig. 59. Fotografias de viabilidad celular: a) pellet de PHA, b) scaffold sin biofuncionalizar y c) scaffold biofuncionalizado. Las
flechas azules marcan células vivas, las rojas marcan células muertas y las verdes marcan desechos de los scaffolds. Cortesia:
Lenka Toro.



La evidencia del comportamiento citotoxico del scaffold es inesperada ya que no concuerda con la literatura, varios
autores han utilizado solventes como el diclorometano para generar soluciones poliméricas y no reportan citotoxicidad
en sus trabajos, tal es el caso de Althuri et al. [166] quienes para fabricar nanoparticulas disolvieron PHB en
diclorometano, luego hicieron una emulsion con esta solucion y agua (en algunos tratamientos tienen PVA) y
permitieron la evaporacion del diclorometano solo usando agitacion magnética, en los resultados de citotoxicidad no se
encontraron reducciones de mas del 10 % en la viabilidad celular de células no cancerosas, y los mayores descensos de

viabilidad fueron adjudicados al medicamento que liberaban las nanoparticulas y no a la composicion de estas como tal.

Ma et al. [177] por su parte, diluyeron PHA, gelatina y PVA en diclorometano con diferentes concentraciones y
utilizaron esta solucion para fabricar scaffolds por electrohilado, en pruebas de contacto con células evidenciaron

adhesion y proliferacién de células madre mesenquimales.

Shishatskaya et al. [186] disolvieron PHA en diclorometano para obtener peliculas, la solucion fue dejada en una cabina
de flujo laminar por 72 h para evaporar el solvente y se evalu6 la hemocompatibilidad de las peliculas, si bien no
realizaron pruebas de citotoxicidad, utilizaron el reactivo MTT como verificador de estrés oxidativo para plaquetas y

los resultados indican que estas células estaban viables durante el ensayo.

Otros autores han utilizado diclorometano para disolver otros polimeros y han reportado de igual forma que este reactivo
no causo efectos adversos en la evaluacién de citotoxicidad, tal es el caso de Pavon et al. [71] quienes disolvieron
quitosano y PLLA en diclorometano para fabricar scaffolds por liofilizacion, en los resultados de citotoxicidad
encontraron que la viabilidad celular evaluada en macréfagos peritoneales de hdmster sembrados en los scaffolds es
superior a 70 %, sin embargo, no ocurre los mismo cuando usan células de osteosarcoma, finalmente adjudican este

comportamiento a la naturaleza de las células utilizadas.

Los métodos que estos autores reportan para la eliminacién o disminucion del solvente son muy variados, van desde la
volatilizacidn del solvente sin condiciones especiales hasta la liofilizacion y no reportan inconvenientes de citotoxicidad
con el diclorometano, en el presente trabajo se realizaron lavados previos a la fabricacion de los scaffolds, liofilizacion,
lavados posteriores, liofilizacion de segunda etapa y alta temperatura, no obstante, estos procesos no lograron reducir

el efecto citotéxico.

6.6. Cromatografia de gases

Tras los resultados citotoxicos de las pruebas bioldgicas, se sospeché que en los scaffolds existian trazas de
diclorometano que no pudieron ser extraidas en los lavados ni la liofilizacién y que no eran perceptibles en el FTIR,
para verificarlo se realizd una cromatografia de gases donde se tomaron dos muestras, una de los pellets del polimero y
otras de un scaffold realizado un afio antes de la prueba y se quiso verificar si este reactivo alin se encontraba presente
en muestras envejecidas para realizar una nueva prueba bioldgica, para ello se realizaron tres medidas con las dos

muestras a saber:

Se pesaron aproximadamente 2 g del scaffold o de los pellets en un vial de head space (HS), luego se llevé a una
temperatura de 60 °C durante 10 min, luego con una fibra de triple polaridad (CAR/PDMS/DVB) se realiz6 una micro

estacion en fase solida (SPME) durante 20 min, posteriormente se inyecto en el GC-FID. Se utilizé un cromatégrafo



