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Resumen de la tesis que presenta Areli Munive Olarte como requisito parcial para la obtencién del grado
de Maestro en Ciencias en Nanociencias con orientacién en Bionanotecnologia

Desarrollo de un nanocomposito mediante la incorporaciéon de nanomateriales en una matriz
polimérica: sintesis, caracterizacion y biocompatibilidad

Resumen aprobado por:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno Dr. Josué David Mota Morales
Codirectora de tesis Codirector de tesis

En este trabajo, se utilizaron emulsiones con una fase interna del 80%vol (HIPEs) como plantilla para
sintetizar estructuras porosas (poliHIPEs). La fase interna consistid en una mezcla eutéctica (DES) de
ChCl:2Urea. Se utilizaron 3 diferentes monémeros, metil-metacrilato (MMA), lauril-acrilato (LA) y estearil-
metacrilato (SMA) que constituyeron la fase continua, éstos se entrecruzaron con etilenglicol
dimetacrilato (EDGMA) 6 1,4-butanediol diacrilato (BDA). Se utilizd el surfactante no-idnico Cithrol™, el
cual tiene una estructura tribloque. También se adiciono el 1%P de nanohidroxiapatita (NHA) respecto a
la fase continua para co-estabilizar las HIPEs. La micro-estructura de la HIPE de MMA se observé con un
microscopio confocal. Después de la polimerizacién de las HIPEs por radicales libres, éstos se lavaron por
24h con etanol en un extractor Soxhlet. Los monolitos se secaron y sus conversiones se determinaron
gravimétricamente. Las morfologias de los poliHIPEs se estudiaron con SEM y u-CT, donde se visualizé que
los poliHIPEs tenian una estructura porosa interconectada, con tamafios de poro <15um. Para confirmar
la incorporacidon de NHA en los poliHIPEs se realizd una difraccién de rayos-X en pMMA-NHA y una
segmentacion de fases (polimérica-ceramica) en las imagenes de u-CT. Se midié el mddulo elastico vy el
esfuerzo de compresion de pMMA y pMMA-NHA. El poliHIPE con NHA mostré una reduccién =50% en
ambas mediciones. La biocompatibilidad de los poliHIPEs se evalué mediante ensayos de viabilidad y
proliferacién celular en fibroblastos humanos (HFF-1) y en osteoblastos de ratén (MCET3-E1). También se
evalud la hemocompatibilidad de los poliHIPEs. Los resultados mostraron que éstos no son citotdxicos sino
que promueven la proliferaciéon celular. No se observé una produccién significativa de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) entre los poliHIPEs con y sin NHA, tampoco con el control negativo. Por ultimo,
se determind la produccién de la fosfatasa alcalina (ALP) en MCET3-E1, a las 24h se incrementd en las
células cultivadas con los poliHIPEs, sin embargo, la cantidad de ALP fue significativa (p>0.05) comparada
con el control negativo hasta después de 120h. La sintesis de materiales porosos interconectados y
funcionalizados con NHA utilizando HIPEs como plantillas es un método prometedor en la ingenieria del
tejido dseo.

Palabras clave: DES, HIPEs, poliHIPEs, porosidad interconectada, biocompatibilidad.



Abstract of the thesis presented by Areli Munive Olarte as a partial requirement to obtain the Master of
Science degree in Nanosciences with orientation in Bionanotechnology

Development of a nanocomposite by incorporation of nanomaterials in a polymeric matrix: synthesis,
characterization and biocompatibility

Abstract approved by:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno Dr. Josué David Mota Morales
Thesis Codirector Thesis Codirector

In this work, emulsions with an internal phase of 80 vol% (HIPEs) were used as templates to synthesize
porous structures (polyHIPEs). The internal phase consisted of a deep eutectic solvent (DES) of ChCl:2Urea.
Three different monomers were used, methyl-methacrylate (MMA), lauryl-acrylate (LA) and stearyl-
methacrylate (SMA) as continuous phase, these were crosslinked with ethylene glycol dimethylacrylate
(EGDMA) or 1, 4-butanediol diacrylate (BDA). The surfactant Cithrol™, a non-ionic with a triblock structure,
was used. Also, 1wt% of NHA (nanohydroxyapatite) was added with respect to the continuous phase to
stabilize the HIPEs. The micro-structure of the HIPE of MMA was observed with a confocal microscope.
After HIPEs polimerization by free radicals, the resultant polyHIPEs were washed with ethanol in a Soxhlet
extractor for 24h. The monoliths were dried, and its conversions was determined gravimetrically. The
morphologies of the polyHIPEs were studied with SEM and p-CT, visualizing that these have an
interconnected porous structure, with pore size <15 um. To confirm the incorporation of NHA in the
polyHIPEs an X-ray diffraction was performed on pMMA-NHA and a phase segmentation (polymer-
ceramic) in the images was obtained by p-CT. The elastic modulus and crush strength of pMMA and
pPMMA-NHA was measured and a reduction =50% was observed in both measurements in polyHIPE MMA-
NHA. The biocompatibility of the polyHIPEs was evaluated through viability and cell proliferation test in
human fibroblast (HFF-1) and mouse osteoblasts (MCET3-E1). The hemocompatibility of the polyHIPEs was
also tested. The results showed that the polyHIPEs are not cytotoxic, but promote cell proliferation. No
significant production of reactive oxygen species (ROS) was observed between polyHIPEs with and without
NHA nor the negative control. Finally, the production of alkaline phosphatase (ALP) by osteoblast was
determined, at 24h of culture with the polyHIPEs it was increased, however it was significant (p>0.05)
compared to negative control only after 120 h of incubation with the cells. The synthesis of interconnected
porous materials and its functionalization with NHA using HIPEs as templates is a promising method for
bone tissue engineering.

