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RESUMEN

Se han realizado numerosos estudios utilizando el PLA, el cual es uno de los polimeros
mas utilizados en la ingenieria tisular por sus excelentes caracteristicas de
biocompatibilidad y biodegradabilidad. Objetivos: Formular y caracterizar un
biomaterial a base de Acido Poli lactico (PLA) cargado con Carbonato de Calcio
(CaCO3) mediante la técnica Spray-Dryer. Materiales y métodos: Para este trabajo
se realizaron tres andamios: 1) PLA puro, 2) PLA+ CaCOs 250 mg. 3) PLA+ CaCOs
500 mg, se realizaron pruebas de biocompatibilidad in vitro: viabilidad celular,
proliferacion celular con osteoblastos, pruebas de hemocompatibilidad. Resultados:
Al caracterizar el andamio se observa una especie de red de fibras o hilos con
microparticulas, asi mismo se observo la viabilidad celular de los osteoblastos y un
aumento de la proliferacion celular en el andamio de CaCQ3. La evaluacién del efecto
de los andamios en los tiempos de protrombina y tromboplastina no fueron afectados.
Conclusiones: Este estudio presenta una técnica novedosa en la formulacion de un
biomaterial a base de PLA cargado con CaCO3; mediante la técnica spray-dryer. Es un
andamio tridimensional que presenta un doble sistema, de acuerdo a su
caracterizacion se observa la presencia de hilos o fibras y microparticulas que
potencializan la proliferacién celular. Ademas de no interferir negativamente en el
proceso de coagulacion sanguinea debido al pH estable que presenta y la presencia
del CaCOs.
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ANTECEDENTES

La extraccion dental se indica cuando el diente ya no se encuentra en condiciones de
ser rehabilitado o mantenerse en boca para la salud o funcién a largo plazo. La pérdida
de un diente tiene un impacto en la calidad de vida de una persona, para la masticacion
y el habla del paciente, asi como en el ambito social. De la misma manera la ausencia
de un diente en su alveolo desencadena una cascada de eventos biolégicos que
principalmente resultan en cambios anatémicos locales.(1)

Después de la extraccidon de los dientes, el proceso alveolar sufre atrofia e inicia el
crecimiento de hueso en el alveolo, asi mismo se da una reabsorcién de las crestas
alveolares. La mayor cantidad de pérdida 6sea se encuentra en la dimension horizontal
y se produce principalmente en el aspecto bucal de la cresta. Ademas, se da una
pérdida de la altura de la cresta vertical, que se ha descrito como mas pronunciada en
el aspecto bucal. Este proceso de resorcion da como resultado una cresta mas
estrecha y mas corta.(1,2)

La pérdida de un diente deja un defecto que puede complicarse por una pérdida ésea
previa debido a una enfermedad periodontal, lesiones endoddnticas o un traumatismo.
Cuando el alvéolo ha perdido paredes o altura se ve mas comprometido. El tamafio de
la cresta residual se reduce mas rapidamente en los primeros 6 meses, pero la
actividad de reabsorcion 6sea en la cresta residual continua a lo largo de la vida a una
velocidad mas lenta.(2) Ademas, durante la extraccion del diente, se realizan ciertos
movimientos que pueden danar las crestas 6seas y también puede ocasionar la
pérdida 6sea. (1)

En la ultima década, a medida que la estética ha recibido mas énfasis en la
planificacion del tratamiento, la reabsorcidn alveolar después de la extraccion dental,
se ha convertido en un problema importante, especialmente en la region anterior. (3)
Después de la extraccion del diente, es un desafio crear una restauracion protésica
que combine con la denticidon natural adyacente. Suficiente volumen 6seo alveolar y
una arquitectura favorable de la cresta alveolar son esenciales para obtener
reconstrucciones protésicas Opticas y funcionales optimas. Por lo cual, para la

planificacion del tratamiento, es esencial el conocimiento sobre el proceso de



cicatrizacion en los sitios de extraccion, incluidos los cambios de contorno causados

por la resorcion ésea.

La idea de “rellenar" el espacio dejado por el diente extraido con un biomaterial
emularia un "efecto de retencion de raices" que favorece la preservacion ésea. En las
ultimas 2 décadas, se han realizado estudios que evaluan la eficacia de diferentes
enfoques de relleno de alveolos. En los cuales, se ha empleado una gran cantidad de
biomateriales, que incluyen hueso autélogo, sustitutos 6seos (aloinjertos, xenoinjertos
y aloplastos), productos derivados de sangre autdéloga y agentes bioactivos, entre
otros.

La elevaciéon del colgajo, el uso de una membrana y la aplicacién de un injerto,
xenoinjerto o un aloinjerto pueden contribuir a mejorar los resultados, especialmente
en la preservacion de la altura mesiobucal y mesiolingual. Sin embargo, hay un cierto
grado de pérdida de volumen de la cresta que debe esperarse. Por lo tanto, es
importante y necesaria la investigacion para el desarrollo de biomateriales para relleno

oseo.

Biomateriales para relleno 6seo

Los materiales utilizados para relleno 6seo se clasifican de acuerdo con su origen
como: a) aloinjertos, b) xenoinjertos, c) aloplasticos.

Los aloinjertos son un tipo de material 6seo que se obtiene de un individuo de la misma
especie, y frecuentemente son de un cadaver. Un aloinjerto actua a través de la
osteoinduccion y también tienen capacidades osteoconductoras en células
mesenquimales nativas no diferenciadas. (4—6) El xenoinjerto es un material de origen
equino, porcino o bovino que se obtiene mediante la desproteinizacion. Los
componentes organicos de estos materiales se eliminan para reducir la reactividad
inmune o la transmision de patdégenos y los minerales restantes actuan como un
andamiaje para el crecimiento 6seo nativo. También se pueden usar en combinacién
con factores de crecimiento o aloinjertos para simular el hueso autégeno. La formacion

0sea se produce principalmente a través de la osteoconduccion. (4-7)



Los materiales aloplasticos son totalmente sintéticos y se obtienen a partir de fuentes
no organicas. Los tipos mas frecuente de aloplasticos son las ceramicas bioactivas,
como los fosfatos de calcio, los cuales se pueden mezclar con factores de crecimiento
para aumentar la densidad mineral 6sea y la proliferacion de osteoblastos. El tipo de
efecto de los ceramicos es la osteoconduccién; pues actua como un andamio
tridimensional que soporta el crecimiento celular, incrementando la adhesion,
proliferacién celular y formacion de hueso. (4,8)

El tamafio de las particulas y la porosidad influyen en las tasas de reabsorcion de estos
materiales junto con otras propiedades fisicas. Las particulas mas grandes tienen
mayor capacidad de permanecer en el sitio de aumento. Al presentar mayor porosidad
tiene velocidades de reabsorcién mas rapidas que los osteoclastos y puede penetrar
en el injerto mas facilmente que el material denso. Algunas ceramicas también pueden
disolverse a través de la matriz extracelular. Los materiales aloplasticos pueden
incluirse dentro de una matriz polimérica, para facilitar su aplicacién en un el tejido
0seo, también para que el material aloplastico en conjunto con la matriz, formen una
estructura tridimensional que favorezca la adhesion celular y la formacién de matriz
mineral. El acido poli lactico es un polimero de origen natural que se usa en ese tipo

de combinaciones.