Agilent 6890N con detector FID. EI manejo de las sefiales se realizd en estacién de datos G2070 ChemStation version
B.04.03, conectado a una impresora HP LaserJet 1020. Se utilizé una columna DB-5 de 30 m, 0.32 mm de didametro
interno y 0.25 um de espesor de pelicula. Las condiciones del equipo fueron: detector: FID, Make Up: nitrédgeno, 30
mL / min, gas de arrastre: hidrédgeno, 40 mL / s, temperatura del detector; 250 °C, temperatura del inyector: 270 °C,

programacion del horno: el horno inicia a 40 °C, sube a una velocidad de 30 °C / min hasta 150 °C.

Para la tercera medida se agreg6 diclorometano a los pellets con el objetivo de correlacionar las columnas arrojadas por
el equipo, también se hizo una de etanol y se encontr6 en la Fig. 60 que el scaffold presenta una pequefia sefial en el
mismo ciclo de tiempo que el diclorometano, asi que se sospecha que los scaffolds aln conservan diclorometano después

del procedimiento de liofilizacion y tras un afio de envejecimiento.
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Fig. 60. Cromatografia de gases del polimero sin procesar, del scaffold de PHA y de una muestra control con

6.7. Propuesta para la eliminacion de diclorometano

Debido a la necesidad de eliminar las trazas de diclorometano de los scaffolds y tras maltiples lavados con etanol que
resultaron infructuosos se procedié a someter los scaffolds a una temperatura de 60 °C por 24 h, debido a que en el
ensayo de cromatografia de gases, los scaffolds fueron sometidos a 60 °C por 10 min y se evidencid presencia de
diclorometano en los gases generados por este. Una vez finalizado el proceso se esterilizaron con éxido de etileno y se

repitié la prueba de citotoxicidad.

6.8. Prueba de citotoxicidad cualitativa

Una vez los scaffolds se sometieron a un tratamiento térmico de 60 °C por 24 h y se esterilizaron con éxido de etileno

se realizé una prueba de citotoxicidad siguiendo el protocolo descrito en la metodologia, sin embargo, tras 24 horas de



exposicion de las células con el extracto de los scaffolds, las células presentaron muerte celular, por lo que se decidid

no hacer la prueba y tomar fotografias como evidencia de este resultado, presentado en la Fig. 61.
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Fig. 61. Fotografias después de 24 h de exposicidn de fibroblastos humanos a a) medio de cultivo, b) 25 % de extracto y c) 100 %
de extracto de scaffold de PHA. Cortesia: Lenka Toro.

El PHA es un polimero natural, con un enorme potencial en la industria médica ya que se degrada sin dejar residuos
toxicos como suele ocurrir con los polimeros sintéticos [59] y posee propiedades mecénicas similares al polipropileno
[62] que aumenta sus potenciales aplicaciones y lo posiciona mecanicamente por encima de otros polimeros naturales
como el quitosano [49], ademas posee propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad adecuadas para su uso

como reemplazo de tejidos [63].

En el presente trabajo se utilizo PHA comercial de Sigma-Aldrich para fabricar scaffolds, se utilizé diclorometano para
disolver el polimero como se encontro la literatura y como sugirid el investigador Gang Wu [187], via correo electronico

y se empled la técnica de liofilizacion debido a sus excelentes resultados en la fabricacion de scaffolds porosos.

El PHA se caracteriz6 mediante SEM, EDS, FTIR, DRX, anélisis térmico, viscosimetria y RMN, a través de estas
pruebas se pudo determinar en rasgos generales que se trataba de una mezcla mixta de PHA y PLA con aditivos para
permitir la extrusion del material, donde las cantidades fueron aproximadamente 50-50 de cada polimero, el peso

molecular promedio fue de 220 kDa y el PHA presente parece ser especificamente PHB.