Keywords: DES, HIPEs, polyHIPEs, interconnected porosity, biocompatibility.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Generalidades de la ingenieria de tejidos y sus aplicaciones

El dafio en los tejidos y los érganos es considerado un problema de salud; de acuerdo al Observatorio
Mundial de Donacién y Trasplantes (GODT, por sus siglas en inglés Global Observatory on Donation and
Transplantation) en 2015 se trasplantaron 126,670 érganos en todo el mundo, de los cuales 2,960 se
realizaron en México (GODT, 2017). El nimero de personas que esperan un trasplante de érgano, la
escasez de los donadores y el envejecimiento de la poblacidon han promovido el desarrollo de nuevas
tecnologias que aspiren a disminuir el nimero de trasplantes que son requeridos y puedan mitigar la
escasez de los donadores, para restaurar las funciones de los tejidos y los érganos dafiados (Womba y

Jordana 2016).

En este sentido, la ingenieria de tejidos es un drea interdisciplinaria que conjunta la fisica, la quimica, la
ingenieria de materiales y las ciencias de la vida, con la finalidad de desarrollar estructuras bioldgicas para
la reparacion parcial o total de los tejidos y los 6rganos perdidos por dafio o enfermedad (Shafiee y Atala,

2017).

Esta drea se basa en el uso de estructuras porosas fabricadas de biomateriales, células y factores de
crecimiento, llamadas tipicamente andamios celulares. Los andamios tridimensionales son sintetizados de
materiales tanto sintéticos como naturales y proveen una plataforma para la migracién y adhesion de
células en su superficie, al mimetizar las caracteristicas del tejido u drgano que se intenta reparar. Su
estructura porosa interconectada, asegura la penetracion celular y la difusién de nutrientes hacia las
células dentro del material y hacia la matriz extracelular. Ademas, permite la liberacion de productos de
desecho y subproductos de su degradacion (O’Brien, 2011). Los andamios deben ser biocompatibles y
biodegradables para evitar la necesidad de una cirugia para retirarlos, por lo tanto, su tiempo de

degradacion tiene que acoplarse con el de la formacidn del tejido nuevo (Li y Wang, 2012).

Existe una gran variedad de tejidos y érganos que se pueden beneficiar con el uso de los andamios
celulares, como lo son: el hueso, cartilago y 6rganos enteros. Hasta ahora el mayor éxito se ha alcanzado

al implantar estructuras para la regeneracién de piel, vejiga, traquea y hueso (Atala et al., 2012).



1.1.1 La ingenieria del tejido éseo

En 2015, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimo la esperanza de vida global en 71.4 afios; en
promedio se ha incrementado 39 afios en las ultimas 7 décadas. Sin embargo, la prevalencia de diferentes
discapacidades o enfermedades aumenta con la edad y solo algunos adultos mayores pueden gozar de

buena salud.

Una de las mayores causas de discapacidad de las personas mayores es la osteoporosis, una enfermedad

gue se caracteriza por la disminucion de la densidad dsea.

El hueso es un compdsito altamente estructurado que estd compuesto de fases de hidroxiapatita (HA) y
colageno. Sus principales funciones son dar el soporte y la locomocidn al cuerpo, por lo tanto, la pérdida
de la masa dsea es suficiente para causar una fractura (S6zen et al., 2016). Globalmente, en personas de
mas de 50 ainos las fracturas por osteoporosis afectan aproximadamente a una de cada tres mujeres y a
uno de cada cinco hombres (Yousefi et al., 2016). La osteoporosis y las fracturas tienen un gran impacto
en la calidad de vida y sus costos rebasan al cancer de mama y de prdéstata. De acuerdo al Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), las fracturas de cadera se incrementaron en un 24.8% de 2000 a 2006.
También, en 2006 se reportaron mas de 97 millones de ddlares en costos directos relacionados con las
fracturas de cadera (Clark et al., 2010). La manera de abordar esta enfermedad esta restringida en este

momento a farmacos y a trasplantes autografos o alégrafos (Sézen et al., 2016).