Acido poli lactico (PLA)

Los polimeros a base de acido polilactico o polilactidos (PLA) son polimeros de base
biolégica que se encuentran disponibles comercialmente y son utilizados en una
variedad de aplicaciones debido a su alta resistencia, médulo y biodegradabilidad.
(9,10) ElI PLA es un polimero termoplastico perteneciente a la familia a-hidroxiacido y
se obtiene como producto de la fermentacion del almidén de plantas como el maiz, la
cafia de azucar, las papas y la remolacha. El polimero se sintetiza por
policondensacién directa de acido lactico o polimerizacion por apertura de anillo de
dimero de lactida utilizando un catalizador adecuado. La lactida es producida a gran

escala y es de base bioldgica, biocompatible y biodegradable. (9-11)



Se han reportado procesos enzimaticos sintéticos que utilizan lipasas para la
produccion de PLA, eliminando el uso de catalizadores metalicos. Sin embargo, dichos
procesos ecoldgicos se encuentran en su etapa inicial, asi que la produccion principal
de PLA aun se basa en las técnicas de condensacion tradicionales, porque el PLA
contiene dos estereoisdbmeros de acido lactico, y se puede sintetizar como PLLA,
PDLA o PDLLA. Los dos homopolimeros enantioméricamente puros (PLLAy PDLA) y
una serie de polimeros racémicos de PDLLA con proporciones variables de los
monomeros presentan una gama de propiedades fisicas. Ademas, las propiedades

térmicas y mecanicas del PLA varian con el peso molecular. (9) (Figura 1)

Poly (lactic acid)
0
Il
(-o-cH=-c-),
|
CHj

Figura 1 Estructura quimica PLA.

Las propiedades de traccion superiores de PLA lo convierten en un candidato ideal
para aplicaciones de carga. No obstante, la baja tenacidad al impacto tiene un efecto
de impedimento sobre su facilidad de uso en aplicaciones mecanicamente intensas,
como implantes e injertos 6seos. Ademas, por el alto nivel de hidrofobicidad de PLA
podria suponerse que es un polimero inadecuado para su uso en sistemas bioldgicos.
Pero debe considerarse que, cuando el PLA se combina con un biomaterial, la
hidrofobicidad puede reducir. Las propiedades utiles de PLA superan las limitaciones,
que pueden eliminarse 0 enmascararse mediante una variedad de técnicas de
modificacion masiva, incluida la mezcla de polimeros. Por ejemplo, la mezcla de PLA
con polimeros con mayor humectabilidad puede mejorar la hidrofobicidad de PLA en
la mezcla. (9)

Los polimeros sintéticos como el PLA a menudo se mezclan con polimeros naturales

para generar materiales hibridos con propiedades termomecanicas éptimas para su
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procesamiento y uso en aplicaciones en biomedicina. Algunos polimeros naturales
como el quitosan, el colageno, la elastina y el acido hialurénico son preferidos para
aplicaciones biomédicas como la ingenieria de tejidos, ya que simulan los materiales
nativos encontrados en los sistemas bioldgico. Aunque presentan pobres propiedades
mecanicas, estas limitan su uso en entornos mecanicamente exigentes. (9)

El primer uso del PLA en aplicaciones médicas fue como una pelicula para liberacion
lenta de antagonistas narcoéticos. Posteriormente su uso biomédico fue también
reconocido como una sutura bioabsorbible, desde este descubrimiento aparece como
una propuesta para la fabricacion de productos con aplicaciones biomédicas, asi
aparecen andamios, membranas, biosensores, etc.

Dependiendo del objetivo de aplicacion, las mezclas de PLA se pueden formar en una
variedad de estructuras, que incluyen peliculas, membranas, andamios porosos,
fibras, particulas e hidrogeles y por ser un método fisico, no altera la huella quimica de
los componentes.

Las mezclas proporcionan los medios por los cuales se pueden generar las
propiedades requeridas para el producto final que puede ser mezclando dos polimeros
preexistentes, a menudo se adaptan de acuerdo con las especificaciones para las
aplicaciones del producto.

A pesar de ser un material con alta resistencia y modulo de elasticidad, el PLA carece
de aplicacion en entornos mecanicamente exigentes debido a baja tenacidad al
impacto, naturaleza quebradiza y bajo alargamiento en la rotura. Por lo tanto, el PLA
a menudo se mezcla con otros polimeros para combinar las propiedades de dos o mas
polimeros o para mejorar las propiedades termomecanicas del PLA o del otro
constituyente. (9)Para lograr un rendimiento éptimo in vivo del producto final se debe
mantener la degradacion de las mezclas de PLA dentro de las limitaciones fisiolégicas,
mientras se ajusta el perfil de degradacién para biomédicos especificos.

Al realizar un ajuste en la composicion de la mezcla no solo altera la velocidad de
degradacion, sino que también modifica el patrén para permitir que el material se
degrade de una manera compleja, lo cual puede ser particularmente beneficioso para
disefiar perfiles de liberacién para aplicaciones de administracion de farmacos y para



compatibilizar la degradacién del andamio al tejido en recuperacion en ingenieria de
tejidos o aplicaciones de injerto.

Las mezclas de PLA con uno o mas polimeros o copolimeros pueden producir patrones
de degradacidon muy complejos, por lo que deben de ser adecuadamente
evaluados.(12)

Cuando hay mezclas ricas en PLA se da un retraso inicial en la degradacion, pero al
final logran un mayor grado de degradacion. El PLA puro inicia a degradarse después

de 20 dias y logra hacerlo por completo al final de los 70 dias.(13)

Las mezclas de polimeros se pueden preparar mediante dos métodos: 1) mezcla de
disolventes que implica la disolucién de la mezcla de polimeros en un codisolvente y
2) mezcla por fusién mecanica de la mezcla de polimeros fundidos. En el caso de la
mezcla de disolventes, los polimeros se disuelven en un codisolvente y se procesan

para formar el producto final, seguido de la evaporacién del disolvente.(9)

Técnicas de sintesis de sistemas a base PLA

Las mezclas de polimeros preparadas por disolucién en un solvente se pueden
moldear en peliculas y materiales porosos, hilar (en humedo, seco o electrospining) y
someterlos a técnicas de particulas (por ejemplo, emulsion
-difusidon-evaporacion, separacion de fases, secado por aspersion) para formar
particulas de perfiles de diferentes tamanos. (9,14)

La técnica de evaporacion de emulsion-difusion es el método mas utilizado para
preparar particulas para el suministro de medicamentos y bioactivos, ya que presenta
una capacidad de adaptacién para encapsular una variedad de materiales con
diferentes atributos fisico-quimicos. A parte de las técnicas de emulsién y difusion, se
han explorado técnicas de secado por aspersion para la preparacion de particulas de
mezclas de PLA. (11)

10



Técnica Spray-dryer

La primera mencion de la aplicacion de esta técnica es en el afio 1860 y fue patentada
en 1872, aunque el verdadero auge de esta tecnologia de secado por pulverizacion
(spray—dryer) fue impulsada por la Segunda Guerra Mundial, donde habia la
necesidad de transportar grandes cantidades de alimentos, despertando la busqueda
de nuevos métodos de reduccion de peso y volumen de los alimentos y fue el spray-
dryer quien demostro ser la técnica ideal para satisfacer estos requisitos.