Una vez fabricado el scaffold se evaluaron propiedades morfolGgicas, mecanicas y de estabilidad, donde se encontraron
condiciones morfoldgicas excelentes para la migracién celular ya que los poros estaban interconectados y tenian un
didmetro promedio entre 59.9 y 94.6 um con una porosidad que variaba entre 89.6 y 96.1 %. A nivel mecanico se
encontraron valores de resistencia maxima bajos en comparacion con el tejido nativo pero similares a los reportados en
la literatura como exitosos para scaffolds sintéticos, en este punto se descartaron algunos tratamientos que no
concordaban con la literatura. Finalmente en las pruebas de estabilidad se obtuvieron excelentes resultados en la
capacidad de absorcion del scaffold, ya que el cartilago nativo puede albergar 400 % de solucién acuosa con respecto a

su contenido sélido y los scaffolds de PHA presentaron capacidades de absorcion entre 575.9 y 1274 % (similares a las



reportadas en la literatura), en la prueba de degradacion, un tratamiento presentd una velocidad de degradacién adecuada

(17 % en 21 dias) que coincide con la literatura en la velocidad de regeneracion de cartilago de ratén.

Dentro del proceso de biofuncionalizacion se utilizé una modificacion del método propuesto por Masaeli et al. [98],
donde los grupos carboxilo del polimero se exponen en la superficie para inmovilizar moléculas. La exposicién de los
grupos carboxilo pudo verificarse de manera efectiva con pruebas de FTIR, sin embargo, no pudo detectarse la
inmovilizacién del colageno, este fendmeno puede deberse a la naturaleza del coladgeno disponible en el laboratorio,

pero no se cuenta con las especificaciones de este.

Finalmente las pruebas de citotoxicidad indicaron que el polimero PHA tiene una viabilidad superior al 70 % y por lo
tanto es adecuado para su uso como biomaterial pero al fabricar el scaffold, este present6 efectos citotéxicos sobre las
celulas evaluadas, por lo tanto se concluye que la citotoxicidad proviene de los reactivos utilizados o del proceso
empleado en la fabricacion de los scaffolds, de esto se deduce que el posible causante de este fenémeno es el
diclorometano utilizado como solvente, que aunque se esperaba que se volatilizara facilmente debido a su naturaleza,
pudo encontrarse indicios de su presencia en una prueba de cromatografia de gases, pero hasta el momento, los intentos
por retirarlo han sido infructuosos. Es asi, como continda abierta una ventana de investigacion con el objetivo de
encontrar una estrategia para la eliminacion del diclorometano de los scaffolds, de tal manera que puedan ser

aprovechadas las demas propiedades que se encontraron en los scaffolds fabricados.



7. CONCLUSIONES

o EIl porcentaje de agua utilizado en las muestras fabricadas influy6 en las propiedades morfologicas de los
scaffolds, ya que a mayor cantidad de agua los poros tendieron a ser mas grandes, esto debido posiblemente a
que el tergitol alcanz6 un punto limite de disolucién y el agua agregada no pudo generar nuevas burbujas, pero
si aumentar el tamafio de las existentes.

e EIl tamafio de los poros promedio vari6 entre 59 um y 94 um, lo cual es suficiente para la migracion de
condrocitos ya que estos tienen diametros que varian entre 5y 30 pum.

e El porcentaje de agua también influyé en las propiedades mecénicas de los scaffolds de PHA, en general a
mayor cantidad de agua menor resistencia mecénica, esto se explica ya que los sitios donde se almacena el
agua se convierten en poros tras la liofilizacidn, por tanto son sitios que disminuyen la resistencia mecanica de
los scaffolds. A nivel morfoldgico los scaffolds ofrecieron una porosidad y tamafios de poro con potencialidad
para la migracion celular e intercambio de nutrientes y desechos, sin importar el tratamiento realizado.

e El porcentaje de PHA es un factor que no tuvo un efecto significativo sobre la porosidad del scaffold por si
solo, pero si fue significativo para el control del tamafio de los poros, en este caso la cantidad de PHA fue
inversamente proporcional al tamafio de los poros ya que una mayor cantidad de material gener6 la aparicion
de mas paredes dentro de los scaffolds.