Una nueva alternativa para el tratamiento de afecciones dseas es mediante el uso de la ingenieria de
tejidos, que se basa en la comprensidn de la estructura ésea, sus propiedades mecdnicas, sus mecanismos
y remodelacién y que tiene como objetivo reparar o regenerar el hueso. Algunos principios de biologia
gue son necesarios para la ingenieria del tejido 6seo incluyen: 1) El uso de células madre pluripotenciales
o multipotentes, 2) La identificacion de genes, los factores de crecimiento y las sefiales de transduccion
qgue median la formacidon de hueso, 3) El proceso de remodelacidon dsea, 4) La importancia de las
propiedades fisicas del micro-entorno tisular, 5) Angiogénesis y neo-vascularizacién del tejido 6seo recién

formado (Amini et al., 2012).



1.2 Retos en la aplicacion de materiales convencionales en la ingenieria de tejidos

La aplicacidn de los materiales convencionales usados para la ingenieria de tejidos enfrenta muchos retos,
tales como la infeccién, la inflamacién, su biocompatibilidad, su biodegradabilidad, su vascularizacién y
con el tiempo, la pérdida gradual de las propiedades mecdnicas del implante. Hay diferentes
especificaciones y propiedades que hardn que un biomaterial sea 6ptimo para ser usado en el proceso de
formacién de un tejido, por ejemplo: i) biocompatibilidad; ii) biodegradabilidad; iii) estructura porosa 3D
y iv) propiedades mecanicas, las cuales deberan ser consistentes con el sitio anatémico en el que sera

implantado (Atala et al., 2012; Womba, 2016; Amini et al., 2012).

Para facilitar las interacciones célula-superficie del material, son importantes algunas propiedades como
el balance de hidrofilicidad/hidrofobicidad, el tamanio, la distribucién y la interconectividad de los poros
dentro del andamio. Se ha observado que la adhesién de células a biomateriales y por consiguiente su
actividad, es generalmente superior en superficies hidrofilicas. Por ejemplo, materiales como el titanio y
la hidroxiapatita (HA) son hidrofilicas, sin embargo, muchos polimeros utilizados en la ingenieria de tejidos
son hidrofdbicos (Wilson et al., 2005). Por ejemplo, la superficie de acido poli(lactico co-glicdlico) (PLGA)
es hidrofdbica, y la superficie de la agarosa es hidrofilica. Esta diferencia, modula por ejemplo el fenotipo

de las células T el cual es diferente entre estos dos biomateriales (Park et al., 2014).

La unidn covalente de proteinas adhesivas con los polimeros naturales se realiza de manera mas sencilla,
pero presentan una menor afinidad a moléculas terapéuticas. Estas moléculas que suelen utilizarse son
heparina, fibronectina, laminina y factores de crecimiento como: proteinas morfogénicas del hueso (BMPs,
por sus siglds en inglés Bone Morphogenetic Proteins), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF,
por sus siglas en inglés Vascular Endothelial Growth Factor) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF,
por sus siglds en inglés Epidermal growth factor). Algunos ejemplos de estos polimeros son: el quitosano,
el alginato, el acido hialurénico y el coldgeno (Pérez et al., 2012). Las ventajas de estos materiales

bioldgicos son su disponibilidad, relacion costo/efectividad y la escala de produccién (Wiles et al., 2016).

Otro de los retos de la ingenieria de tejido 6sea, es la produccion de andamios celulares con propiedades
mecdnicas adecuadas, principalmente para la regeneracién de cartilago o hueso. Para estos tejidos, el
biomaterial debe tener suficiente integridad mecanica para funcionar durante todo el tiempo de la
implantacién y hasta terminar el proceso de remodelacién del tejido (O’Brien, 2011), por lo tanto, las
propiedades mecdnicas del andamio deberan coincidir con las del tejido 6seo hospedero. Sin embargo, si

la porosidad del andamio es muy alta, puede inducir una pérdida gradual de su integridad mecanica. Una
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estrategia para superar este reto es combinar materiales diversos tales como cerdamicas y polimeros en la
sintesis de los andamios para crear un balance entre la fuerza y la dureza del material. Se han utilizado
diferentes polimeros para la construccidon de estos andamios, como el polimetilmetacrilato (PMMA), el
acido polilactico (PLA), el polihidroxibutirato (PHB) y la policaprolactona (PCL). La ceramica mas utilizada
es la hidroxiapatita (HA). Esta es un compuesto que se encuentra en el hueso de manera natural y su
incorporacién en andamios estructurales ha incrementado la osteoconductividad, la capacidad de que
células dseas crezcan en la superficie de un implante (Yousefi, 2016). Ademas, se ha utilizado en

combinacion con otros materiales para mejorar sus propiedades mecanicas (Nath et al., 2010).