El primer alimento en ser transformado a microparticulas fue la leche, convirtiéndola
asi en polvo.(15) La técnica de secado por aspersion (spray-dryer) consiste en tres
fases principales: 1) atomizacién/formacién de gotas, IlI) evaporacién del solvente vy Ill)
recoleccion de particulas. Es un método de produccién continua de particulas, donde
un farmaco se disuelve o dispersa en una fase organica con un polimero que luego se
pulveriza en forma de gotitas nanométricas o micrométricas en el flujo de aire seco. La
fase organica se evapora instantaneamente. Asi se obtienen micro o nanoparticulas.
Las particulas secas se recogen a baja presién con un flujo de aire seco.

Esta técnica es facil de configurar, pero al mismo tiempo, es dificil controlar la
distribucion del farmaco en las particulas. El secado por aspersion se ha estudiado
para la encapsulacion de proteinas para mejorar la estabilidad de las
biomacromoléculas. Las nanoparticulas o microparticulas pueden tener tamafos que
varian en un rango de 300 nm a 5 um, siendo excelentes para aplicaciones de
administracion de farmacos. También es util para la produccion de particulas de
farmacos hidréfobos a gran escala. Por ejemplo, se han producido microparticulas de
PLA. La distribucion de tamafios y la morfologia de las microparticulas de PLA secadas
por aspersion se han analizado por SEM. Estudios han reportado que, dependiendo
de las caracteristicas de la formulacion, el diametro mas grande fue 3 um para obtener
el 5% de la solucion de PLA y no hubo diferencias significativas entre el 0,5% y el 1%
de las soluciones de PLA. (11,16-18)(Fig. 2)
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Figura 2 Técnica de sintesis Spray-dryer.

Ademas de la administracion de farmacos, las particulas de mezclas de PLA también
se usan para fabricar andamios de ingenieria tisular, donde pueden emplearse para
sostener la liberacién de factores de crecimiento o agentes de diferenciacién en un
andamio compuesto de otros materiales o pueden formar la estructura fisica por si
mismos. La porosidad de los materiales es un criterio de disefio importante para ciertas
aplicaciones, por ejemplo, andamios para ingenieria de tejidos, sustratos de
administraciéon de farmacos y membranas.

Se pueden emplear diferentes métodos para inducir la porosidad en polimeros y
mezclas de polimeros, se requiere una estructura porosa para la proliferacion éptima
de las células y el desarrollo de la microvasculatura. Actualmente, hasta donde
sabemos, no se ha explorado el uso de secado por aspersion para producir una matriz
de PLA que no sea una micro o nanoparticula. Debido a las posibilidades del sistema
de secado por aspersion, es posible usarlo también para crear matrices hiladas que
pueden emplearse como relleno. Un estudio piloto hecho por B.l. Cerda-Cristernay S.
Cabo Araoz (datos no publicados), antecede que una matriz de PLA fue formada por
secado por aspersion. Pero la matriz no fue caracterizada, por lo que se desconocen
las propiedades fisico-quimicas de la matriz. Por su apariencia hilada, como algodon,
la matriz puede ser formulada junto con un osteoconductor como el carbonato de

calcio, para posiblemente promover la formacion de tejido mineral.
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Carbonato de Calcio (CaCOz3)

El carbonato de calcio (CaCO3) es uno de los materiales mas abundantes que se
encuentran en la corteza terrestre y forma los tipos de roca como la piedra caliza y la
tiza y es el componente principal de las conchas de organismos marinos, caracoles,

bolas de carbdn, perlas y cascaras de huevo(19).

El carbonato de calcio se encuentra formado por tres elementos principales: carbono,
oxigeno y calcio (19).
Tiene un peso molecular de 100.09

La estructura quimica CaCOs:

Figura 3 Estructura quimica CACO3

La composicién elemental del CaCOs:

%
Formula C Ca O

Componente | molecular

Carbonato de CaCOs3 12.00 40.04 47.96

Calcio

Tabla 1 Composicion CaCOa3.
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De acuerdo a la United States Pharmacopeia (USP), el CaCO3se define como un polvo
fino, blanco, inoloro, sin sabor y microcristalino, insoluble en agua (19). Es un
biomaterial inorganico tiene una alta capacidad de amortiguacion, que puede
neutralizar efectivamente el medio acido causado por la degradacion de los
polilactidos. Se ha preferido su uso debido a la biodegradabilidad, abundancia y menor
precio en comparacion con biomateriales sintéticos. El carbonato de calcio coralino
(calcita) es totalmente reabsorbible y biocompatible y muestra buena
osteoconductividad, por lo cual se ha utilizado como un sustituto éseo eficaz en forma
natural o convertida en hidroxiapatita en odontologia y ortopedia. Ademas, mejora la
reaccion celular en relacion con el polimero puro, ya que es una fuente de iones de
calcio que promueven la regeneracion o6sea (20,21).

El CaCOs se ha utilizado como un excipiente farmacéutico, se usa principalmente
como diluyentes, agentes de recubrimiento y aglutinante humedo en formas de
dosificacion sélidas, como base para preparaciones medicinales y dentales, y como
adyuvante de disolucién y disolucion en tabletas dispersables, asi como aditivo
alimentario. Las microparticulas de carbonato de calcio poroso se han utilizado como
portadores de varias moléculas bioactivas, incluidas proteinas y farmacos (22).Dentro
de sus usos ha tenido éxito en la regeneracion 6sea y esto puede ocurrir como
carbonato de calcio amorfo (ACC) y como tres polimorfos cristalinos: calcita, aragonita

y vaterita (23).

Las microparticulas porosas de CaCOs3 se pueden fabricar de diferentes tamanos que
van de 400 nm a varias micras. El uso de las particulas de CaCOs3 permite una amplia
formacion de particulas combinadas. Ademas, porque el calcio es el principal
componente de los huesos, el CaCO3 se ha utilizado clinicamente en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con los huesos. El volumen interno del de poro de CaCOs
de las particulas representa hasta el 50% de su volumen total, permitiendo asi la
interaccion de los poros con otras microparticulas. (22,24,25)
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Considerando las propiedades del CaCO3s asi como el potencial de la matriz de PLA
en algodon, es de interés explorar la formulacion de la matriz junto con CaCOs. El
resultado de la mezcla de ambos biomateriales puede resultar en la formacién de una
matriz de sistema tridimensional que promueva la formacion de tejido mineral in vivo.
Antes de suponer una evaluacién in vivo, es necesario formular y caracterizar el
sistema. Hasta ahora, no se conocen reportes sobre una matriz hilada y formulada con

secado por aspersion y que ademas esté cargada con CaCOs,
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ANDAMIOS

Los andamios son estructuras de soporte de crecimiento celular compuestas por
materiales biocompatibles, se trata de matrices de soporte sdélido especialmente
disefiadas para la conexion de celdas en ingenieria de tejidos y regeneracion de tejidos
guiados, los cuales deben cumplir con ciertos requisitos como: biocompatibilidad, anti-
trombogénesis, perfil de degradacién especifico de la aplicacién y propiedades
mecanicas apropiadas para emparejar vasos o0 tejidos nativos. Debido a su
biocompatibilidad el PLA y sus mezclas con otros polimeros se han explorado para
desarrollar andamios porosos utilizando diferentes técnicas como electrospinning,
lixiviacion de particulas y espumacion. (9,26)

Los andamios de las mezclas de PLA muestran una endotelizacién mejorada, la
viabilidad celular y una morfologia fisiolégica de adoquines en las células en
comparacién con los rellenos convencionales de poly (tetra-fluroetileno) (9).

