POR LA REALIZACION PLENA DEL HOMBRE

V AVAISYTAINN

Dy

csh
‘\\é &

Universidad Autonoma de Baja California
Ingenieria en Nanotecnologia
Facultad de Ingenieria Arquitectura y Disefio

Disefio de andamio tridimensional colageno/quitosano/nanoparticula para
regeneracion osea

TESIS

Que para optar por el grado de:
Ingeniero en nanotecnologia

Presenta:
Arturo Zahid Aguilar Amador

Director de tesis:

Dra. Ana Guadalupe Hernandez Rodriguez

Co Director de Tesis:

M.I. Guillermo Amaya Parra



Comité tutor:

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE INGENIERIA, ARQUITECTURA Y DISERO

“Diseiio de andamio tridimensional
colageno/quitosano/nanoparticula para regeneracion tisular
osea”

TESIS

PARA CUBRIR LOS REQUISITOS NECESARIOS PARA OBTENER EL TTULO DE

INGENIERO EN NANOTECNOLOGIA

PRESENTA:

Arturo Zahid Aguilar Amador

Aprobada por:

Dra. Ana Guadalupe Rodriguez Hernandez M.1. Guillermo Amaya Parra
Director Codirector

Syt
O 3

Dr. Ulises Jesus Tamayo Perez Dr. José de Jesus Zamarripa Topete
Sinodal Sinodal

_\%()mowxu%‘\ Yot

Dr. Jorge Octavio Mata Ramirez
Sinodal




DEDICATORIA

A mi Mama, que a cualquier dia y noche que estaba trabajando en el laboratorio o
desde mi computadora, siempre se preocupo por apoyarme en cualquier cosa que
pudiera necesitar, mis desvelos son, fueron y siempre seran sus desvelos, a quien
le debo el guiarme durante toda la vida y de quien siempre necesitare un consejo y
su mano para cualquier reto que la vida y el destino ponga en nuestro camino.

Mama, todo es por ti.

AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a mi madre, a mis familiares, amigos y profesores de la
universidad que me aportaron el conocimiento e hicieron posible que este proyecto
se llevara a cabo.

Les estaré eternamente agradecido a la Dra. Katrin Quester e ltandehui Betanzo
quienes son el responsable técnico académico y administrativo respectivamente en
el departamento de Bionanotecnologia de CNyN y siempre que necesite asesoria

en equipo, material y planeacion estuvieron en la mejor disposicion de ayudarme.

Al Dr.Rafael Vazquez Duhalt responsable del departamento y grupo de
Bionanotecnologia, quien con su aprobacion y apoyo pudo ser posible el desarrollo

de este proyecto.

DEDICATORIA A MIS TUTORES

Quiero agradecer enormemente a mis tutores: El M.I. Guillermo Amaya por siempre
estar al pendiente y dando seguimiento a cualquier actividad realizada para
brindarme su apoyo; primeramente, mi profesor, tutor y un colega a quien estimo,

respeto y aprecio profundamente.



A mi tutora la Dra. Ana G. Rodriguez por siempre estar al pendiente de mi trabajo
dentro y fuera del laboratorio; sus ensefianzas son algo que en verdad me
acompanaran toda la vida y las cuales sé que me haran sobresalir en mi futuro
académico y laboral, siempre le estaré agradecido por tanta paciencia y dedicacion
a este trabajo, a este amor al arte.



Tabla de contenido

indice FigUras y TabIas. ............cc..cco.ooviivoieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
INAICE TADIAS. ... 8
1. INtrOAUCCION ..o nes 9
1.1. TEJIAO OS@O ...ttt ene s 9
1.2 Propiedades biomecanicas del hueso ..................ccccooooiiiiiiiiiicc, 10
1.3. Componentes del tejido 0SeO0...............c.ccoeieiiiiiiiicece e 11
1,300 CIUIAS ...ttt ettt 11
1.4. Mineralizacion del hueso por cristalizaciéon de hidroxiapatita
CATO(POA)B(OH)2............oeeeeeee ettt b st a s e s s 13
1.4.1. Etapa de NUCIEACION:...............ocooiiiicee e 14
1.5. Estructura microscopica del tejido 0Seo.................ccooevviieieiiiciec, 14
1.6. Daios y afecciones al tejido..................ccoooiiiiiiiiice 16
1.6.1.  Fracturas ..ottt 16
1.6.2.  CANCEI OS@O.........oniiieiiieee ettt sttt s ettt s s s ne e 16
1.7. CUILIVO CRIUIAT ... e 18
1.7.1.  Adhesion celular: .................oooii e 19
1.7.2. Ventajas del cultivo celular: ..................oooiiiiii e 20
2, ANLECEABNLES ...t 23
21. Tratamientos actuales para afecciones del hueso .................cccccoovviieiiiinnnnne. 23
210, FRACUIAS ...ttt ettt ettt ens 23
2.1.2.  TUMOKES OSEOS ...ttt ettt ettt b et st s st s et e s s s e e eseneesens 24
2.1.3. Materiales como sustitutos 0S€OS ..............ccccoriiiriiiiiireee e 25
3. Planteamiento del problema ...................coooiiiiiiiioiieeeeeeeee e, 27
4. HIPOESIS ...ttt ettt ettt ere e ereene s 27
5. ODBJELIVOS ..ottt ens 28
5.1. ODbjJetivo geNeral: ..o 28
5.2. Objetivos eSpecCifiCoS: ............cooooiiiiiiiccc e 28
6. MaterialesS Y reactiVOS ..............ccoooviiiiiiiiei e 29
7. MetOdOIOGIA ..o ene e 30
71. Obtencion de la matriz de colageno .................ccooveieiiiciiiciceeee 30
7.2. Estabilizacion dimensional del andamio de colageno...................c..ccccoeenennen. 32
7.3. Incorporacion de nanoparticulas de TiO2 al andamio.................c..ccccoevenennn.n. 32

5



7.4.

7.41.
7.4.2.
7.4.3.

8.1.
8.2.
8.3.

10.
11.

ENSQYO0S IN VILIO........coiiiiiiiiiece ettt sttt s eae s 33
Viabilidad celular................coooiiii e 34
Fagocitosis (Reaccion de Griess)...........ccccoeriiieieiiiiiceeeeeee e 36
Ensayo de Inmunogenicidad .................c.ocoooiiiiniiiiiicee 37
RESUIAAOS ..ot 38
Obtencion del andamio ..o 38
Caracterizacion de 1os andamios. ...............cccocoeiiiiniinei e 39
CUItiVO CelUIAN. ...t es 42
DISCUSION........ooiiiiiie ettt ese e 45
CONCIUSIONES ..ottt ettt se s s 50
RefEIreNCIaS .........cvoviiee e 51



indice Figuras y Tablas.

Figura 1. Representacion esquematica de los componentes del tejido 6seo. (Tomado de
Atlas de histologia vegetal y animal; Facultad de biologia, Universidad de Vigo, Espafa)..9

Figura 2. Grafica de carga vs desplazamiento del comportamiento biomecanico que se
encuentra en los subtipos tisulares mencionados con anterioridad. Tomado de
biomecanica y hueso Caeiro J. €t al [3]. ....cccocvveeirieieieeeee e 10

Figura 3. Representacion esquematica del proceso de cristalizacion en el tejido 6seo,
comenzando con un templete de colageno (triple hélice) donde posteriormente se
incorporan las células madre de la medula ésea, convirtiéndose asi en células formadoras
de hueso: osteoblasto. (Taton, Nature-2001). ........ccoeiririinireeeeeeee e 15

Figura 4. Imagen (a) de la seccion de fémur utilizado para obtener los pequefos
segmentos de 3x3 cm. En la imagen (b) se aprecia el segmento transversal de la diafisis
eI TEJIAO. ettt et nr e 30

Figura 5. Se muestra procedimiento de deshidratacién con diferentes concentraciones de
etanol [desde 50%(V/V) hasta 100% (V/V)]. cc.eoueireiiineinieeeeee et 31

Figura 6. Representacion esquematica del procedimiento utilizado con AlamarBlue.
(Obtenida del sitio web de Bio-rad inStruments. ..........cccceieieieieinieeeee e 35

Figura 7. En la imagen (a) se muestra la estructura de colageno tipo | después de la
desmineralizacion por medios acidos. En la imagen (b) se muestra la compresibilidad de
la estructura obtenida,demostrando asi el modo en que se mantiene la estructura de
hueso esponjosouna vez desmineralizado el andamio. Fotografia tomada con una
AMPLIfICACION 2X. ..ttt e e e s e e e et e s ensense s esensensenan 39

Figura 8. Imagenes obtenidas mediante SEM. La imagen (b) es obtenida del andamio
Col_Q) y.la imagen(a) muestra el andamio de Col. .........ccceoveeeiriiecieiieeeeeee e 40

Figura 9. La figura 4 esta compuesta de imagenes del andamio Col_Q_TiO,. En las
imagenes a y c se observa como se mantiene la estructura trabecular a escala
microscopica. En las imagenes b y d podemos observar como las fibras colagenas estan
saturadas por aglomeraciones de nanoparticulas de TiO2, lo cual se aprecia
detalladamente a lo largo de la fibra en la imagen d. Esto ultimo se demostré con el
ANALISIS AE EDS. ...ttt ettt ettt et naenn 41

Figura 10. Analisis mediante EDS el cual nos muestra los picos caracteristicos para Ti, O
y Au a diferentes energias, (KeV) muestra los elementos existentes en el andamio
=Y =1 [ 2= Lo o JA ST 42

Figura 11. Grafica de viabilidad celular. Indica la absorbancia dependiendo la
composicion de cada muestra, se observa una viabilidad adecuada para todas las
mediciones con andamio en comparacion con el control positivo (C+). ......cccoevevereenennne. 43

Figura 12. Representacion grafica de la concentracion de nitritos medidos en la reaccién
(0 L= T RSSO 43



Figura 13. Obtencién de absorbancias mediante el reactivo QUANTI-Blue™ en el ensayo
de inmunogenicidad por activacion de receptores tipo Toll de células Raw Blue con 75 ng
de LPS. Se muestran las medidas correspondientes a los diferentes tipos de andamio
analizados en este estudio, comparados con la muestra del cultivo celular sin algun
Agente eXIEINO (CEL). ..ottt 44

Figura 14. En las imagenes c y d se muestra el andamio sintetizado con ABS con una
ampliacion 4x. En las imagenes e y f se muestra el andamio sintetizado con PLA............. 49

indice Tablas.