Los requerimientos de los materiales biodegradables dependen de su uso y aplicacién futura. Los
biomateriales que se utilicen en la sintesis y los metabolitos de su degradacién no deberan tener efectos
mutagénicos, genotoxicos, carcinogénicos u otros efectos toxicos (Shafiee y Atala, 2017). Sin embargo, la

caracteristica mds importante para elegir materiales en la ingenieria de tejidos, su biocompatibilidad.

1.3 La biocompatibilidad de los andamios celulares

La biocompatibilidad se refiere a la capacidad de un material/dispositivo de desempefiar su funcion
destinada, sin provocar un efecto local o sistémico indeseable en el hospedero. Hay tres factores que
determinan la biocompatibilidad de un material especifico: i) La aplicacion en la que se desee usar, ya que
pueden existir casos en que sea necesario que el material sea reactivo con los tejidos y otros en que sea
inerte. ii) Las caracteristicas del material, aquellas que pueden influir en la respuesta del hospedero son
las siguientes: composicion del material (incluyendo el contenido de agua); topografia entre las que se
incluyen micro y nano-estructura, morfologia, macro-, micro- y nano- porosidad; cristalinidad;
propiedades eléctricas; propiedades de superficie como el balance de hidrofobicidad e hidrofilicidad (HLB);
resistencia a la corrosién para materiales metalicos; perfil de degradacion y de disolucidn; presencia de
aditivos, contaminantes, etc. iii) La situacidn en la que el material es usado, la respuesta de una estructura

puede variar dependiendo del sitio de implantacion (Williams, 2008).

En general, las respuestas celulares que un material (andamio) puede desencadenar son: efectos
citotoxicos; activacion de neutrdfilos y/o macréfagos; respuestas especificas del tejido/érgano; la

adhesidn, activacion o agregacion de plaquetas; activacion del complemento; produccion de anticuerpos;
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hipersensibilidad/anafilaxis; genotoxicidad y la formacion de tumores o teratomas (Atala et al., 2012;

Williams, 2008).

Por tanto, la biocompatibilidad en la ingenieria de tejidos se refiere a la capacidad de un andamio para
funcionar como un sustrato que promueva la actividad celular apropiada. Lo que incluye el facilitar y/o
promover sefiales moleculares y mecdnicas, con el fin de optimizar la regeneracion del tejido u érgano, sin

provocar una respuesta local o sistémica en el hospedero.

1.4 La nanotecnologia y sus aplicaciones en la ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un drea multidisciplinaria que conecta diferentes disciplinas como la
bioingenieria, la medicina, la biologia y la ciencia de materiales. En ese sentido, la nanotecnologia ofrece
soluciones a los desafios actuales que enfrenta la ingenieria de tejidos; ya que puede aportar herramientas
y nanomateriales para controlar la interaccién, localizacién, liberacién y funcionalidad de biomateriales,
células y biomoléculas; con el objetivo de crear un microambiente que guie el desempeiio del material

bioldgico a escala celular y nanométrica (Shafiee y Atala, 2017).

Los nanomateriales presentan un area superficial grande y sus propiedades fisicoquimicas se pueden
modificar con cambios en su tamafio, forma y composicién quimica. La superficie de éstos se puede
funcionalizar o recubrir con una variedad de ligandos como grupos funcionales, biomoléculas,
dendrimeros, polimeros, aptdmeros o anticuerpos. Esta funcionalizacién puede proveer especificidad en

el reconocimiento, incorporar farmacos o hacer el nanomaterial biocompatible (Eung-Sam, 2014).

Para aprovechar estas ventajas, los andamios se pueden sintetizar con una estructura y topografia
nanomeétrica con un area superficial grande que incremente el crecimiento celular y que ademads permita
el transporte de nutrientes. Su disefio puede presentar caracteristicas Unicas para imitar microambientes
especificos, con propiedades bioquimicas y mecanicas similares a los tejidos nativos. Ademas, la
funcionalizacion y topografia asi como la porosidad y el tamafio de poro pueden incrementar la adhesién,
la proliferacion y la diferenciacion de las células para la regeneracién del tejido/érgano (Li y Wang, 2012;

Kim et al., 2014).



1.5 La nanohidroxiapatita en la ingenieria de tejido dseo

Debido a la organizacién jerarquica del tejido dseo, una clave es la incorporacidn de caracteristicas a

nanoescala para replicar y mimetizar la dureza y durabilidad del hueso (Li y Wang, 2012).

Diversos nanocompuestos se han basado en la estructura sofisticada y la organizacidn jeradrquica del hueso
gue comprende fibras de coldgeno y cristales de HA. Ambos confieren rigidez y permiten la organizacion
de la matriz extracelular a diferentes magnitudes desde la escala nanométrica hasta la escala micrométrica
(Liu et al., 2016). Es por esta razén que tanto el coldgeno como la HA se han utilizado en diversos materiales

para mimetizar aquellos que se encuentran en el hueso de manera natural (Venkatesan y Kim, 2014).