Existe infinidad de tipos de andamios, hay informes de PLA mezclado con
plastificantes solos para mejorar las propiedades de los polimeros, ya sea para
hacerlos mas procesables o para mejorar aun mas sus propiedades el polietilenglicol
y los derivados o copolimeros de PEG son plastificantes comunes que se usan para
mezclar con PLA para aumentar la tenacidad y la flexibilidad.

Los andamios en ingenieria de tejidos que utilizan PLA como uno de sus componentes
se basan en sus propiedades mecanicas ideales para la integridad estructural y la
facilidad de procesamiento. La mezcla de PLA con otros polimeros naturales o
sintéticos con mejor humectabilidad y degradacién mas rapida proporciona un medio
viable para ajustar su biodegradabilidad para que sea compatible con el tiempo tomado
para el crecimiento y / o recuperacion del tejido. Por lo tanto, las mezclas de PLA con
diferentes polimeros ofrecen la oportunidad de adaptar andamios especificos de tejido
(9,26-28).
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Biocompatibilidad: viabilidad celular

La microporosidad de los andamios y su degradabilidad juegan un papel importante
en la regeneracion 6sea. La microporosidad interviene en la degradacién y disolucion
del sustituto al estar en contacto bioldgico, por lo tanto, una superficie que presenta
una mayor porosidad muestra mejor degradabilidad y también se da una mejor
absorcién de proteinas como son las proteinas morfogenéticas 6sea y otras que son
necesarias para la formacion ésea, pero asi mismo la presencia de mas porosidades
puede influir de manera contraria en la adhesién celular y posteriormente en la
proliferacién celular. La degradacién de estos andamios es esencial para que se
inicie el proceso de deposicion ésea.(20,29-31) Por lo tanto, la caracterizacién de un
sistema de tipo algodon de PLA y CaCOs, es necesaria para entender el

comportamiento in vitro de las células que entran en contacto con el sistema 3D.

Biocompatibilidad: coagulacion sanguinea

Un biomaterial que se formula con la intencién de colocarse en lecho quirurgico debe
ser hemocompatible en relacion con la coagulacion. El material no debe afectar el

mecanismo bioldgico que lleva a la formacion del coagulo, pues si lo afecta, entonces
retrasara o inhibira la coagulacién, siendo eso algo indeseado. Por eso, es necesario

evaluar al biomaterial en su efecto sobre la cascada de la coagulacion.

En la coagulacion sanguinea se lleva a cabo una serie de reacciones que se generan
a nivel celular donde el principal objetivo es la formacién de trombina en el sitio de la
lesion vascular. En este proceso participan los llamados factores de la coagulacion,
que son 12 y los primeros cuatro tienen nombres comunes: fibrinégeno, protrombina,
factor tisular (TF) y calcio y no se les asigna ningun numero romano.(32)

La protrombina es una proteina plasmatica formada por el higado, es una proteina
inestable que se divide en proteinas mas pequefas, una de ellas la trombina. La
trombina generada a partir de la protrombina también tiene efectos proinflamatorios
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que se ejercen mediante la activacion de receptores activadores de proteasas que se

encuentran en monocitos, linfocitos, endotelio y células dendriticas.(32)

La coagulacion se puede dar por tres pasos fundamentales:

1. Como respuesta a la ruptura o a la lesién de un vaso sanguineo se forman

unas sustancias; formando el complejo activador de la protrombina.

2. El activador de la protrombina cataliza la transformacion de la protrombina en
trombina.
3. La trombina actua como una enzima para convertir el fibrindgeno en fibras de

fibrina, que atrapan plaquetas, eritrocitos y plasma para formar el coagulo.

Cuando inicia la coagulacion se forma el activador de la protrombina, el cual se

puede producir por dos vias:

1. Via extrinseca, que comienza con un traumatismo de la pared vascular y de
los tejidos circundantes.

2. Via intrinseca, que se inicia en la propia sangre.
La via extrinseca se produce de la siguiente manera:
1. Liberacion de tromboplastina tisular.

El tejido lesionado libera un complejo de varios factores, llamado tromboplastina
tisular; estos factores son fosfolipidos de las membranas de los tejidos dafiados

y un complejo lipoproteico que actua como enzima proteolitica.
2. Activacion del factor X para formar factor X activado.

El complejo lipoproteico de la tromboplastina tisular se combina con el factor
VIl de la coagulacion y en presencia de los fosfolipidos de los tejidos dafnados
y de iones calcio, actua enzimaticamente sobre el factor X para dar factor X

activado.
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Efecto del factor X activado para formar el activador de la protrombina.

El factor X activado se combina inmediatamente con los fosfolipidos tisulares
liberados, que forman parte de la tromboplastina tisular y con el factor V para
formar el complejo llamado activador de la protrombina. A los pocos segundos,
este escinde la protrombina para formar trombina y el proceso de coagulacién
prosigue como se ha descrito. El factor X activado es la proteasa que realmente

produce la ruptura de la protrombina para dar trombina.

Para evaluar el sistema de coagulacion utiliza de forma rutinaria el tiempo de
protrombina (PT), el tiempo de tromboplastina parcial activado (ATTP) y el

tiempo de trombina, asi como en algunos casos de afiade fibrindgeno.

Para evaluar la via extrinseca se determina el tiempo de protrombina (PT) que
consiste en medir el tiempo de coagulacién de un plasma citrado en presencia
de tromboplastina (mezcla de factor tisular con fosfolipidos) e iones calcio. Los

resultados se pueden expresar en tiempo (segundos), % o en razones.

Para evaluar la via intrinseca se determina el tiempo de tromboplastina parcial
activado (APTT) consiste en medir el tiempo de coagulacion del plasma
citratado en presencia de tromboplastina parcial (la fraccién fosfolipidica de la
tromboplastina, denominada cefalina), un activador de carga negativa e iones

calcio.

Los rangos normales dependen del reactivo y del sistema de deteccion de
coagulo.(32,33)
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JUSTIFICACION

Hasta ahora se encuentran disponibles diferentes materiales de relleno en forma de
granulos, membranas, esponjas, factores de crecimiento, entre otras; todos estos
materiales estan disefiados con el fin de proporcionar una mejor manipulacion o mejor
manejo. Se han realizado numerosos estudios utilizando el PLA, el cual es uno de los
polimeros mas utilizados en la ingenieria tisular por sus excelentes caracteristicas de
biocompatibilidad y biodegradabilidad. Se han desarrollado numerosas mezclas de
este material con otros polimeros y con materiaes osteoconductores con el fin de
aumentar su capacidad mecanica para poder formular un material que ademas de ser
osteoconductor proporcione mejor manipulacién. Dentro de las mezclas mas comunes
se encuentran aquellas a base de fosfato de calcio y carbonato de calcio, debido a que
son materiales que se encuentran presentes el tejido 6seo, por lo cual ofrece
adecuadas propiedades de bioactividad. En el campo de la biomedicina se han
desarrollado un sin numero de estudios en los cuales se ha utilizado esta mezcla de
PLA con CaCOs, basados principalmente en hidrogeles y han proporcionado
resultados excelentes tanto en biocompatibilidad, como en viabilidad celular. Una
innovacion a la formulacién de matrices de PLA es la formulacion de la matriz con la
técnica de secado por aspersion. Si bien, existen técnicas de formulacién de hilado, la
formulacion con secado por aspersion es rapida y econémica, ademas que permite un
buen aprovechamiento del material. Por otro lado, es necesario caracterizar una matriz
de PLA hecha con secado por aspersion, puesto que no se conoce evidencia sobre
este tipo de matriz. El estudio de ese problema permitira conocer las propiedades de
una matriz de PLA cargada con CaCOs. Es una primera aproximacién a conocer sobre

ese tipo de matrices tridimensionales.
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HIPOTESIS

Alterna: La técnica de Spray-Dryer permite la sintesis/creacién de un biomaterial a
base de PLA cargado con CaCOs.