Tabla 1. Tabla de valores de la Resistencia maxima y médulo elastico del hueso cortical
de humano en diferentes tipos de ensayos respecto a su resistencia mecanica. Tomado
de Biomecanica y hueso, Caeiro J. et al [3]. ..ccccovveriririeieeeeeee e s 11

Tabla 2. Se muestran las diferentes composiciones de andamio, la zona palomeada en
cada celda obscura indica los componentes de cada muestra...........cccceeeevieevecceeviecieene, 33



1. Introduccioén
1.1.Tejido 6seo

Los huesos forman la estructura que sostiene el cuerpo. La mayoria de los huesos
son huecos. La parte externa de los huesos consiste en una red de tejido fibroso
gue se conoce como matriz la cual equivale aproximadamente a un tercio del peso
0seo y principalmente se compone de proteinas en de las cuales alrededor del 90%
es de colageno. En la matriz organica se depositan sales de fosfato de calcio (la
fase mineral del hueso) y constituye una reserva de proteinas las cuales son
responsables en la regulacion de la diferenciacion celular, asi como en la integridad

y las funciones que realiza el tejido éseo [1].

Osteona e
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# 3 Cavidades

™ vasculares

Canal de Havers & cana) de Violkmann
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Figura 1. Representacion esquematica de los componentes del tejido 6seo Tomada de[2].

La capa externa esta compuesta de hueso compacto (cortical), la cual cubre el
hueso interior esponjoso de menor densidad. Una capa de tejido fibroso que se
conoce como periostio recubre la parte externa de los huesos. Algunos huesos son
huecos y contienen un espacio que se le llama cavidad medular que contiene el
tejido blando llamado medula 6sea. Al tejido que reviste la cavidad medular se le
llama endostio. En cada extremo de los huesos, hay una zona formada por un tipo

de tejido mas blando, similar al hueso y denominado cartilago [1].



En la figura 1 se observa una diferenciacion del tejido éseo, representando los dos

tipos principales de hueso y los componentes del mismo.
1.2. Propiedades biomecanicas del hueso

En funcion de la estructura del hueso y como se mantiene biomecanicamente se
deducen dos subtipos tisulares ya mencionados anteriormente, el hueso cortical y
el hueso trabecular o esponjoso. Las diferencias que hay entre estos dos es lo que
le confiere importantes implicaciones biomecanicas ya que el hueso cortical posee
un moédulo elastico mayor y por lo tanto, como se observa en la figura 2, su
deformacion con respecto al esfuerzo aplicado es mucho menor que en el hueso
trabecular, ya que este ultimo posee un mdédulo de Young menor, (parametro que
caracteriza el comportamiento de un material elastico) [3], segun la direccién en la
que se le aplica una fuerza cuyos valores para el tejido 6seo estan representados
en la Tabla 1 y biomecanicamente describe una curva mas aplanada, por lo que
podemos interpretar que la carga soportable por unidad de superficie es
considerablemente menor pero con un indice de deformacion mayor, lo que le

confiere mayor flexibilidad [3].

Hueso cortical

Carga (N)

Hueso trabecular

Desplazamiento (mm)

Figura 2. Grafica de carga vs desplazamiento del comportamiento biomecanico que se encuentra
en los subtipos tisulares mencionados con anterioridad. Tomado de [3].

10



Resistencia 167 — 213 MPa
e Mdédulo de Young 14,7 — 34,3 GPa
Resistencia 107 — 170 MPa
e Mdédulo de Young 11,4 - 29.2 GPa
Resistencia 103 — 238 MPa
e ey Mdédulo de Young 9,8 — 15,7 GPa
Resistencia 65 - 71 MPa
SR s Médulo de Young 3.1-37 GPa

Tabla 1. Tabla de valores de la Resistencia maxima y médulo elastico del hueso cortical de humano
en diferentes tipos de ensayos respecto a su resistencia mecanica. Tomado de [3].

1.3.Componentes del tejido 6seo
1.3.1. Células

Osteogenas: Se les conoce también con el nombre de osteoprogenitoras debido a
que derivan de otro tipo de células: células mesenquimatosas; estas ultimas de
diferencian en una u otra célula dependiendo de la cantidad de oxigeno disponible

en el microambiente que las rodea [4].

Osteoblastos: Se caracterizan por tener una forma ligeramente cilindrica y un
citoplasma con altos contenidos de reticulo endoplasmico rugoso (RER). En el tejido
0seo, se encuentran en la superficie externa de los huesos en formacién. La
importancia de los osteoblastos radica en que son los responsables de sintetizar al
osteoide, el cual es una sustancia organica segregada dentro de la célula y que se
compone de matriz amorfa (se le conoce como matriz amorfa a la union de GAGs,
osteopontina, osteonectina y osteocalcina) y fibras colagenas tipo |, el osteoblasto
también se encarga de depositar en el osteoide la matriz inorganica que consta de

cristales de fosfatos y carbonato calcico [4].

Las fibras colagenas que contiene el osteoide, estan unidas unas con otras
mediante matriz amorfa y glicoproteinas que, en conjunto, tienen propiedades
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cementantes y forman laminas trabeculares. Es en dicho conjunto en donde se

depositan las sales de calcio como cristales de hidroxiapatita [4].

Osteocitos: Son osteoblastos que se encuentran en las lagunas Oseas, las cuales
son cavidades dentro de la matriz 6sea calcificada. Los osteocitos se mantienen
juntos unos con otros a lo largo de la matriz 6sea a través de los canaliculos éseos
[4].

Osteoclastos: Generalmente son células grandes, las cuales se ha reportado que
pueden poseer hasta 50 nucleos y que ademas tienen un citoplasma ligeramente
acido. Los osteoclastos se encuentran en la superficie interna de los huesos densos

o de las trabéculas 6seas[4].

Las funciones principales de los osteoclastos son el reabsorber el tejido éseo para
moldearlo o para extraer calcio cuando es requerido por el organismo. Estas sales
de calcio son indispensables para diversas funciones entra las que podemos
mencionar la contraccion muscular de tejido voluntario o el corazén y en procesos

como la coagulacion [4].

De manera general, podemos decir que el hueso constituido por dos componentes

principales:

a. Matriz 6sea: Es la unidon de una parte organica y una parte inorganica.
b. Matriz organica: Esta formada por matriz amorfa y matriz fibrilar.

Matriz amorfa: Se conforma por glucosaminoglicanos, proteoglicanos,
glicoproteinas y algunos agentes de adhesion tales como lo son la osteocalcina,
osteopontina y osteonectina. Esta ultima actua como adherente entre las fibras
colagenas y los cristales de hidroxiapatita, la osteocalcina es precursora del
dep0sito de sales de calcio en las fibras colagena, de ahi proviene su nombre y por
ultimo la osteopontina relaciona las células del tejido 6seo a la matriz ésea; la

sintesis de estas ultimas proteinas esta estimulada por la vitamina D [4].
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Matriz fibrilar: Esta constituida por fibras colagenas tipo |, por eso es matriz fibrilar.
Contiene a la enzima fosfatasa alcalina, la cual se encarga de extraer las sales
calcicas de los vasos sanguineos vecinos a los centros de osificacion y calcificacion,

depositandolas en las estriaciones de las fibras colagenas [4].

1.4. Mineralizaciéon del hueso por cristalizacion de hidroxiapatita
Ca10(P0O4)6(0OH)2

La formacion de los cristales de hidroxiapatita es de los primeros pasos en la
formacion del tejido 6seo, ocurre después de tener una matriz polimérica organica
como es el caso de las fibras de Colageno [5], las cuales se utilizan como templete
para la nucleacién de los cristales [6]; con base en esto, llega el interés de generar
un andamio organico formado principalmente de fibras de colageno el cual pueda
fungir como reemplazo del tejido dafiado y sobre este andamio se pueda comenzar

la regeneracion de tejido nuevo.