Un nanomaterial importante en la ingenieria del tejido dseo es la nanohidroxiapatita (NHA); ésta tiene una
mayor darea superficial en comparacién con la HA convencional, que puede facilitar e incrementar la
adhesidn celular, su proliferacién, el depédsito de calcio y la expresién de genes osteogénicos (Venkatesan
y Kim, 2014; Liu et al., 2016). Se ha observado que tiene una alta absorcion de vitronectina, que es una
proteina que promueve la adhesién de osteoblastos (Yousefi et al., 2016). También se ha reportado que
estimula la osteoconducciéon por el reemplazo gradual de hueso después de la implantacién (Liu et al.,
2016). Ademas de los efectos celulares, se ha reportado que la NHA tiene la capacidad de inducir un bajo
perfil de expresidén de los genes involucrados en la interaccion biomaterial-célula en la linea celular de

osteoblastos MG-63, modulando asi la interaccidn de las células con el andamio (Groen et al., 2015).

1.6 Antecedentes

1.6.1 Quimica Verde

La quimica verde es el disefio de procesos y productos amigables con el medio ambiente para reducir o

eliminar la generacién de sustancias toxicas (EPA, 2017).

La quimica verde se basa en 12 principios desarrollados por Anastas y Warner en 1998 y son los siguientes:
1) prevencion, 2) economia atdomica: deberdn ser disefiados métodos sintéticos para maximizar la
incorporacién de las materias primas usados en los procesos, 3) sintesis de quimicos menos tdxicos, 4)

disefio de quimicos seguros: los productos quimicos deberan disefiarse para realizar su funcidon deseada
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pero también disminuir su toxicidad, 5) solventes auxiliares y seguros, 6) disefio para la eficiencia de
energia: minimizar la energia requerida en los procesos quimicos de acuerdo a su impacto ambiental y
econdémico, 7) utilizar materias primas renovables, 8) reducir derivativos: minimizar o reducir procesos
quimicos y fisicos innecesarios, 9) catalisis, 10) disefio para la degradacién: los productos quimicos deberan
ser disefiados para que al final de su funcidn se degraden en productos que no persistan en el ambiente,
11) prevencion de la contaminacidn por andlisis en tiempo real: metodologias analiticas para monitorear
y controlar la formaciéon de sustancias téxicas y 12) quimica segura inherente para la prevencidn de
accidentes: las sustancias utilizadas se deberan seleccionar para minimizar el potencial de causar un
accidente, incluyendo liberaciones, explosiones o incendios. Al practicar la quimica verde se crean
alternativas a sustancias téxicas, se disefian procesos quimicos para reducir y eliminar la demanda de
recursosy se crean procesos que utilicen menores cantidades de energia y que sean mas seguros para el

usuario (ACS, 2018).

Los disolventes han recibido mucha atencién debido a que se ocupan en grandes cantidades,
especialmente en la purificacidn de productos. En general, éstos no participan en la reaccion de formacién
del producto ya que no son componentes activos para la formulacidn, por lo tanto, se deberia de reducir
el uso de solventes toxicos, inflamables o que produzcan dafio al medio ambiente y a la salud humana
(Byrne et al., 2016). Desde 2007, los disolventes han sido regulados en Europa por el reglamento
denominado Registro, Evaluacién, Autorizacién y Restriccidn de sustancias quimicas (REACH, por sus siglas
en inglés Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals). Actualmente REACH ha restringido el uso
de disolventes como el metanol, benceno, ciclohexano, triclorobenceno, cloroformo y tolueno, debido a

su alto grado de toxicidad (ChemSafetyPro, 2018).

La definicion de un “disolvente verde” se basa en dos evaluaciones denominadas: 1) medio ambiente,
salud y seguridad (EHS, por sus siglas en inglés Environmental, Health and Safety) y 2) ciclo de vida (LCA,
por sus siglas en inglés Life-Cycle Assessment). La evaluacion EHS es un método para identificar los posibles
dafios de las sustancias quimicas en etapas tempranas de un proceso quimico. Las sustancias se evallan
en 9 categorias: probabilidad de liberacion, explosividad y descomposicién, toxicidad aguda, irritacidon y
toxicidad crénica, persistencia y peligro al aire y agua. El ciclo de vida de los disolventes organicos
comprende la produccién petroquimica, su uso como medio de reaccién en los procesos de produccién
guimica y el tratamiento de los residuos del disolvente. Los residuos se pueden reciclar por procesos de
destilacién o tratar en una planta incineradora de residuos (Capello, 2007). Los disolventes con una
puntuacion alta en las evaluaciones EHS y LCA deberan sustituirse por otros, mientras que los que tengan

puntuaciones bajas seran los ideales para ser utilizados en los procesos quimicos.
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El agua, es el solvente ideal porque es barato, no es téxico, no es inflamable, es renovable y seguro para
el medio ambiente y la salud humana. Sin embargo, tiene limitaciones en algunos procesos quimicos como
en la polimerizacidon que debido a su baja viscosidad y solubilidad de los mondmeros se obtienen bajas
conversiones; también, los procesos de purificacion son dificiles y costosos cuando se contamina (Alonso
et al., 2016). Es por esta razén que cada vez se trata de disminuir el uso de los disolventes organicos

convencionales y sustituirlos por otras alternativas, es asi como se empezaron a utilizar los liquidos idnicos.