Nula: La técnica de Spray-Dryer no permite la sintesis/creacion de un biomaterial a
base de PLA cargado con CaCOs.

Objetivo General:
1. Formular y caracterizar un biomaterial a base de Acido Poli lactico (PLA)
cargado con Carbonato de Calcio (CaCOz) mediante la técnica Spray-Dryer.

Objetivos Especificos:

1. Formular y caracterizar un andamio a base de PLA cargado con CaCOs3
2. Evaluar viabilidad celular y citotoxicidad del biomaterial.
3. Evaluar el efecto del biomaterial en los tiempos de protrombina y

tromboplastina.
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Tipo de estudio:

Experimental in vitro

Variables Dependientes:

- PLA

-  PLA+CaCO03 .250 mg.

-  PLA+CaCO3 .500 mg.

Variables Independientes:

Viabilidad celular, pH, peso, tiempo protrombina, tiempo tromboplastina parcial

activada.
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METODOLOGIA

FASE |

Formulacién de andamio a base de PLA con CaCOs; mediante la técnica de Spray
Dryer.

FASE Il

Caracterizacion de andamio a base de PLA con CaCOs.

FASE Il

Ensayo de proliferaciéon celular no radiactiva AQueous CellTiter 96®.

Ensayo de Vida/Muerte ™.

Evaluacion del efecto del biomaterial sobre los tiempos de Protrombina (PT) y
Tromboplastina Parcial Activada (APTT) con BioBas 10.

FASE IV

Analisis Estadistico

23



FASE I:

Formulaciéon de andamio de PLA y PLA con CaCO3; mediante la
técnica de Spray Dryer.

Materiales y métodos:

- Acido poli-lactico (PLA); 192,000 (Ingeo Biopolymer 2003D): 5.12 gramos..

- Diclorometano (DCM): 50ml

- Carbonato de calcio, Catalogo, 310034-500G. Lot no. MKBN4408V. 1.04 gramos.

- Agitador magnético

- Vaso de Precipitado 100ml

- Maquina Spray Dryer Mini Spray Dryer B-290 (Buchi) del Laboratorio de

Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UASLP.

Se vertieron 50 ml de diclorometano (DCM) en un vaso de precipitado de 100 ml.
Posteriormente se agregaron 2.58 gramos de PLA y se coloco en el magnetic sterrier
a velocidad 7 para disolver el PLA. La velocidad de la platina se colocé a 1 RPM
durante 10 minutos, se incrementé a 8 RPM a partir de 10 minutos, a los 15 minutos,
se incremento la velocidad a 10 RPM. El PLA se disolvié durante 25 minutos. Después
se agregaron 0.250 gramos de carbonato de calcio y se redujo la velocidad a 8 RPM
y se mantuvo agitando durante 5 minutos. Posteriormente se agit6 la suspension con
un agitador magnético a temperatura ambiente a una velocidad de 500 RPM 10
minutos antes de cargar el Spray Dyer manteniendo la agitacion de manera constante,
obteniendo asi un andamio tridimensional. (Fig.1).

Los parametros técnicos del proceso que permanecen fijos todo el proceso son los
siguientes:

- Ajustar la temperatura de parametro en: 50°C.

-Temperatura de entrada y de salida: 50°C y 39°C

-Flujo de aire de atomizacion = 600 L/h.

-Aspiracion maxima (100%).

-Temperatura de salida = 37-38° C.

-Flujo del liquido de atomizacion = 40%, palanca totalmente cerrada a la izquierda.

-Nivel del “Nozzle”: 5
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Se repitio la técnica de Spray-dryer con la concentracion de .500 mg de CaCOs y con
PLA solo.

Figura 4 Algodon
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FASE II:

Caracterizacion de andamio de PLA y PLA con CaCO:;.

Se observo la morfologia estructural del andamio mediante microscopio electrénico de
barrido (MEB) JEOL Modelo: JSM-6510 Japonés. Se realiz6 un bafo de oro y
posteriormente se observé una muestra de cada andamio (PLA, PLA+CaCOs3 250 mg
y PLA+CaCO3 500 mg) a diferentes magnificaciones 100x, 120x,350x,430x y 1000x.

Degradaciéon del andamio de PLA y PLA con CaCOs,
Se evalué la degradacion hidrolitica de cada uno de los andamios sumergiendo 25 mg
de cada uno en 5 ml de Phosphate-buffered saline (PBS). Las muestras se colocaron

en el Incu-Shaker mini a 90 RPM a 37 ° C y se evalud el peso de cada muestra en

intervalos de 0,7,14,21 y 30 dias, asi como también el pH.
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FASE IlI:

Cultivo de Osteoblastos

Los osteoblastos empleados pertenecen a una linea celular ATCC (hFOB1.9), que
fueron proporcionados por el Laboratorio de Ciencias Basicas de la Facultad de
Estomatologia de la UASLP. Los osteoblastos se cultivaron en DMEM Low Glucose
5% a 37°C bajo una atmosfera de 95% de humedad y 5% de CO2.

Ensayo de proliferacion celular no radiactiva AQueous CellTiter 96®

El ensayo de proliferacion celular se realizé en todos los andamios. Se colocaron 20
Ml de cultivo de osteoblastos y 80 ul de medio al 2% en una placa de 96 pocillos y se
incubaron durante 24 horas a 37.5 C° a una atmosfera de 95% de humedad y 5% de
CO.. Posteriormente se retiré todo el medio de los pocillos y se reemplazé por 100 pl
de eluido de cada tratamiento y se incubaron durante 24 horas. Al final del periodo de
incubacion se preparo la solucién de trabajo de acuerdo al fabricante (The CellTiter
96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, catalog #TB16) se agregaron
20 pl directamente a cada muestra y se incubaron durante 3 horas bajo las mismas
condiciones anteriormente mencionadas. Posteriormente, las muestras se colocaron
en un lector de microplacas (Thermo Scientific FC Multiskan®,Vantaa, Finland) a 490

nm.
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Ensayo de Vida/Muerte™

Se realizaron eluidos de cada andamio y se refrigeraron a 4°C durante 24 horas. Se
incubaron células osteoblastos en una placa de cultivo de 24 pozos durante 24 horas
a 37.5°C a una atmosfera de 95% de humedad y 5% de CO>. Posteriormente se
afadieron 500 pl de eluido de cada membrana y se incubaron durante 24 horas a las
mismas condiciones antes mencionadas. Al final del periodo de incubacién se coloco
la solucién de vida/muerte a una concentracion de 4 yl EthD-1y 1 pl calceina en 2 ml
de PBS de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Life Technologies,
viability/cytoxicity kit LIVE/DEAD®, LifeTechnologies, catalog #L-3224) y se incubaron
durante 30 minutos a 37.5 C° a una atmosfera de 95% de humedad y 5 % de CO>
antes de ser evaluados mediante microscopio de escaneo laser confocal (CLSM)

(DMI400B, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).
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Evaluacién del efecto de los andamios de PLA y PLA con CACO3 sobre
los tiempos de Protrombina (PT) y Tromboplastina Parcial Activada
(APTT) con BioBas 10.