e Los porcentajes de porosidad obtenidos fueron superiores a 89 % en todos los tratamientos, haciendo que los
scaffolds sean adecuados como sustitutos de cartilago articular, ya que el tejido nativo puede contener hasta el
80 % de solucidn acuosa.

e En general a mayor cantidad de PHA y menor cantidad de agua presente en los scaffolds, mayor fue la
resistencia mecénica ofrecida, esto se debe a que la resistencia mecénica esta relacionada con la presencia y
tamafio de los poros, por ello se observa un comportamiento contrario al observado en la caracterizacion
morfoldgica.

e Si bien la resistencia mecénica obtenida (0.066 MPa a 0.298 MPa) fue baja en comparacién con los valores
encontrados en el tejido, es similar a los valores reportados en la literatura como apropiados para un scaffold
sintético sin células.

e Los resultados de la estabilidad del material en un medio acuoso no presentaron una tendencia clara, es
apreciable que en el tiempo se presenta una mayor degradacion que aparentemente se estabiliza alrededor de
los veintitn dias de exposicion de la prueba, sin embargo, no es claro el efecto de los factores de forma
individual, parece ser que el efecto del factor agua cambia en cada nivel del factor PHA. El comportamiento
puede ser dependiente de fendmenos de equilibro y desequilibrio quimico, de la morfologia de los scaffolds y
de una posible deposicién de sales sobre las muestras, producto de la solucién tampén utilizada en la
degradacion y esto haya enmascarado los resultados.

e El mejor scaffold obtenido para la aplicacion de reemplazo de cartilago articular fue el tratamiento 10 % de
PHA y 75 % de agua, la decision fue tomada basandose en que cumpliera con los requerimientos del scaffold
para su aplicacion, asi: morfol6gicamente estaba dentro del rango adecuado de tamafio de poro y porosidad,

mecéanicamente exhibia valores bajos no obstante, correspondientes con los requisitos de los scaffold sintéticos



que reporta la literatura, y en las pruebas de estabilidad, fue el tratamiento que mas cerca estuvo de la velocidad
de degradacion de los scaffolds sintéticos reportados.

Se propuso un método para la biofuncionalizacion de los scaffolds con miras en el mejoramiento de la adhesion
y proliferacién celular, el cual inici6 con una reaccién quimica para exponer grupos carboxilo que fue
verificada a través de espectros de FTIR, este ataque es superficial pero el volumen y la porosidad de la muestra
permitié que en NaOH penetrara en los scaffolds y generara un dafio estructural, por lo que fue necesario
disminuir la concentracion del NaOH para garantizar la estabilidad estructural de las muestras. El proceso de
biofuncionalizacion finaliza con la deposicion de colageno a través de una activacion de los grupos carbonilo
y el acoplamiento de las amidas, donde el espectro FTIR evidenci6 el acoplamiento de moléculas en los grupos
funcionales expuestos, sin embargo, no evidenci6 la presencia de colageno.

Se evalu6 la biocompatibilidad in vitro de los scaffolds antes y después de la biofuncionalizacion, ambos tipos
de scaffolds dieron resultados citotoxicos debido a la presencia de diclorometano en las muestras,
comprobando por cromatografia de gases, debido a la presencia de este reactivo no fue posible verificar el
efecto de la biofuncionalizacion en la biocompatibilidad.

El uso del agua como solvente no solo contribuyé con la porosidad y el tamafio de los poros, también facilitd
el proceso de fabricacion ya que permitié aumentar el punto de congelamiento de la solucion, facilitando el
proceso de liofilizacién.

Los lavados de los scaffolds una vez fabricados contribuyeron con la eliminacion de los reactivos utilizados
(diclorometano y tergitol), si bien no fue suficiente, se pudo comprobar en el FTIR que la cantidad de estos

reactivos disminuya.
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