El colageno es uno de los materiales frecuentemente utilizados en el campo de la
medicina y la ingenieria de tejidos, ya sea para tratar dafos o afecciones quimico-
mecanicos en diferentes zonas del organismo, debido a su gran biocompatibilidad
y capacidad para reducir los tiempos en el proceso de cicatrizacion de una herida.
El colageno es una proteina estructural y constituye aproximadamente una tercera
parte de las proteinas presentes en el organismo de un mamifero; principalmente
funciona como proteina estructural y de soporte (con anterioridad se menciono su
funcién en la sintesis de nuevo tejido) ya que es un componente vital de la matriz
extracelular. Existen aproximadamente 16 tipos de colageno presentes en el
humano, siendo el colageno tipo I, Il y lll los mas abundantes. El colageno tipo | se
encuentra principalmente en el hueso, por eso la importancia de obtener el templete
de este tipo de proteina. Tanto el I, Il o Il tienen la misma configuracién espacial, la
cual consta de una triple hélice en su estructura molecular y a su vez, cada una de
estas hélices esta formada por el enrollamiento de 3 cadenas unidas entre si.
Recordemos que una de las funciones principales de el colageno tipo | (o bien de
las fibras colageno tipo I) es brindar estructura y soporte al tejido, esta resistencia
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se obtiene debido a las uniones intra y extramoleculares que presentan las cadenas

unidas entre si, dando origen a la estructura tridimensional del colageno [7].
1.4.1. Etapa de nucleacion:

Es el proceso por el cual el cristal estable se comienza a formar a partir de una fase
liquida homogénea. Es aqui donde queda definido el numero de cristales ya que en
la etapa de crecimiento el material en solucion se va depositando sobre los nucleos
ya formados, y dependiendo del grado de sobresaturacién (en el caso de sales
inorganicas, cuando la solubilidad del soluto aumenta considerablemente en funcién
de la temperatura), mayor saturaciéon equivale a menor tamafo de los cristales
debido a que hay un espaciamiento sumamente pequefio entre ellos, lo que les
impide crecer desbordantemente [6].

1.5. Estructura microscopica del tejido 6seo
a) Hueso esponjoso o trabecular:

Esta parte del hueso esta constituido segmentos llamados trabéculas, estas
trabéculas son las responsables de la estructura tridimensional del hueso, debido a
las laminillas 6seas que las forman [4][8].

La estructura trabecular esta canalizada paralelamente a los indicios de presién o a
la fuerza que se aplica en articulaciones. Si recordamos los segmentos del hueso:
epifisis, diafisis y metafisis, podemos relacionar la presencia de este tipo de hueso
(esponjoso) con la resistencia mecanica, debido a la estructura trabecular que
contiene poco material y peso ligero, pero gracias a ese arreglo dimensional le

confiere una gran resistencia a esfuerzos en dicha zona [4].

Entre estas estructuras trabeculares se encuentra la medula 6sea, tanto la medula
O0sea hematopoyética (también conocida como roja) y la amarilla, esta ultima se

encuentra conformada por células almacenadoras de lipidos.
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La estructura trabecular tiene acoplado una gran cantidad de vasos sanguineos los
cuales son responsables de aportar los nutrientes necesarios a las células

presentes en la medula 6sea [4].

Collagen
triple helix

a
U .
5 Hydroxyapatite
crystals

Bone-marow
stem cell

Extracellular
bone matrix

Figura 3. Representacion esquematica del proceso de cristalizacién en el tejido 6seo, comenzando
con un templete de colageno (triple hélice) donde posteriormente se incorporan las células madre de
la medula 6sea, convirtiéndose asi en células formadoras de hueso: osteoblasto [6].

a) Hueso denso:

A diferencia del hueso esponjoso, en este tipo las laminillas 6seas se orientan de
forma circular alrededor del llamado conducto de Havers; este conducto posee una
pequefia cantidad de tejido conectivo como algunos vasos sanguineos y una
pequena concentracion de células. Estas estructuras de Havers también reciben el

nombre de osteonas [4].



1.6.Dainos y afecciones al tejido
1.6.1. Fracturas

Uno de los problemas mas comunes que afectan al tejido 6seo son las fracturas.
Una fractura es la falta de continuidad del tejido 6seo en cualquier hueso del cuerpo,
esta se produce a consecuencia de un esfuerzo excesivo que supera la resistencia
del hueso, es decir es la consecuencia de una sobrecarga, la cual se produce en
milisegundos. Una fractura, se da también en persona con problemas de
osteoporosis, en los cuales la densidad ésea (tanto en la fase mineral como la fase

organica) se ve disminuida y compromete la resistencia de este.
1.6.2. Cancer 6seo

Otra de las afecciones a los huesos, son los tumores 6seos, los cuales hay de
diferentes tipos, pudiendo originarse en cualquier tipo de tejido 6seo.

El cancer de hueso es un tumor 6éseo maligno (canceroso) que destruye el tejido
normal del hueso. No todos los tumores de hueso son malignos, de hecho, los
tumores 6seos benignos (no cancerosos) son mas comunes que los tumores
malignos. Tanto los tumores 6seos malignos como los benignos pueden crecer y
comprimir el tejido 6seo sano, pero los tumores benignos no se diseminan, no

destruyen el tejido éseo y rara vez ponen la vida en peligro.

Los tumores malignos que empiezan en el tejido éseo se denominan cancer 6seo
primario. El cancer que se disemina (metastasis) al tejido éseo proveniente de otros
tipos de cancer (mama, préstata, pulmonar), recibe el nombre del 6rgano o tejido en
el cual se origind el tipo de afeccion, es dafio al hueso conocido como cancer
osteolitico. El cancer dseo primario es mucho menos comun que el cancer que se

disemina a los huesos.
Los tipos comunes de cancer 6seo primario incluyen:

I. Osteosarcoma: Se origina del tejido osteoide en el hueso. Este tumor ocurre

mas frecuentemente en la rodilla y en la parte superior del brazo.
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Condrosarcoma: Se origina en el tejido cartilaginoso. ocurre con mayor

frecuencia en la pelvis en la parte superior de la pierna y en el hombro.

[I. Los tumores de la familia del sarcoma de Ewing (Ewing Sarcoma Family of
Tumors, ESFT), los cuales suelen originarse en el hueso, aunque pueden
también originarse en el tejido blando. Se cree que los ESFT se origina a
partir de elementos de tejidos nervioso inmaduro en el hueso o en el tejido
blando, ocurren con mayor frecuencia a lo largo de la columna vertebral

pelvis, piernas y los brazos.
[ll.  Elosteosarcoma ocurre con mayor frecuencia entre los 10 y 19 afios de edad.

IV.  El condrosarcoma ocurre principalmente en adultos mayores de 40 afios. El

riesgo aumenta a medida que la persona envejece.

V. Los ESFT ocurren con mayor frecuencia en nifios y adolescentes menores
de 19 afos de edad y afecta con mas frecuencia a los nifios que a las nifias

Aunque el cancer de hueso no tiene una causa claramente definida, se han

identificado varios factores que aumentan la posibilidad de padecer estos tumores.

El osteosarcoma ocurre con mayor frecuencia en personas que han recibido altas
dosis de radioterapia externa o tratamientos con ciertos farmacos anticancerosos;

especialmente infantes.

El diagnostico de este padecimiento se hace con base en la historia clinica y
estudios diagnodsticos como:

Rayos X.

Gammagrafia 6sea

Tomografia computarizada (TC)

Resonancia magnética (Magnetic Resonance Imaging) MRI

o s~ e bh -

Tomografia por emision de positrones PET (Positron Emission
Tomography) por sus siglas en ingles.

6. El angiograma
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7. Biopsia
8. Analisis de sangre

Aunque existen grandes avances en diagnostico, técnicas quirurgicas, asi como los
tratamientos pre y pos-operativos de afecciones al tejido 6seo; no existe una
estrategia universal que ayude a regenerar y sustituir el material implantado, por
tejido nuevo. El procedimiento para alcanzar la meta es largo y antes de pasar a los
ensayos in vivo y posteriormente a ensayos preclinicos, los ensayos in vitro son el
primer paso a seguir, para determinar la interaccion célula-biomaterial y predecir

sus futuras aplicaciones.
1.7.Cultivo celular

Una manera de experimentar la accion de diferentes factores sobre las células y los
tejidos consiste en aislarlos de los organismos vivos en que se encuentran y
colocarlos en un medio de cultivo donde proliferan (cultivo celular). Es el estudio in
vitro, que completa el estudio in vivo tradicional. Los cultivos se realizan sobre la
superficie de una capa de plastico sobre la que pueden crecer las células. Sobre
esta capa se anaden diversos elementos necesarios para que las células se
desarrollen, tales como componentes de la matriz extracelular, aminoacidos,
vitaminas, sales minerales y diversas sustancias como factores de crecimiento.
Como los diferentes tipos celulares tienen necesidades nutritivas diferentes, los

elementos del medio de cultivo varian dependiendo del tipo celular [5].

El tipo de cultivo celular utilizado en el presente trabajo es el cultivo en monocapa
(un tipo de cultivo primario), el cual se basa en que las células crezcan adheridas
sobre un soporte solido regularmente plastico o vidrio. El anclaje es necesario para
la proliferacion celular y es el método que se utiliza mas cotidianamente con la
excepcion de las células hematopoyéticas (célula con capacidad de transformarse
en todos los tipos de células sanguineas).