Se tomaron muestras de sangre de individuos sin antecedentes médicos relevantes
que participaron de manera voluntaria y consentida (Anexo 1); la toma de muestras se
llevd a cabo en el laboratorio de fisiologia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Veracruzana Campus Rio Blanco, Veracruz, México.

Se depositaron 10 mg de cada muestra del andamio en un tubo tipo Corning de 15 ml,
se realizaron 3 experimentos: tiempo de PT, tiempo de APTT y ensayo de hemdlisis.
Cada tubo se etiqueto de acuerdo al andamio que correspondia, posteriormente se
colocaron 250 ul de sangre en cada tubo. Se dejaron incubar durante 15 minutos a
37°C y agitacién oscilatoria a 50 RPM, y después se centrifugaron 5 minutos a 3000
RPM, para evaluar si inducia hemodlisis, lo cual no sucedié.

Se evalué primero el PT y posteriormente el APTT.

Se colocaron las muestras en una gradilla y se incubaron en agitacion rotacional por
15 minutos a 50 RPM. EIl BioBas10 se calent6 a 37° C. Se colocaron los mini-tubos en
la centrifuga durante 5 minutos a 300 RPM para separar el plasma del contenido
hematico. Posteriormente los tubos se colocaron en una cubeta cada muestra
colocando el reactivo PT/APTT en el BioBas de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (Determinacion del Tiempo de Protrombina (PT), y Determinacién
cuantitativa del Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (APTT) catalog # COIS11-
E SPINREACT, S.A/S.A.U..)

-
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Figura 5 Grupos de cada andamio en plasma.
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Figura 6 Andamio no induce hemolisis

Figura 8 BioBas 10 para determinar PT Y ATTP.
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FASE IV:

Analisis Estadistico

Se utilizo el software MINITAB version 19. Se determino la estadistica descriptiva que
incluia a las variables contintas resumidas como medias, y desviacién estandar y a
las variables categoricas como conteos y porcentajes. El analisis de datos cuantitativos
fue evaluado mediante Shapiro-Wilks para determinar la normalidad de los datos. Los

datos del ensayo de proliferacion celular, se analizaron mediante la prueba t-student.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Los osteoblastos empleados son de una linea celular ATCC Osteoblastos (hFOB1.9)
proporcionados por el laboratorio de ciencias basicas de la Facultad de Estomatologia
de la UASLP. Las muestras sanguineas fueron obtenidas de individuos sin
antecedentes médicos relevantes que participaran de manera voluntaria y consentida.
Ninguno de los procedimientos previamente mencionados puso en riesgo a los
individuos.

Todos los desechos biolégicos se manipularon de acuerdo a las especificaciones de
la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Proteccién ambiental- salud
ambiental-Residuos peligrosos bioldgicos infecciosos y bajo la supervision de los

responsables del protocolo. (Anexo 1)
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RESULTADOS
Caracterizacion de andamio a base de PLA y PLA con CaCOs.

Al observar los andamios en el SEM, en la magnificaciéon de 350x (Fig.1A, 1B, 1C) se
puede apreciar una red de fibras o hilos finos con pequefas microparticulas
distribuidas entre los mismos. En la magnificacion 1,000x (Fig. 1D,1E,1F), se puede
observar que estas microparticulas tienen una forma esférica sobre los hilos o fibras
de cada andamio. En la figura 1D se observa una mayor cantidad de microparticulas,

en la relacion con las figuras 1E, 1F.
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PLA 13 Jan 2020
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Figura 9 . Fotografias tomadas con microscopio electronico de barrido (MEB)de cada
andamio a magnificaciones 350x y 1,000x. A) Andamio de PLA a 350x. B) Andamio de
PLA+ CaCO3 .250 mg a 350x. C) Andamio de PLA+CaCO3 .500 mg a 350x. D)
Andamio de PLA a 1,000x. E) Andamio de PLA+CaCOg3 .250 mg a 1,000x. F) Andamio
de PLA+CaCQ03.500 mg a 1,000x.
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Degradacion de andamio de PLA Y PLA con CaCO;

El peso registrado de cada andamio (PLA, PLA+ CaC0O3250 mg, PLA+ CaCO3500 mg)
fue registrado a diferentes intervalos de tiempo: 0, 7, 14, 21, 30 dias, asi como también
el pH. En la figura 3A, 3B, 3C se pueden observar el aspecto fisico de los andamios
transcurridos 7 dias en solucion PBS.

Los datos obtenidos del peso registraron un mayor aumento del peso de cada andamio
al transcurrir el tiempo y el pH se mantuvo estable en los diferentes intervalos de

tiempo. (Tabla Il')

Figura 10 Fotografias tomadaé de degradacion de los andamios posterior a 7 dias en
PBS. A) Andamio de PLA, B) Andamio de PLA+CaCOg3 . 250 mg, C) Andamio
PLA+CaCO3.500 mq.
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O dias 7dias 14dias 21dias 30dias pH
PLA

25 35.0 34.7 37.3 42.5 7
PLA+CaCO3
.250 mg 25 30.1 33.8 38.4 42.3 7
PLA+CaCO3 25 35.2 33.4 37.3 41.6 7

.500 mg

Tabla 2 Degradacion Andamios.
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Ensayo de Vida/Muerte™

La viabilidad de las células en los andamios de PLA cargado con CaCOQOz3 a diferentes
concentraciones fue evaluado mediante la prueba Vida/Muerte. La viabilidad celular se
determina por dos tinciones simultaneas; en donde las células se distinguen por la
presencia de actividad de esterasa intracelular determinada por la conversion
enzimatica de la calceina AM y Ethidium (Eth-1). La calceina es retenida dentro de las
células vivas, produciendo una fluorescencia verde intensa y el (Eth-1) ingresa a las
células con membranas danadas, produciendo asi una fluorescencia roja brillante en
las células muertas. Las células se incubaron durante 24 horas y con los reactivos de
trabajo se incubaron durante un periodo de 30 minutos antes de ser evaluados en el
microscopio de escaneo laser confocal (CLSM). Los resultados se observan en la Fig.4
(40x magnificacion) para los diferentes grupos.

En las imagenes obtenidas mediante el microscopio confocal se puede observar que
las células (osteoblastos) se encuentran distribuidas en los eluidos de los andamios
en las diferentes concentraciones (Fig.4A,4B,4C,4D,4E). Se puede observar la

viabilidad de las células en los andamios de PLA con diferentes concentraciones de

CaCOg3, asi como en el andamio de PLA.
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Figura 11 Viabilidad celular osteoblastos. A) Andamio de LA, B) Andamio de
PLA+CaCO3.250 mg. C) Andamio de PLA+CaCO3 .500 mg. D) Control Negativo,
E) Control Positivo.
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Ensayo de proliferacion celular no radiactiva AQueous CellTiter96 ®

La proliferacién celular se evalué mediante la prueba MTS. Los datos descriptivos de
cada andamio y los grupos controles positivo y negativo se muestran en la tabla Il.

El analisis cuantitativo de los datos fue evaluado mediante Shapiro-Wilks para
determinar la normalidad de los datos, con un valor (P< 0.050), por lo que se considero
una distribucion de datos anormal.