1.6.2 Los liquidos iénicos

Los liquidos idnicos (ILs, por sus siglas en inglés lonic Liquids) se definieron como una mezcla de sales
organicas cuyo punto de fusién estd por debajo de los 100°C. Sin embargo, ahora se definen como

solventes que se constituyen de sdélo iones (Smith et al., 2014).

Se estima que el nimero de combinaciones posibles es 10° para mezclas binarias y 10 para terciarias

(Dong et al., 2017; Kubisa, 2009).

Los ILs se agrupan en 3 generaciones, la primera generacion de ILs se basaron en sales como
cloroaluminatos ([AICl4]), los cuales son liquidos a temperatura ambiente. La segunda generacion
reemplazé este anion sensible a la humedad por iones como tetrafluoroboratos ([BFs]’) y
hexafluorofosfatos ([PFe]’). Y en la tercera generacidon al anidn, y/o al cation se les incorpord
covalentemente un grupo funcional como parte de la estructura para tener propiedades fisicas y/o

quimicas adicionales (Rohit, 2017).

La relacién estructura-propiedad es fundamental para entender el comportamiento de los ILs, pero resulta
dificil generalizar sus propiedades. Estas pueden variar considerablemente dependiendo de la estructura

de los cationes y de los aniones (Figura 1) (Kubisa, 2009; Olivier-Bourbigou et al., 2010).
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Figura 1. Estructura quimica de cationes y aniones de ILs tipicos.(Dong et al., 2017).

Los ILs son solventes muy versatiles y sus propiedades pueden ajustarse facilmente para ser utilizados en
aplicaciones especificas. Estos se han considerado como sustitutos de solventes organicos volatiles debido
a su alta estabilidad térmica y baja volatilidad. El primer liquido idnico reportado a temperatura ambiente
fue el nitrato de etilamonio [EtNH3]*[NOs] con un punto de fusidén de 12°C. Los ILs exhiben un amplio
espectro de conductividad desde 0.1 a 20 mS/cm que puede variar por la viscosidad, el tamafio del idn, la
agregacion y la deslocalizacion de la carga idnica. También, la densidad de los ILs es mayor que la de otros
solventes organicos o que del agua, y su viscosidad es de 1 a 3 veces mas alta que la de los disolventes
convencionales (Olivier-Bourbigou et al., 2010). Debido a la alta estabilidad térmica y quimica de los ILs,
éstos se han utilizado en la quimica de polimeros debido a que moderan las reacciones al reducir el calor
producido, principalmente por las reacciones exotérmicas. Por ejempo, Vijayaraghavan et al. (2004)
evaluaron la polimerizacion térmica del estireno y el acrilonitrilo por medio de la utilizacién del liquido
idnico N-butil, N-metil pirrolidona bis (trifluorometanosulfonico) amida [P14][Tf2N]. Los resultados
mostraron que la polimerizacidn fue un proceso seguro porque se disminuyo la actividad exotérmica;
ademas se disminuyo la descomposicion exotérmica del producto, la cual es la principal fuente de gases

toxicos.

Se ha observado que, a pesar del potencial de los ILs para ser usados en reacciones quimicas, éstos pueden

reaccionar con algunos compuestos, por lo tanto, han dejado de considerarse como solventes inertes.



10

También, se ha cuestionado su baja biodegradabilidad, biocompatibilidad y sustentabilidad (Mbous et al.,

2016; Li y Row, 2016).

1.6.3 Disolventes eutécticos profundos

Los disolventes eutécticos profundos (DES, por sus siglas en inglés Deep Eutectic Solvents) surgieron como
analogos de los liquidos idnicos porque comparten muchas de sus propiedades y caracteristicas. Aunque
los términos DES e ILs se utilizan indistintamente, éstos son dos tipos diferentes de disolventes (Smith et

al., 2014).

Una mezcla eutéctica es una composicidn Unica de dos o mds sdélidos inmiscibles que sufren un cambio
completo de fase, de sdlidos a liquidos a una temperatura precisa (Figura 2). El punto eutéctico es la
temperatura de fusién minima de todo el conjunto de composiciones. Un disolvente eutéctico (DES) esta
formado por una mezcla eutéctica de dos o mas sélidos que son liquidos a temperatura ambiente (Alonso

et al., 2016).