Las técnicas de cultivo celular en presencia de polimeros tienen un gran campo de
aplicacidon en ensayos clinicos y terapia. Las células del cultivo necesitan adherirse

a una superficie en la cual puedan proliferar y llevar a cabo las funciones para las
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cuales se realiza el ensayo [9], el probar materiales como andamios de origen
organico pueden conferir cierto nivel de biocompatibilidad generando una buena
respuesta de proliferacion en el cultivo, generando gran confluencia en la zona

donde se encuentre dicho andamio.
1.7.1. Adhesioén celular:

La mayoria de las células en cultivo, provenientes de tejidos solidos, crecen en
monocapa, adheridas a una superficie y después de subcultivar (transferir células
de un recipiente a otro), requieren volver a adherirse al sustrato antes de proliferar.
A su vez, antes de adherirse deben secretar proteinas de MEC (Matriz extra celular)
y proteoglicanos. Las células cuentan con receptores de superficie especificos para
moléculas en la MEC. Normalmente, las células epiteliales aparte de depender de
la adhesion a la superficie, también lo son en las adhesiones intercelulares, es por
esto que cuando se cultivan en una baja densidad, crecen en forma de parches,

puesto que les permite formar uniones de célula con célula [10].
Existen 3 principales tipos de proteinas transmembranales de adhesion:

1. CAMs (Moléculas de adhesion calcio dependientes) por sus siglas en inglés
y cadherinas (Calcio dependientes) ambas participan en interacciones entre
células homologas.

2. Integrinas. Participan en las interacciones que se llevan a cabo entre la célula
y un sustrato tales como receptores para fibronectina, laminina y colageno.

Son heterodimeros y su dominio extracelular es muy polimérfico.

3. Proteoglicanos: Participan en interacciones que se llevan a cabo entre la
célula y un sustrato a través de dominios diferentes a las integrinas. Pueden
ser receptores de factores de crecimiento de baja afinidad y también pueden
estabilizar al factor a su receptor de alta afinidad.

Las proteinas transmembranales de adhesion son el motivo por el cual, para

subcultivar células en monocapa, se requiera de proteasas (en el caso del presente
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trabajo se utiliza Tripsina), ademas de las proteasas también se suele agregar un
agente quelante (sustancia que forma complejos fuertes con iones de metales
pesados) como el EDTA (Acido etilendiaminotetraacetico) ya que muchas de esas
moléculas de adhesion dependen del calcio [10].

Un cultivo primario es muy sensible e inestable, ya que las células que lo constituyen
se estan modificando continuamente para adaptarse, por lo que no son poblaciones
homogéneas.

Una vez que el cultivo alcanza la confluencia, es decir, cuando comienzan a formar
aglomeraciones, las células cuyo crecimiento es sensible a la inhibicion por contacto
dejaran de dividirse mientras que cualquier célula que haya sufrido transformacion
tender a proliferar aun mas. Es importante mantener la densidad celular baja (una
manera es realizando sub-cultivos frecuentes) ya que una densidad celular baja

ayuda a preservar el fenotipo normal.

Algunas funciones muy especializadas se expresan fuertemente en el cultivo
primario, particularmente cuando se llega a la confluencia y en ese momento ocurre

la semejanza morfolégica mas cercana al tejido progenitor [10].
1.7.2. Ventajas del cultivo celular:

Una gran ventaja en el desarrollo de un cultivo celular es que se pueden controlar
las condiciones fisico-quimicas tales como pH, temperatura, presion osmdtica,
presidn parcial de oxigeno y dioxido de carbono. También se pueden mantener
controlados los aspectos fisioldgicos, tales como hormonas, factores de
crecimiento, densidad celular entre otros. Para algunas lineas celulares se han
establecido medios definidos los cuales se conoce a detalle su funcidén en el
desarrollo del cultivo.

Otra gran ventaja de un cultivo celular es la caracterizacion y homogeneidad de la
muestra. Una muestra de tejido es siempre heterogénea, sin embargo, al cabo de
uno o dos pases, las lineas celulares cultivadas son homogéneas, es decir, su

morfologia y su composicion son uniformes. La presion selectiva de las condiciones
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de cultivo da lugar a un cultivo homogéneo del tipo celular mas vigoroso. A partir de
ese momento se pueden obtener replicas idénticas en cada sub-cultivo y las
caracteristicas de la linea celular se conservan durante varias generaciones o de
forma indefinida si la linea celular se conserva en nitrogeno liquido. Otra ventaja
que ofrecen es el monitoreo de su actividad metabdlica por técnicas
espectrofotométricas con una sensibilidad muy alta y una gran exactitud, lo que
facilita el tratamiento estadistico de los resultados.

1.7.3. Espectrofotometria como herramienta en cultivo celular

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) es una de las técnicas mas populares
y mas utilizadas en el campo de la quimica y bioquimica. Esta técnica funciona
pasando un haz de luz a través de una muestra que se encuentra en un recipiente
transparente (permitiendo el paso de luz) y se mide la transmitancia de la luz
respecto a la muestra. A partir de la transmitancia (T), se puede calcular la
absorbancia (A) utilizando el logaritmo negativo de T, de modo que A=-log(T).
Esta técnica se utiliza de manera cualitativa para determinar la existencia de una
molécula o compuesto a partir de la coincidencia con su espectro de absorbancia
ya que la cantidad de esta ultima a cierta longitud de onda se debe a la estructura

quimica de la molécula.

En cultivo celular, la técnica de UV-Vis se utiliza para medir la proliferacion del
cultivo o bien, para determinar la existencia de ciertos compuestos que

indirectamente indican la concentracion celular en el cultivo [19].

La técnica de UV-Vis también es utilizada para medir las concentraciones de
compuestos quimicos en fluidos biolégicos y alimentos en los cuales muestra
resultados para realizar un diagnostico médico o bien, para controlar las
concentraciones de quimicos en los alimentos, es por eso que es una técnica que

involucra diversas disciplinas en su aplicacion [20].

Las ventajas mencionadas anteriormente son caracteristicas técnicas convenientes

del cultivo, pero no podemos dejar de lado la parte econdomica. En los cultivos
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celulares se emplean disoluciones con una concentracion mucho menor que en el
caso del animal completo y garantiza el acceso directo de la sustancia a las células
sin que se diluya y sin que sufra ningun tipo de modificacion metabdlica. El coste de
los ensayos clinicos se reduce considerablemente y se puede hacer un mayor
numero de pruebas. También reducen los costes relacionados con la fabricacién del
posible nuevo medicamento: en lugar de fabricar cantidades del orden del gramo

basta con que se sinteticen unos cuantos miligramos.
1.7.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El avance en la ciencia nos permite el uso de técnicas como la microscopia
electronica de barrido, para el analisis y observacion de los nuevos materiales que
se desarrollan. Esta técnica utiliza electrones en vez de luz para formar una imagen,
los electrones interaccionan con la muestra colocada para asi generar una imagen
que refleja sus caracteristicas superficiales, arrojando informacion de forma, textura

y composicion.

Para llevar a cabo esta técnica es necesario que la muestra estudiada esté
compuesta por un material conductor, en caso de no contar con ello, se procede a
recubrir la muestra con un recubrimiento el cual tenga las caracteristicas de un
material conductor. En este caso se introdujo la muestra a evaporacion térmica para
ser recubierta por una ligera pelicula de oro, de tal modo que ya podia ser estudiada
[22].

1.7.5. Espectrometria de dispersion de energia (EDS)

Una de las técnicas que se emplean para el analisis quimico por SEM, es atreves
de una microsonda electronica que permite llevar a cabo este analisis tanto
cuantitativo como cualitativo. Esta técnica detecta la presencia de un compuesto o
elemento en una muestra. Para esto, se mide la energia del rayo X caracteristico
del elemento que se produce por la interaccién del haz de electrones con la muestra
en cuestion, tomando asi la referencia de la energia caracteristica del elemento del

que proviene (rayos X), relacionandolo con el elemento al que corresponde. Esta
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técnica se utiliza a menudo para corroborar la presencia de un elemento que
mediante técnicas fisicas o quimicas ha sido incorporado a la muestra. Es util en la
identificacion de 6xidos que han sido caracterizados mediante técnicas de imagen
como SEMy TEM [21].

2. Antecedentes
2.1. Tratamientos actuales para afecciones del hueso
2.1.1. Fracturas
Ademas de la estabilizacion mecanica de la fractura por medio de:
1. Inmovilizacién con férula.

2. Reduccion abierta y fijacion interna, la cual se realiza por medio de una
operacion quirurgica para reparar la fractura. Con frecuencia se utilizan
varillas de metal (Acero inoxidable o titanio), tornillos o placas para reparar

el hueso por debajo de la piel.

3. Reduccioén abierta y fijacidon externa, en este caso se requiere una operacion
quirurgica para reparar la fractura y la colocacion de un aparato para fijacion
externa del miembro fracturado, normalmente empleado en fracturas

complejas.

El tratamiento en algunos casos también puede incluir el uso de materiales para
relleno o de fijacion, como lo son los cementos 6seos como el poli-metilmetracrilato
(PMMA) [y los cementos de fosfato de calcio [11], [12].

Existen diversos dispositivos modernos que actuan mecanicamente para unir dos
secciones del tejido separadas por una fractura, estos dispositivos utilizan diversos
meétodos para mantener inmovil al tejido y asi, aproximar las partes afectadas para

lograr la mejor recuperacién posible [13].
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2.1.2. Tumores 0seos

Por otro lado, en el tratamiento de afecciones al tejido 6seo se identifican muchas

variables que hacen requerir uno u otro procedimiento.
Las opciones de tratamiento para el cancer de hueso incluyen:

» Cirugia: Siendo el método mas empleado en este tipo de afecciones, consiste
en la remocién del tumor y un poco de tejido circundante para garantizar

mayor eficacia de la intervencion.

» Quimioterapia: Es el uso de farmacos anticancerosos para eliminar las
células cancerosas, para tumores 0seos los principales tratamientos de

quimioterapia incluyen: Dactinomycin, Denosumab, Methotrexato.