Se realizd una prueba no paramétrica t-student donde se obtuvo un valor de (p<0.05)
lo que indica que hay diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de
estudio. (Tabla Ill)

Cuando se compara el grupo PLA+CaCOs 500 mg contra el control positivo
identificamos que, si existe diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos, por lo que podemos determinar que esta combinacion de materiales no influye
negativamente sobre la proliferacion celular de osteoblastos cuando son cultivados
sobre este material. Cuando comparamos el grupo PLA+CaCO3 500 mg contra el
grupo de PLA si hay diferencia estadisticamente significativa, por lo cual asumimos
que se debe al afiadir la concentracion de CaCOs3 se da una mayor proliferacion celular
de osteoblastos que cuando solo hay presencia de PLA. Al comparar el grupo de
PLA+CaCOs 500 mg con el control negativo si se encuentra diferencia
estadisticamente significativa por lo cual determinamos que nuestro material tiene
efectos positivos en la proliferacion celular de osteoblastos. Cuando se compara el
control positivo con el control negativo se identifica diferencia estadisticamente
significativa lo cual nos indica que los osteoblastos durante el ensayo de proliferacion
celular se encontraban en condiciones de vida. Cuando se compara el PLA con el
control positivo hay diferencia estadisticamente significativa asumiendo que se debe a
las condiciones que proporciona el PLA. Al comparar el grupo de PLA+CaCO3 250 mg
con el control positivo no hay diferencia estadisticamente significativa, asumiendo que
este material al tener mayor cantidad de PLA interfiere en la adhesion celular de

osteoblastos.
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Asi mismo al comparar el grupo de PLA+CaCQO3 250 mg con el control negativo si hay

diferencia estadisticamente significativa. Al comparar el grupo de PLA+CaCO3 250 mg

con el grupo de PLA identificamos que no hay

diferencia estadisticamente

significativa. Y finalmente cuando comparamos el grupo de PLA con el control Negativo

no hay una diferencia estadisticamente significativa entre ambos, por lo que definimos

que se deba a que el PLA tiene una baja adhesion celular. (Tabla IV).

VARIABLE MEDIA ERROR DESVIACION VALOR VALOR

ESTANDAR MINIMO MAXIMO

C+ | 0,44598 0,00748 0,01833 0,42750 0,47950

C-| 0,23280 0,01510 0,03690 0,18770  0,29950

PLA | 0,26230 0,02280 0,05580 0,15730 0,32360

PLA+ | 0,33570 0,05340 0,13080 0,13440 0,54090
CaCO0s3.250
mg

PLA+CaCOs | 0,51970 0,03080 0,07550 0,41690 0,65020
.500 mg

Tabla 3 Datos descriptivos de los grupos de estudio en proliferacion celular.
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GRUPOS DE ESTUDIO VALOR P
C+ VS C- 0,000*
C+ VS PLA 0,001*
C+ VS PLA+CaCO3 .250 0,089
C+ VS PLA+ CaC03.500 0,037*
C- VS PLA 0,267
C- VS PLA+ CaC0s.250 0,065
C- VS PLA+ CaC0s3.500 0,000*
PLA VS PLA + CaC03.250 0,211
PLA VS PLA+ CaC03.500 0,004*
PLA+CaCO0O3.250 VS PLA+  0,021*

CaC03.500
Tabla 4 Comparaciones entre grupos de estudio de proliferacion celular.

*El asterisco denota la significancia estadistica (p<0.05)



Evaluacion del efecto de los andamios de PLA y PLA con CaCOs; sobre los
tiempos de Protrombina (PT) y Tromboplastina Parcial Activada (APTT) con

BioBas 10.

Para el analisis del efecto de los andamios de PLA y PLA+CaCOs3 se realiz6 la

estadistica descriptiva de los grupos de estudio determinando la media, error de la

media, desviacidn estandar, valor minimo y maximo (Tabla V).

Al realizar las

comparaciones entre los grupos de estudio no se identificd significancia estadistica

entre ellos, por lo cual asumimos que no ninguno de los andamios interfiere

negativamente en la coagulacion. (Tabla V)

ANDAMIO VARIABLE MEDIA

ERROR DESVIACION VALOR VALOR

DELA ESTANDAR MINIMO MAXIMO
MEDIA

PLA PT 10,900  0,1690 0,4150 10,400 11,500
PT(INR) 0,9250 0,0189 0,0464 0,8700  0,9900
PT% 113,52  3,5500 8,6900 101,70 124,50
ATTP 28,520  1,4900 3,6600 23,800 32,200
ATTP 1,0367 0,0539 0,1320 0,8700 1,1700

RATIO
PLA+CACO; | PT 10,950  0,2140 0,5240 10,400 11,700

.250 MG

PT(INR) 0,9300 0,0235 0,0576 0,8700 1,0100
PT% 112,78  4,3500 10,640 98,400 124,50
ATTP 27,700  1,2200 2,9900 24400 31,200
ATTP 1,0067  0,0446 0,1093 0,8800 1,1300

RATIO
PLA+CACO; | PT 10,817  0,1450 0,3540 10,400 11,200

.500 MG

PT(INR) 0,9167 0,0167 0,0408 0,8700  0,9600
PT% 115,15  3,1600 7,7300 107,00 124,50
ATTP 1,0100 0,0494 0,1210 0,8800 1,1200

RATIO

Tabla 5 Datos Descriptivos PT Y ATTP.
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VARIABLE PLA+CaCOz; PLA+CaCO3 250 PLA VS

.250 VS VS PLA PLA+CaC03.500
PLA+CaCO3500
PT 0,249 0,749 0,289
PT(INR) 0,249 0,749 0,289
PT% 0,257 0,809 0,319
ATTP 0,938 0,096 0,172
ATTP RATIO 0,837 0,060 0,191

Tabla 6 Comparacion entre grupos



DISCUSION

La formulacion del biomaterial a base de PLA cargado con CaCOs; a las
concentraciones de 250 mg y 500 mg mediante la técnica de spray-dryer dio como
resultado un andamio 3D. De acuerdo con el resultado de una busqueda en la
literatura, no se encuentran estudios en los que se haya explorado un sistema 3D
parecido. Tiene una estructura de hilos o fibras, debido a estas caracteristicas que
presenta, decidimos llamarlo “algodén”. La estructura de este algodén de PLA y de
PLA con las diferentes concentraciones de CaCOs al ser observarlas en el SEM a una
magnificacién de 350x se observa una red de hilos o fibras con la presencia de
microparticulas, siendo estas ultimas mas notorias en el andamio de PLA. Pavanetto
y col.1993 reportaron mediante la técnica de Spray-dryer la formulacién de
microparticulas de PLA que al ser evaluadas por SEM el didametro mas grande fue de
3 um, el peso molecular del PLA utilizado dio como resultado la forma esférica de las
microparticulas, de igual manera se formaron dichas microparticulas, ya que el PLA
utilizado fue en nuestros andamios fue del mismo peso molecular que el reportado en
su estudio, siendo asi un andamio de doble sistema, por la presencia de hilos o fibras
y microparticulas. Tavangar y cols. 2012 reportaron la fabricacion de nanofibras 3D de
CaCOg3 con laser femtosegundo sugiriéndolo, asi como un biomaterial prometedor
para realizar andamios que apoyen la formacion de hueso y otras aplicaciones
médicas. Sin embargo, mediante la técnica spray-dryer no se encuentran estudios en
los que aparezca un sistema de hilos y ademas microparticulas. Nuestros resultados
de los andamios de PLA y PLA con CaCOs; fueron degradados en PBS a diferentes
intervalos de tiempo, conforme transcurrian el tiempo el peso de cada andamio
aumento de manera similar en los tres andamios hasta la cuarta semana que fue
evaluado, tal vez debido a que el comportamiento de los andamios no se altera al
afiadir el CaCO3 coincidiendo con lo reportado por Bleach y cols. 2001 quienes
concluyen que al anadir particulas de fosfato tricalcico con PLA, no se altera el tiempo
de la degradacion hidrolitica al ser colocadas en PBS.
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Los andamios en ingenieria de tejidos usan PLA como componente debido a las
caracteristicas que posee, realizando asi mezclas con otros polimeros o copolimeros
naturales o sintéticos que ofrecen caracteristicas especificas para los tejidos. Ademas,
porgque el PLA ha mostrado ser un material que no afecta en la viabilidad celular.