Los DES difieren de los ILs en el proceso de formacién quimica y en la fuente de los materiales iniciales.
Los DES estan conformados por una mezcla que consiste en un aceptor de enlaces de hidrégeno (HBA),
como las sales de amonio cuaternarios y en un donador de enlaces de hidrégeno (HBD) (Tabla 1). Los DES

pueden ser especies no-idnicas, en contraste con los ILs que se forman a través de enlaces idnicos.

punto de fusidn
A
(]
L ---\"'.
2 N punto de fusidn BJ
E liguido f,,a"
o
£
= | fiquido £ N E/ iguido +
sdlido A \!/ sélido B
Punto B B :
Eutéctico l sdlido A + solido B :

100% A A 100% B

mezcla eutéctica

Figura 2. Diagrama de fase que representa una mezcla eutéctica (modificado de Alonso et al., 2016).
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Tabla 1. HBA y HBD de DESs tipicos (Smith et al., 2014; Alonso et al., 2016).

f. £ i0 DES
HBA p HBD p Relacion
°C °C molar T.f.°C
Chdcl 303 Urea 134 01:02 12
Chdl 303 Tiourea 175 01:02 69
Chcl 303 1-metil urea 93 01:02 29
1,3-dimetil
Chdl 303 102 01:02 70
urea
1,1-dimetil
Chcl 303 180 01:02 149
urea
Chcl 303 Acetamida 80 01:02 51
Chdl 303 Acido citrico 149 01:01 69
Chcl 303 Acido oxalico 190 01:01 34
Acido
Chdcl 303 , . 134 01:01 10
maldnico
Acido
Chdl 303 L. 185 01:01 71
succinico
Chcl 303 MgCl,:6H,0 116 01:01 16
Acido
. 168-170 DMU 101-104 03:07 70
tartdrico
Acido citrico 153 DMU 101-104 02:03 75
L-Carnitina 197 Urea 134 02:03 74
L-Prolina 205 Acido oxalico 190 01:01 -14.5

DMU: N,N’dimetilurea, p.f.: punto de fusién, T.f.: temperatura de fusion.

Los DES también poseen ventajas sobre los ILs en los bajos costos de preparacion, el bajo impacto

ambiental y la disponibilidad de los componentes y éstos se representan con la siguiente férmula:

Cat* XzY (1)

Donde: Cat* es un catiéon, normalmente amonio, fosfonio o sulfonio y X es una base de Lewis,
generalmente un anidn haluro. Las especies anidnicas se forman entre X y un acido (Y) de Lewis o de
Br@nsted (z se refiere al nimero de moléculas de Y que interactian con el anién). Los DES se clasifican

dependiendo de la naturaleza de los reactivos que utilizan (Smith et al., 2014).
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La mayoria de los estudios sobre DES se enfocan en las mezclas de sales cuaternarias de amonio, siendo
el cloruro de colina [HOC;H4N*(CHs)sCI] el mas usado. Las mezclas de cloruro de colina (ChCl) y urea con
una relacion 1:2 respectivamente, producen un DES descrito por Abbot et al. (2003) que tiene un punto
de congelamiento (freezing point) de 12°C. Este es considerablemente menor que el punto de fusién (p.f.)
de cualquiera de sus constituyentes (p.f. cloruro de colina=302°C y p.f. urea= 133°C) y permite que se

utilice como disolvente a temperatura ambiente.

La reduccidn significativa del punto de fusién se debe a que la urea tiene una alta capacidad para formar
enlaces de hidrégeno con los iones de cloruro (Smith et al., 2014). El punto de fusién también disminuye
cuando los atomos de uno de los componentes son pequefios y se pueden posicionar entre los espacios
intersticiales de una red formada por dtomos mds grandes, los 4tomos mas pequefios interrumpen su
patrdn cristalino porque disminuyen las fuerzas electrostaticas y en consecuencia se disminuye el punto

de fusion (Alonso et al., 2016).

Estos tipos de compuestos eutécticos tienen la capacidad de solvatar un amplio rango de metales de
transicién, incluyendo cloruros y éxidos. Su preparacién es sencilla, ya que consiste en mezclar los dos
componentes, generalmente con calor moderado. También, tienen un bajo costo de produccién y son

considerados amigables con el medio ambiente por ser compuestos biodegradables (Smith et al., 2014).