» Radioterapia: También llamada terapia de radiacion es un tratamiento del
cancer que usa altas dosis de radiacién para destruir células cancerosas y
reducir tumores. En dosis bajas, la radiacion se usa en rayos-x para ver el

interior del cuerpo, como en radiografias de los dientes o huesos fracturados.

> Criocirugia: Es el uso de nitrogeno liquido para congelar y destruir las células

cancerosas.

La organizacion mundial de la salud (OMS) clasifica histolégicamente a los tumores
0seos, un ejemplo de estos (tumores) es el Osteosarcoma, el cual se divide en
tumores centrales, intramedulares y de superficie, cada uno con una gran variedad
de subtipos [14].

Grandes avances en técnicas quirurgicas, asi como los tratamientos pre y pos-
operativos de los tumores, estan haciendo posible mejorar la calidad de vida del
paciente con esta enfermedad. Uno de ellos, es la remocién quirurgica del tumor y
relleno de la cavidad obtenida con cementos 6seos, que son inyectados y que
solidifican ofreciendo un relleno biocompatible.
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2.1.3. Materiales como sustitutos 6seos

El desarrollo de los CFC (Cementos de fosfato calcico) abrié grandes expectativas,
debido a la posibilidad de utilizar un material moldeable, que se adapta
perfectamente al defecto 6seo y capaz una vez instalado de fraguar a temperatura
ambiente, los CFC son una gran ventaja a las ceramicas para la liberacién de
farmaco de forma prolongada, puesto que el medicamento puede incorporarse en
todo el espesor del cemento, afadiéndose a una de sus fases y no solo en su
superficie. [15]

Ademas de estos, uno de los principales tratamientos para una afeccion en tejido
0seo, es el inyectar PMMA dentro de la cavidad dejada [5], usandolo como relleno
en la zona donde ha sido removido o se ha perdido el tejido [12] sin embargo, Mathis

M. John, menciona algunos de los problemas al utilizar esta técnica, tales como:

Fugas del material de relleno, donde en el caso de fracturas por osteoporosis las
complicaciones representan menos del 1%, pero esto incrementa de 2 a 5% cuando

se trata de un tumor metastasico osteolitico [12].

Las complicaciones asociadas a fugas del material de relleno (PMMA), por ejemplo,
en el tratamiento de vertebras colapsadas, puede generar una compresion y/o
efectos embdlicos en las estructuras adyacentes. En estos tratamientos, los casos
de fugas se presentan entre 5 y 15% de los casos aproximadamente, pudiendo
comprometer al tejido pulmonar o incluso ocasionar la muerte en el 25% de los
casos en que se aplica un relleno relativamente grande, la fuga puede ir hacia el
espacio del disco ocasionando que la vértebra adyacente colapse, el dafio mas
severo de una fuga, menciona Mathis, ocurre localmente irritando el nervio

adyacente [12].

Por otro lado, se sabe que la tasa de complicaciones cardiacas después de haber
administrado una inyeccion de un cemento éseo como los de PMMA va aumentando
con el tiempo a medida que la poblacidn que recibe estas intervenciones, envejece
[16].
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Ang T.H. et al. Mencionan en cementos 0seos acrilicos modificados con
hidroxiapatita para implantes [17] la importancia de este material debido a sus
excelentes propiedades mecanicas y su alta biocompatibilidad. Al colocar un
cemento 0seo se esta sustituyendo por hueso que ocupaba anteriormente esa zona.
El material le confiere estructura y rigidez a la zona dafiada mas no ofrece la
formacion de un tejido nuevo por el mismo organismo, sino que sirve solamente

como relleno [17].

El andamio obtenido en el presente trabajo brinda una base para la formacion de un
nuevo tejido, que el mismo organismo a través de las células formadoras de hueso,
sintetiza gracias al templete de colageno colocado; no solo se esta remediando el
problema de la ausencia del tejido por algun padecimiento, sino que se esta

impulsando la regeneracion del mismo.

En un estudio reciente [18] mencionan las caracteristicas que hacen del colageno
un material biocompatible y viable para el uso de andamios de este tipo en sectores
como agricultura y medicina. Un andamio de colageno es un material que puede ser
utilizado como un templete mediante células generadoras de un tejido debido a las
altas concentraciones de esta proteina en el cuerpo, es decir; un material que funja

como un primer e indispensable paso en la sintesis de nuevo tejido [18].
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3. Planteamiento del problema

Con estos antecedentes, se evidencia la necesidad de buscar alternativas a
tratamientos para afecciones O&seas, evitando las complicaciones o efectos
secundarios de los tratamientos convencionales, buscando un sustituto éseo que
tenga la estructura tridimensional del hueso a sustituir, que este compuesto por
materiales biocompatibles, biodegradables y que sirvan como centros de
enucleacion de la fase mineral del tejido 6seo.

4. Hipoétesis

Mediante la desmineralizacion de tejido 6seo se puede obtener una matriz organica
de colageno tipo | que funja de templete para formacion de nuevo tejido éseo y que

al mismo tiempo permita la incorporacion de nanoparticulas biocompatibles.
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5. Objetivos
5.1.Objetivo general:

Desarrollar un andamio celular formado por una matriz de colageno el cual permita

incorporar nanoparticulas biocompatibles, que puedan fungir como nanovehiculos.

5.2.Objetivos especificos:

e Obtencion de matriz organica mediante desmineralizacion del tejido 6seo por
medios acidos.

e Integracion de nanoparticulas al andamio celular tridimensional de colageno
tipo 1.

e Obtener el andamio colageno-nanoparticula.

e Realizar los ensayos de Inmunogenicidad, viabilidad celular y fagocitosis con
células Raw Blue (macréfagos murinos).
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6. Materiales y reactivos

» Ultracentrifuga Beckman Couture
» Centrifuga Thermo Multifuge X1R
» Zetasizer Nano de Malvern Instruments
» Agitador rotativo minilab roller.
» Campana de bioseguridad numero 2
» Espectrofotometro para placa multipozo a longitud de onda variable Thermo
Fisher Scientific.
» Incubadora 37 grados C. con atmosfera de diéxido de carbono.
» Placa multipozo 96,48.
» Tubo eppendorf 1.5 mL.
» Cultivo de células RAW-blue

» AlamarBlue™ (Resazurina) InvitroGen

» Sulfonamida y NED (Reaccion de Griess)
» DMSO (Dimetil sulfoxido) como control.

» Acidos: acido clorhidrico, acido sulfarico, acido fosférico en concentraciones de
0.1-1 M

> Acetato sodico

A\

Particulas Sigma-Aldrich TiO2 de estructura Octaedrita (anatasa) 99% de
pureza.

Camara de Neubauer
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

RAW-BlueTM Cells

vV V V V

QUANTI-Blue™ InvivoGen
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Metodologia
Obtencidn de la matriz de colageno

El primer paso fue la obtencién del andamio de Colageno tipo | por lo que se llevé a
cabo el siguiente procedimiento:

Para comenzar con la obtencién de la matriz de colageno tipo I, se tomé un
segmento de un fémur bovino, este se cortd en trozos de aproximadamente 0.5 cm
de lado. Este paso se realizé de esta manera para tener muestras pequefas donde
los posteriores tratamientos quimicos pudieran causar un mayor efecto ya que

habria mas superficie expuesta donde pudiesen penetrar los reactivos.

Figura 4. Imagen (a) de la seccion de fémur utilizado para obtener los pequefios segmentos de 3x3
cm. En la imagen (b) se aprecia el segmento transversal de la diafisis del tejido.

Ya que se tuvieron las muestras del tamafo deseado, se les afiadieron los solventes
requeridos para la eliminacion de grasas y materias residuales, utilizando Metanol
y Cloroformo (50% v/v) y se coloc en sonicacién constante durante lapsos de 20
minutos monitoreando el avance de la eliminacién de materias grasas y residuales.
El cambio de solucion de metanol-cloroformo (50% v/v) se cambia de manera
constante dependiendo del avance en la limpieza de las muestras, se deduce a
simple vista dependiendo de la turbidez de la solucion en la que se encuentren;
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cuando la solucién permanece aun transparente después del lapso de sonicacion,
se procede a cambiar de reactivos, los reactivos que se utilizaran cuando esto
suceda seran: Acetato de sodio, Acido clorhidrico, Acido sulfarico y Acido fosférico
para comenzar con la desmineralizacion de la muestra. Se afiaden los reactivos a
diferentes concentraciones desde 0.01M. hasta 1M. dependiendo del avance que
tengan en la desmineralizacion de las fibras de colageno. Ya que los acidos vy el
acetato sodico muestren que esta bajando la efectividad en la desmineralizacion (se
observa cada vez menos turbidez en la solucion) lo que se hace es aumentar
gradualmente las concentraciones de los reactivos utilizados (se opté por aumentar
de 0.01M a 0.1M y observar el avance de la desmineralizacion, dependiendo de la

efectividad sin dafar la muestra se aumentaba o disminuia la concentracion).

Una vez obtenido el andamio solo de colageno tipo |, se sometié a un proceso de
deshidratacion con diferentes concentraciones de etanol, la cual se llevdé a cabo
aumentando la concentracion en intervalos de 60 minutos, hasta llegar al etanol

absoluto, tal y como se muestra en la figura 5.

Etanol 50% a 4 C. Etanol 60% a 4 C. Etanol 70% a 4 C.
durante 60 minutos. durante 60 minutos durante 60 minutos

Etanol 100% a 4 C.

durante 60 minutos. Etanol 90% a 4 C. Etanol 80% a 4 C.
Se realiza 3 veces durante 60 minutos durante 60 minutos
este paso.