La viabilidad de celular de los osteoblastos durante su exposicion a los andamios de
PLA y PLA con CaCOg3 fue positiva. De tal manera, establecemos que el algodon de
PLA a las diferentes concentraciones de CaCO3z no es un material citotdéxico. Al
contrario, el algodon con CaCOs promovié la proliferacion de celulas, lo que puede
explicarse con los resultados en la prueba de viabilidad celular. En nuestro estudio no
evaluamos mecanismos celulares especificos que pueden asociarse al estimulo de la
proliferacién celular. Se ha reportado que el CaCOsfavorece la proliferacion de células
osteoblasticas por mecanismos de segundo mensajero, eso puede explicar nuestros
resultados. Lasprilla y cols. 2012 mencionan que el PLA ha sido utilizado como un
andamio poroso para el crecimiento de tejido nuevo. Coutu y cols. 2009, Papenburg y
cols. 2009 crearon andamios tridimensionales de PLA para cultivar diferentes tipos de
células, tejido muscular, regeneraciéon de hueso y cartilago y otros tratamientos
cardiovasculares, neurologicos y ortopédicos. Velioglu y cols. 2018 Diomede y cols.
2012, realizaron andamios impresos en 3D de PLA para reparacidén y regeneracion
Osea, los cuales mostraron que dependiendo del tamano del poro del andamio
aumenta o disminuye la proliferacion celular, siendo asi una plataforma para el tejido
0seo. Si bien, nosotros no podemos decir que el sistema de algodon es poroso, si
encontramos que el sistema tiene una conformacion en red, que forma una matriz que
permite la adhesion celular, lo que pudo ser también un estimulo para la proliferaciéon
celular.

La proliferacion celular de osteoblastos en los andamios de PLA blanco y PLA+CaCO3
.250 mg. mostraron una baja proliferacion celular. Esto porque el PLA es un material
hidrofobo que presenta una baja adhesion celular, ademas que el algodon en su
estructura de hilos o fibras es liso, si fuera rugoso podrian adherirse con mayor
facilidad las células. En cambio, el PLA con CaCO3 ..500 mg mostré un aumento en
los andamios con CaCOs. En cambio, el CaCO3 al estar en contacto con los
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osteoblastos presentan un alto depdsito de calcio extracelular interfiriendo asi en un
aumento de la proliferacion celular. Shafiu y cols. en 2014 demostraron que al utilizar
el CaCO3 como nanocristales es un biomaterial prometedor y potencial debido a sus
efectos positivos en el aumento de fosfatasa alcalina, sintesis de proteinas y deposito
de calcio extracelular con las lineas celulares de osteoblastos.

La evaluacion de la hemocompatibilidad es poco explorada para el area de
biomateriales para uso en boca, porque muchos de los materiales dentales no entran
en contacto con sangre. Sin embargo, los biomateriales que pretenden colocarse en
un lecho quirdrgico o en un alvéolo luego de una extraccién dental, deben ser
evaluados en su efecto en la coagulacién. Si el biomaterial inhibe la formacién del
coagulo sanguineo, entonces sera un biomaterial inadecuado para un uso in vivo. En
cambio, si el biomaterial no afecta la coagulacion sanguinea, entonces el biomaterial
puede emplearse. Podria también ocurrir que el biomaterial promueva la coagulacion,
lo que seria un plus para el biomaterial. En el caso del algodén, tanto en su
presentacion en blanco como en su presentacion en 3D, no se observé que afectara
el PT o que el APTT, es decir, no afecté la formacion del coagulo de fibrina. Los
biomateriales pueden afectar la coagulacién de la sangre cuando promueven la
adsorcién o cuando secuestran a los factores de la coagulacion, principalmente por
una interaccion electroestatica entre cargas positivas y negativas. Eso no pudo ocurrir
en nuestro sistema. También la hidrofobicidad del PLA favorece la no adsorcion de
proteinas, lo que entonces explica que los factores de la coagulacion no fueron
atrapados en la matriz de PLA o de PLA y CaCOs, Por lo tanto, la cascada de la
coagulacion se desarrollé de formal normal en comparacion con el grupo control. Liy
cols. 2020, concluyeron que las nanoparticulas de CaCOs mostraron una buena
compatibilidad sanguinea y un suministro sensible al pH de iones de calcio. In vitro no
indujo coagulacion sanguinea a pH 7.0 indicando seguridad en la circulacion
sanguinea, pero presento una coagulacion sanguinea rapida a pH 5.0. Coincidiendo
con los resultados que se obtuvieron del efecto de tiempo de protrombina y
tromboplastina donde ninguno de los andamios afecto en dichos tiempos, debido a

que el pH de nuestro material es de 7.0 y no se altera en el proceso de degradacion.
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LIMITACIONES

Este estudio se limitdé a la formulacion de 1 sistema 3D de tipo algodén de PLA 'y 2
sistemas 3D de tipo algoddn cargados con carbonato de calcio. Cada una de las
muestras fue evaluada en condiciones in vitro. De manera que los resultados deben
considerarse como un primer acercamiento al conocimiento del biomaterial explorado
en este trabajo. La caracterizacion por SEM mostré la morfologia de estructura de la
red de hilos y mostré la presencia de microparticulas, pero el diametro de los hilos no
fue medido, tampoco el tamano de las particulas. El tiempo de PT y APTT fueron
evaluados en muestras de dos sujetos adultos sanos, asi se encontré que no hubo
diferencias entre el PT y el APTT de los grupos experimentales y el grupo control para
PT y APTT. Se reconoce que el resultado puede ser diferente entre sujetos, sobre todo
si los sujetos presentan alguna alteracion biolégica que afecte en la coagulacion

sanguinea.
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CONCLUSIONES

Este estudio presenta una técnica novedosa en la formulacion de un biomaterial a base
de PLA cargado con CaCOs; mediante la técnica spray-dryer. Es un andamio
tridimensional, llamandolo asi por su aspecto parecido a un “algodén”. Hasta el
momento no se conoce algun andamio parecido a este, ya que presenta un doble
sistema, de acuerdo a su caracterizacion se observa la presencia de hilos o fibras y
microparticulas que potencializan la proliferacion celular. Ademas de no interferir
negativamente en el proceso de coagulacion sanguinea debido al pH estable que

presenta y la presencia del CaCOs3.
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