Figura 5. Se muestra procedimiento de deshidrataciéon con diferentes concentraciones de etanol
[desde 50%(v/v) hasta 100% (v/v)].
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Una vez que las muestras salen del tratamiento con alcohol, se colocan bajo
campana de extraccion, para que por evaporacion del etanol este complete su
procesamiento de deshidratacion. Posteriormente se realiza el proceso de
evaporacion térmica de oro, sobre la superficie del andamio para observarlas por
microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés).

6.1. Estabilizacién dimensional del andamio de colageno.

La estabilizacién de la estructura tridimensional del andamio de colageno se logro
con la interaccion de quitosano y el el componente principal del andamio: el
colageno. Esto se llevo a cabo haciendo una adaptacion de los protocolos de Koyani
Ry Vazquez-Duhalt [23] en los cuales se emplea una solucion de quitosano/acido
acetico al 2% (v/v), previamente filtrada. Se colocaron los andamios de Colageno
tipo | junto con la solucion de quitosano, en en un agitador rotativo de laboratorio
durante aproximadamente 48 horas. El acido acético aparte de ayudar a disolver el
quitosano, ayuda a dejar libre los grupos amino y carboxilo (generalmente de
Glicina, Prolina e hidroxiprolina) terminal de cada molécula de colageno, con la
finalidad de tener un sitio de reaccion para unir la molécula del biopolimero a las
fibras de colageno.

6.2.Incorporacién de nanoparticulas de TiO2 al andamio.

Ademas de estabilizar el andamio de colageno, se procedié a la incorporacion
Nanoparticulas de TiO2 en su superficie, para lo cual se utilizaron particulas de 6xido
de titanio de estructura octaedrita anatasa, con dimensiones de 18-22 nm de radio

hidrodinamico, (99% de pureza de la casa U.S Research materials).

Para incorporar las nanoparticulas al andamio, los andamios fueron previamente
colocados en agitacién constante en la solucion de quitosano/acido acético durante
48 horas. Concluido este lapso, se retir6 la solucién y se afiadié una solucion nueva
a la cual se le agrego la cantidad requerida de nanoparticulas (aproximadamente
0.1 g /en 10 mL) junto con la solucion de glutaraldehido 0.1% v/v y se dejo en
agitaciéon constante con ayuda de un agitador rotativo durante dos dias a
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temperatura ambiente. La adicion del glutaraldehido es para proporcionar una mejor
adherencia a las nanoparticulas con el andamio de colageno.

Una vez concluido este periodo de tiempo, se retiraron los andamios
Colageno/quitosano/NPsTiO2, de la solucidén y se inicia el proceso de secado a
temperatura ambiente bajo campana de extraccion para evitar cualquier tipo de
contaminaciéon. Concluido el proceso de secado, se colocdé cada andamio en el
evaporador térmico para ser recubiertos con una capa de oro del mismo modo que
se explicd con anterioridad, para poder ser observados por SEM. En la tabla 2 Se
enlistan los diferentes tipos de andamio.

Andamio Coldgeno |Quitosano |Nanoparticulas de TiO:
Col v X X
Col Q v v X
Col Q TiO2 [V v v

Tabla 2. Se muestran las diferentes composiciones de andamio, la zona palomeada en cada celda
obscura indica los componentes de cada muestra.

6.3.Ensayos in vitro

Antes de comenzar con el cultivo, los andamios fueron previamente pre-hidratados
dentro de una caja multipozos de 48, durante una noche en DMEM suplementado
con 10% de suero bovino fetal (SBF) y 1% de antibiotico/antimicotico (anti/anti) a
37 ° C; a esta solucion de medio de cultivo suplementado se le conoce como medio
completo. Pasado el tiempo de incubacion, se retird el medio en el cual se colocaron
previamente, (200ul aproximadamente) y se colocé medio DMEM completo nuevo
hasta cubrir cada uno de los andamios.

Para los ensayos con células, se seleccion6 la linea celular RawBlue (InvivoGen)
es una linea establecida a partir de un tumor inducido por el virus de la leucemia
murina Abelson, las cuales son células derivadas de macrofagos de raton RAW
264.7 [24]. Estas células en un estado estable expresan una Alcalina Fosfatasa
Embrionaria Segregada (SEAP por sus siglas en ingles), gen inducible por los
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factores de transcripcion NF-kB y AP-1. Con esta linea se analizo la posible
respuesta inmune ante la presencia de un agente extrainio como lo es un material
implantado, el cual, a pesar de su presunta biocompatibilidad asociada a sus
componentes, pudiera desencadenar una respuesta no deseada.

Para garantizar la adherencia de las células a los respectivos andamios, estos se
colocaron en una placa multipozos con medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle
Medium) y se colocaron en incubadora durante una noche (12 horas
aproximadamente). Esto se realizé para que las muestras de andamios estuvieran
hidratadas y saturadas de medio de cultivo, para que una vez afadidas las células
en la concentracion conocida, estas tuvieran un mayor rango de area listo para

proliferar.

Una vez que tenemos los andamios de respectiva composicién en cada pozo (col,
Col_Q, Col_Q_TiO2por triplicado para 24, 48 y 72 horas) se siembran

aproximadamente 250,000 células.

Como controles se colocaron la misma cantidad de células en una serie de 3 pozos
sin ningun tipo de estimulo (Control positivo) y la misma cantidad de células en una
serie de 3 pozos a la cual se le agrego DMSO (Dimethyl sulfoxide por sus siglas en

inglés) al 10%.
6.3.1. Viabilidad celular

Para analizar la viabilidad y la proliferacion celular, se utilizo el reactivo Alamar Blue
™(InvitroGen)el cual es un reactivo utilizado en el ensayo de viabilidad celular que
contiene un colorante indicador permeable, que no es toxico y un poco fluorescente
llamado resazurina (figura 6). La resazurina fue introducida en las técnicas de
cultivos como un indicador de viabilidad celular no toxica, lo cual es util para
monitorear la proliferacion celular y la citotoxicidad, el cual es un compuesto rosado
y fluorescente y en segunda instancia se transforma a dihidroresosurifina, que es
un compuesto incoloro y que no muestra fluorescencia, estos procesos se asocian

principalmente con la mitocondria celular, por lo que una conversion de Resazurina
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a los compuestos mencionados, nos indica una actividad mitocondrial activa, por lo

gue se puede deducir una correcta proliferacion celular [25].

Alamar Blue es una alternativa no toxica que puede ser utilizado en lugar del
reactivo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenilo). —bromuro de trazolio (O Brien
et al. 2000) comunmente usado en el cultivo. Este reactivo (Alamar Blue) mide
cuantitativamente la proliferacion en células ya sean humanas, animales y/o
bacterias, es util para los ensayos de viabilidad y la determinacién de citotoxicidad

in vitro asi como para el monitoreo del crecimiento celular.

Resazurina es utilizada en una amplia variedad de ensayos para medir la
proliferacion que va desde el cultivo de células de mamifero, hasta la medicion en

cultivos bacterianos que afectan al humano [26].

Incubate

' | V\ '
at37°C ~ NS

—_— Measure Fluorescence
(Ex 530-560nm / Em 590nm)
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Measure Absorbance
(570nm and 600nm)

—

S
uy LN
ey o

Tuy

Add alamarBlue®
(10% volume of culture in well)

Figura 6. Representacion esquematica del procedimiento utilizado con Alamar Blue. (Obtenida del
sitio web de Bio-rad instruments).

Para determinar la viabilidad y proliferacion celular de las células Raw Blue sobre
los diferentes andamios (por triplicado), estas se incubaron por 24, 48 y 72 horas.
Una vez pasado del tiempo de incubacion correspondiente, se retird el medio de
cada pozo (24,48 y 72 horas.) y se afaden 100 yuL de medio con 10% de Alamar
Blue (Rezasurina) y se dejo incubar a 37 grados C. por 4 horas. Pasado el tiempo
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de incubacion se midio la absorbancia a 570 y 600 nm de longitud de onda en

espectrofotometro para placa multipozos.
6.3.2. Fagocitosis (Reaccién de Griess)

La reaccion de Griess consiste en la diazotizacion (proceso quimico mediante el
cual una amina aromatica primaria rompe su cadena ciclica para convertirse en un
compuesto diazonio) que ocurre en dos pasos. Primero los nitritos acidificados
producen un agente nitrosido que reacciona con el acido sulfanilico para producir el
ion diazonio. El siguiente paso de la reaccion es cuando el ion diazionio se aparea
con N-(1-naftil) etilendiamina para formar el cromoforo azo derivado que absorbe a
540 nm (longitud de onda requerida en el espectrofotometro para medir la
concentracion de nitritos en la solucién)[27]. La reaccién de Griess nos indica la
concentracion de nitritos en cada pozo de la placa en donde se encuentran las
células con una muestra de andamio, una alta concentracion de nitritos (NO2) en
comparacion al control positivo, podria ser indicio de una respuesta inmune
desencadenada por la presencia de un agente externo posiblemente infeccioso

como lo es la muestra de andamio en el cultivo.

Una vez pasados los tiempos de incubacidon correspondientes, se retiraron 50 uL de
cada pozo de la placa de 48 y se colocan en una placa multipozos de 96, para
analizar la concentracién de nitritos en el medio de cultivo por medio del reactivo
Griess. A temperatura ambiente y en medio no estéril, se colocan 50 uyL de
Sulfonamida.

Colocado el volumen requerido de Sulfonamida se deja incubar a temperatura
ambiente cubierto de cualquier fuente de iluminacion, por 10 minutos dejando que
ocurra la reaccion correspondiente (en donde los nitritos forman una sal de diazonio)
y posteriormente se afiade el reactivo NED (N-1-naftiletiiendiamina) dejandolo
incubar durante otros 10 minutos en las mismas condiciones. Transcurrido este

lapso de tiempo, se midi6 la absorbancia a 540 nm en un espectrofotdmetro

36



6.3.3. Ensayo de Inmunogenicidad

El ensayo de inmunogenicidad consiste en la determinacion de este ensayo requiere
que las muestras hayan sido incubadas previamente por espacio de 12 a 18 horas.
Una vez pasado el tiempo de incubacién se colocan 50 uyL del sobrenadante de
cada muestra en una placa multipozos de 96 y se adicionan150 pL del reactivo
QUANTI-Blue™, se incubaron por espacio de 60 minutos y se midio la absorbancia
a 650 nm en el espectrofotometro. El reactivo QUANTI-Blue™ (InvivoGen®) esta
disefiado para detectar los niveles de fosfatasa alcalina embrionaria (SEAP) por sus
siglas en inglés [15], en muestras biologicas ya sean sobrenadantes celulares o
plasmas de raton; esta ultima es la utilizada como indicador en el presente trabajo
de tesis. La activacion de la via de sefalizacion conduce a la translocacion del factor
de transcripcion, y su union al elemento de respuesta, induce la produccién de la
proteina indicadora (SEAP), la que se midio usando un espectrofotometro desde tan

solo 15-30 minutos tras la incubacion de las muestras con el reactivo.
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7. Resultados
7.1.0btencion del andamio

El primer objetivo del trabajo, fue el obtener los andamios de colageno tipo1
provenientes de segmentos de hueso esponjoso bovino. En la figura 7 (a) se aprecia
un segmento con medidas de 3x3 cm aproximadamente, las cuales fueron utilizados

para someterlos al tratamiento por medios acidos.

En la parte superior del bloque, se puede apreciar un borde mas continuo y liso el
cual corresponde a la cortical que rodea al hueso esponjoso. Es importante
remarcar que esta parte fue eliminada de varios bloques, con ayuda de un bisturi,
una vez que alcanzaban una desmineralizacion adecuada para retirarlo sin dafar la

estructura de colageno.

Como primera caracteristica del andamio observamos que el bloque obtenido es un
andamio tridimensional resiliente ya que se comprobd que este mantenia su
estructura tridimensional. En la imagen 7-a, se observa la porosidad y estructura
tridimensional obtenida después del proceso de descelularizacion vy
desmineralizacion del bloque mientras que en la 7-b se muestra la flexibilidad y

facilidad con la que este es manipulado y como retoma su forma.

Una vez concluida la fase de desmineralizacion, se procedié a la incorporacion de
las NPs de Titanio, para lo cual se utilizé una solucidén de quitosano/acido acético al
2% (v/v) y glutaraldehido como agente entrecruzante, tal y como se describio en la
metodologia.

Una vez obtenido el andamio, se procedid a su observacion por Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM) por sus siglas en ingles.

38



Figura 7. En la imagen (a) se muestra la estructura de colageno tipo | después de la
desmineralizacion por medios acidos. En la imagen (b) se muestra la compresibilidad de la estructura
obtenida, demostrando asi el modo en que se mantiene la estructura de hueso esponjoso una vez
desmineralizado el andamio. Fotografia tomada con una amplificacion 2X.

7.2.Caracterizacion de los andamios.

La figura 9 se compone de las imagenes obtenidas por SEM. La imagen (a) muestra
al andamio de colagena entrecruzado con quitosano utilizando glutaraldehido 0.1M.
lo cual le confiere la conservacion de la estructura trabecular del tejido esponjoso
aun a escala microscopica (escala de 800 micrometros mostrada en la figura). En
la imagen b se observa un andamio C en el cual no se pueden diferenciar los poros
ya que este no pudo mantener la tridimensionalidad y la estructura trabecular
original del tejido esponjoso. Con esta comparacion podemos deducir que el
andamio C_Q debido al entrecruzamiento con el quitosano hace que se mantenga

la estructura de interés.

39



Figura 8. Imagenes obtenidas mediante SEM. La imagen (b) es obtenida del andamio Col_Q) y la
imagen(a) muestra el andamio de Col.

En la figura 8 se muestra una microfotografia del andamio de colageno. En la
imagen a se observa la estructura del andamio Col_Q, se notan los poros
caracteristicos de la estructura trabecular del tejido. En la imagen b se muestra el
andamio Col y se puede apreciar como a escala microscopica no se mantiene la
estructura porosa. La estructura porosa se mantiene solamente cuando al andamio

le es suministrada la solucion de acido acetico/quitosano (Col_Q).

En las imagenes de la figura 9 obtenidas mediante SEM del andamio a y ¢ muestran
como a escala microscopica (micrometros) se mantiene la estructura trabecular
caracteristica del hueso esponjoso perteneciente al tejido éseo. Mientras que en las
imagenes ¢ y d se aprecian con detalle las fibras de colageno debido a su
disposicion longitudinal y su organizacion en fasciculos continuos y que ademas
estan cubiertas de particulas irregulares, las cuales son aglomeraciones de
nanoparticulas de 6xido de titanio incorporadas a los andamios.
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Figura 9. La figura 4 esta compuesta de imagenes del andamio Col_Q_TiO2. En las imagenes ay ¢
se observa como se mantiene la estructura trabecular a escala microscopica. En las imagenes by d
podemos observar como las fibras colagenas estan saturadas por aglomeraciones de nanopatrticulas
de TiO2, lo cual se aprecia detalladamente a lo largo de la fibra en la imagen d.

Se llevé a cabo una caracterizacion mediante espectroscopia de dispersiéon de
electrones (EDS por sus siglas en inglés), del andamio de la figura anterior, en la
cual se pueden identificar los picos caracteristicos de elementos como: oxigeno y
principalmente titanio (Figura 10), elementos constituyentes del TiO., asi como oro.

En el caso de la sefal de oro (2000 KeV), esta se debe a la capa adherida por
evaporacion térmica a la superficie del andamio para facilitar la interaccion de los
electrones con el andamio. Por otro lado, es facil identificar el pico de gran
intensidad correspondiente al titanio (4500 KeV), el cual proviene de las nuestras
nanoparticulas de TiOg, lo cual nos corrobora su presencia sobre la superficie de

las fibras de colageno.
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Figura 10. Analisis mediante EDS el cual nos muestra los picos caracteristicos para Ti, O y Au a
diferentes energias, (KeV) muestra los elementos existentes en el andamio analizado.

7.3.Cultivo Celular.

En el caso de los ensayos con células, en la figura 11 se aprecia la grafica de
viabilidad celular, donde se representan las mediciones de las absorbancias para
las diferentes muestras colocadas, son similares entre ellas en los diferentes
tiempos. Sin embargo, en el caso del control positivo podemos ver que a 24 horas
la absorbancia presenta un valor mas alto que las muestras experimentales. En el
control negativo (C-) no se distingue una diferencia en absorbancia considerable
hasta la tercera medicidén a 72 horas

Por otro lado, en la grafica mostrada en la figura 12 se distingue el efecto de la
presencia de los andamios en las células, por la concentracion de nitritos liberados
en el medio de cultivo en concentraciones de micromolares (uM). Se considera
como la concentracion de nitritos en las diferentes muestras (Col, Col_Q,
Col_Q_TiO2) se asemeja a la concentracion de nuestro control positivo (C+)

indicando que nuestro material no incrementa la cantidad de nitritos solubles.
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Figura 11. Grafica de viabilidad celular. Indica la absorbancia dependiendo la composicion de cada
muestra, se observa una viabilidad adecuada para todas las mediciones con andamio en
comparacion con el control positivo (C+).
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Figura 12. Representacion grafica de la concentracion de nitritos medidos en la reaccion de Griess.

Finalmente se puede apreciar en la figura 13 los resultados de una reaccion de
activacion de receptores de macréfagos tipo Toll-Like Receptors (TLR por sus siglas

en inglés) como un ensayo previo de respuesta inmune. Para este ensayo, se
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colocaron 75 ng/mL de LPS (lipo-poli-sacaridos) como control de respuesta inmune
celular y compararla con las diferentes muestras del cultivo. En la grafica se puede
observar la respuesta de los macrofagos a los LPS por una alta concentracion.
Mientras que en los pozos donde se nuestros andamios (Col, Col_Q, Col_Q_TiOz),
la absorbancia es muy semejante a las que presenta en los pozos donde se

colocaron solamente células.

QUANTI-Blue™
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Figura 13. Obtencion de absorbancias mediante el reactivo QUANTI-Blue™ [24] en el ensayo de
inmunogenicidad por activacion de receptores tipo Toll de células Raw Blue con 75 ng de LPS. Se
muestran las medidas correspondientes a los diferentes tipos de andamio analizados en este estudio,
comparados con la muestra del cultivo celular sin algun agente externo (CEL).
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8. Discusion

La gran problematica que se vive actualmente respecto a padecimientos en tejido
0seo, ha abierto paso a la investigacion y desarrollo de nuevos materiales y

procedimientos para encontrar una solucion viable y segura para la sociedad.

Las necesidades actuales de la ingenieria de tejidos requieren de un biomaterial,
con las caracteristicas tridimensionales y topograficas, que permitan el crecimiento
en su interior del tejido remanente sano para que se lleva a cabo la regeneracion
del tejido, usando como soporte el biomaterial implantado [28]. Sin embargo, no
existe un material que cumpla con todas estas funciones. Karageorgiou y
colaboradoras mencionan la relacion que existe entre la porosidad (frecuencia) y el
tamano del poro de biomateriales utilizados para regeneracion tisular, sintetizados
mediante impresion 3D. Concluyeron que la sintesis artificial de estos andamios
limita la osteogénesis debido a la periodicidad de los poros y tamafos de los
mismos, recomendando asi, que la medida del poro adecuada para llevarse a cabo
el proceso (osteogénesis) sea mayor a los 300 nm [29].

Por lo tanto, este trabajo de tesis se enfoco en obtener un andamio de colageno que
tuviera la estructura tridimensional, la porosidad con la composicién propia del
hueso, que ofrezca una estructura 6ptima para la nucleacion de cristales por las
células formadoras de hueso sobre un andamio de fibras colagenas. Este lo
pudimos lograr mediante el proceso de descelularizacion y desmineralizacion de
hueso bovino. Ademas, dada la composicion del andamio, es posible incorporar
nanoparticulas de TiO2 sobre su superficie, ofreciendo una ventaja sobre lo que se

estudia actualmente.

Mandal & Kundu [30] analizaron las propiedades de proliferacién en andamios de
fibras de seda mediante impresion 3D. Lo que observaron fue que mientras menor
es la temperatura del proceso de impresion del andamio y la adicion de fibras al
mismo, (alcanzando temperaturas de hasta -196 °C), las células tenian una mayor

movilidad entre los poros del andamio, los autores reportan un nivel de confluencia
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mayor cuando era sintetizado su andamio (seda) bajo estas condiciones. Controlar

esto puede llegar a ser complicado y costoso.

Si comparamos el procedimiento empleado en nuestro trabajo, nuestro
procedimiento se realiza a temperaturas alrededor de los 5°C, utilizado para llevar
a cabo el proceso de desmineralizacion celular. Por lo tanto, nuestro trabajo usa
proporciona un manejo mas sencillo, econémico y con alta probabilidad de éxito, en
la obtencion de un andamio con las caracteristicas necesarias para tener una buena

respuesta celular.

Si comparamos nuestro andamio con el desarrollado por Mandal y colaboradores
[30], por medio de un método de impresidén capa por capa (rapid prototyping robotic
dispensing) de quitosano y quitosano-hidroxiapatita, podemos ver que la respuesta
que obtuvieron con respecto a la interaccion entre su andamio y las células, mostro
una proliferacion celular aceptable en presencia del material. Sin embargo, al
momento de evaluar sus resultados por microscopia (una vez transcurrido el tiempo
de cultivo), notaron que en la arquitectura inicial, mostraba una contraccién de entre
el 31 y 62%. En comparacion con este dato, cabe destacar que los andamios Col,
Col_Q y Col_Q_TiO:2 obtenidos en el presente trabajo, mantienen la estructura del
hueso esponjoso trabecular aun después de su desmineralizacion por medios
acidos y las redes de fibras de colageno muestran un espaciamiento y tamafo
adecuado debido al control y optimizacion del proceso de desmineralizacion.

El procedimiento de desmineralizacion del tejido 6seo bovino comenzd con la
preparacion de los medios acidos y por planeacion respecto a las propiedades de
los materiales y equipo a utilizar, sin embargo, durante el proceso se probaron y
cambiaron varios pasos. El procedimiento para la obtencion del andamio Col, estaba
contemplado para 10 dias; sin embargo, conforme se supervisaba el avance en el
proceso, se tomaba la decision de alargar o acortar los tiempos de refrigeracion y
sonicacidn, motivo por el cual se optimizo dicho procedimiento ya que se obtuvo el

andamio Col en la mitad del tiempo esperado, 5 dias.

46



Con nuestro andamio lo que se hace es obtener el templete que las células
regeneradoras de tejido (osteoblastos) necesitan para iniciar la mineralizacién y la
sintesis de un nuevo tejido funcional ya que, por la naturaleza del material, la
osteoinduccion, osteogénesis y osteoconduccién, se veran favorecidas, estrategia
ampliamente buscada para estos tratamientos [28]. En este caso no se emplea un
sustituto artificial como los cementos de fosfatos de calcio [11], [31], nuestro
procedimiento permite ofrecer a los osteoblastos el material necesario para que se
forme de nuevo el tejido dafiado y como ventaja afiadida, este permite que con la
incorporacion de las nanoparticulas de TiO2 se obtenga un material compuesto de
colageno y nanoparticulas que pueden por un lado, proporcionando el andamiaje
para la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular como ya se ha reportado [32]
y por otro lado actuar como nanovehiculos acarreadores de farmacos en el caso de
tratamientos que afecten al hueso o moléculas que disminuyan los tiempos de
regeneracion Osea, ya que estas nanoparticulas son viables para una ser

modificadas y funcionalizadas dependiendo los requerimientos del tratamiento.

La eleccion de los materiales se debe a su ya conocida y alta biocompatibilidad [28],
[32], [33], el templete para la osteogénesis, punto importante ya que no se esta
sustituyendo un tejido por uno artificial o de relleno (tales como los cementos 6seos
de PMMA), sino que estamos obteniendo el templete necesario para que las células
formadoras de hueso puedan actuar a partir de él.

El entrecruzamiento utilizando quitosano, acido acético y glutaraldehido en sus
respectivas concentraciones permiten mantener la estructura natural trabecular de
las fibras de colageno, pero ademas, estos materiales son utilizados ya en la
industria farmacéutica [29] .El quitosano en este caso, tiene dos funciones la primera
es ayudar a monodispersar las nanoparticulas de 6xido de titanio (TiOz2), lo cual
permitiria controlar la cantidad de nanoparticulas funcionalizadas con farmaco en
un momento dado que se le desee incorporar, recordando su alta funcionalidad
como nanovehiculos, la monodispersion de estas, puede ayudar en el control de la

liberacion del farmaco o producto que estas transporten.
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A diferencia de lo que comunmente se utiliza en los andamios por impresion 3D
tales como los de ABS o PLA [5], [34]-[36], los andamios Col, Col Q y
Col_Q_TiO2no fueron sintetizados para tratar de simular o sustituir un tejido, sino
para dar pauta a la formacion de nuevo tejido a partir del templete que tiene como

base el andamio: colageno.

En la figura 14 se muestra el andamio que obtuvieron Rosenzweig D. y
colaboradores [37] sintetizados con PLA (acidopolilactico) y ABS (Acrilonitrilo
butadieno estireno). En las imagenes c,d y e,f se muestran los andamios de ABS y
PLA con una amplificacién de 4x tomada con un microscopio éptico convencional,
obtenidos por medio de la impresion 3D de Rosenzweig y colaboradores. La
comparacion del andamio Col_Q_TiO2 con los impresos en 3D mencionados, sirve
para mostrar que la obtenciéon de un andamio con porosidad periddica obtenido
mediante tratamientos fisicoquimicos permite mantener la morfologia, estructura y
tridimensionalidad a uno disefiado y sintetizado mediante una computadora con

ayuda de la impresora 3D.

Por otro lado, los resultados correspondientes al cultivo celular tales como:
viabilidad y respuesta inmune in vitro, son necesarios para analizar el
comportamiento de la célula ante un agente externo, como lo son los 3 andamios:
Col, Col_Q, Col_Q _TiOz, que, aunque son biomateriales ampliamente usados, la

diferencia en estructura y conformacion, debe ser evaluada.

Las graficas obtenidas muestran la proliferacion celular aun en los 3 andamios
obtenidos: Col, Col_Q y Col_Q_TiO2. Si comparamos la proliferacion celular entre
los 3 andamios a 24 y 48 horas, podemos concluir que aun en presencia de estos

tres materiales las células en cultivo no se ven afectadas significativamente.

Por otro lado, podemos ver que los andamios no tienen un efecto en los receptores
tipo Toll de los macréfagos y tampoco existe un efecto significativo en el proceso de
fagocitosis, ya que los resultados de QUANTI-Blue y Griess no mostraron

diferencias significativas con respecto a las células sin estimulo.
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ABS

Rosenzweig et al

PLA

Figura 14. Comparacion del andamio Col y los andamios obtenidos por Rosenzweig et al. En las
imagenes a y b se muestra el andamio Col obtenido en el presente trabajo con una amplificacion 2x.
En las imagenes c y d se muestra el andamio sintetizado con ABS con una ampliacion 4x. En las
imagenes e y f se muestra el andamio sintetizado con PLA.
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9. Conclusiones

Se obtuvo un andamio con una topografia y caracteristicas tridimensionales
exactamente iguales a las del tejido que van a sustituir, confiriendo asi una solucién

rapida al problema.

Dado la optimizacion del procedimiento este pudiera ser factible de escalamiento,

lo que abre la posibilidad de aplicacién.

La incorporacion del TiOo, abre la posibilidad de utilizar esta estrategia para colocar
algun farmaco deseado directamente en el sitio requerido, controlando la dosis en

funcion de la concentracién de TiO2 por unidad de area.

Los resultados de este trabajo de tesis son el preambulo para continuar con la
investigacion en nuevos materiales para regeneracion de tejido 6seo y el uso de
nanoparticulas como acarreadoras de farmaco o moléculas especificas

funcionalizadas para un tratamiento especifico.
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