Existen pocos estudios toxicoldgicos de los DES, pero se considera que la mayoria tienen una baja
toxicidad, debido a que pueden formarse con una variedad de aminas y polioles, como la urea, el glicerol,
el etileno y la fructosa los cuales ya tiene una baja toxicidad inherente. Radosevic et al., (2015) evaluaron
la toxicidad in vitro de 3 DES en una linea celular humana (MCF-7) y en una de pez (CCO). Los DES se
basaron en cloruro de colina que contenia glucosa, glicerol o acido oxdlico como HBD. Los datos indicaron
que los DESs ChCl:glucosa y el ChCl:glicerol tienen baja toxicidad (ECso 410 mM para ambas lineas
celulares), pero el DES ChCl:acido oxalico mostro toxicidad moderada (ECsp 1.64 mM y 4.19 mM para CCO
y MCF-7, respectivamente). Por otro lado, Zhao et al. (2015) evaluaron la toxicidad en bacterias Gram-
negativas (E. coliy S. enteritidis) y Gram-positivas (S. aureus y L. Monocytogenes) de los DES basados en
ChCl, variando los HBD (urea, acetamina, etilenglicol, glicerol, 1,4-butanodiol trietilenglicol, xilitol, D-
sorbitol, acido p-tolueno-sulfénico, acido oxalico, acido levulinico, acido maldnico, dcido malico, acido
citrico, acido tartarico, xilosa, sucrosa, frucosa, glucosa y maltosa). Los resultados mostraron que los DESs
son excelentes solventes que muestran baja toxicidad comparada con los solventes tradicionales y con
otros ILs. Los Unicos DESs que mostraron un halo de inhibicién en las 4 cepas fueron los que tenian como

HBD el acido p-tolueno-sulfénico, acido oxalico, acido levulinico, acido maldnico, dcido malico, acido citrico



13

y el acido tartdrico. Esta toxicidad de los DESs con acidos orgdnicos se explica por el cambio de pH que

altera la proliferacion celular y el metabolismo.

Aunque los DES reducen el riesgo de contaminar el aire por su baja o nula volatilidad, éstos tienen una
solubilidad significativa en el agua y consecuentemente puede esparcirse en aguas residuales y afectar
grandes cantidades de area en términos de su toxicidad crdnica, bioacumalarse o biomagnificarse si son
persistentes y tienen baja biodegradabilidad en condiciones ambientales. Para disminuir el impacto
ambiental de estos solventes, el manejo mas efectivo es su retencidn en los procesos industriales para su
reciclaje o reuso. Ademas, para el caso de los DES acidos la regulacién del pH es la mejor opcién para

reducir su toxicidad (Gotvajn y Kalcikova, 2017).

También, Zhao et al. (2015) evaluaron la biodegradabilidad de los 20 DESs, al inocularos en unos
microorganismos de lago en un intervalo de tiempo. La biodegradabilidad de todos los DESs fue >69.3%
después de 28 dias. Los niveles de biodegradacion fueron: DESs basados en aminas= DESs basados en
azucares > DESs basados en alcoholes > DESs basados en acidos. La mayor biodegradabilidad fue del DESs
formado por ChCl: 2urea con un 97.1%. Por lo tanto, los 20 DESs pueden considerarse “disolventes verdes”

debido a su baja toxicidad y alta biodegradabilidad.

La posibilidad de recuperar los DESs cuando no son parte de la reacciéon también les agrega sustentabilidad

para ser usados como disolventes (Mota-Morales et al., 2018).

1.6.4 Polimerizacidn por radicales libres en DESs con monémeros como HBD

Mota-Morales et al. (2011) fueron los pioneros en utilizar DESs para la polimerizacién frontal (PF) de una
mezcla de 1 ChCl : 1.6 acido acrilico o 2 ChCl : 1 acido metacrilico. La mezcla de estos compuestos en
diferentes relaciones molares permitid la preparacion de DES con diferentes viscosidades. Observaron que
al controlar la temperatura y la velocidad de la polimerizacion se incrementaban las conversiones de los
mondmeros en la reaccidon. También, demostraron que se puede usar una variedad importante de
mondmeros como componentes de los DESs. También, Mota-Morales et al. (2013a) polimerizaron un DES
con ChCl, por medio del uso de acido acrilico como HBD vy ellos reemplazaron el ChCl con el compuesto
anestésico hidrocloruro de lidocaina (LidHCI) como sal de amonio cuaternaria. Los resultados mas

interesantes fueron que la temperatura utilizada fue sumamente baja (80°C a 120°C) para algunas
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polimerizaciones de acido acrilico y 4cido metacrilico, en comparaciéon con una polimerizacién frontal
convencional (por arriba de 200 °C), y se alcanzaron conversiones cuantitativas (100 %), lo que evitan la
liberacion de sub-productos que eventualmente pueden ser toxicos. Por otro lado, las temperaturas bajas
durante la polimerizacion son benéficas para la conversién del acido acrilico. La liberacién de LidHCI fue
sostenida y controlada durante el tiempo de andlisis en una solucién amortiguadora con pH = 7. La
posibilidad de utilizar temperaturas bajas y de obtener conversiones cuantitativas también es importante
para la aplicacién de estos polimeros en la liberacién de farmacos, ya que éstos necesitan excipientes que

los protejan de la degradacién.

Sanchez-Leija et al. (2013) estudiaron de forma in vitro la liberacion de un DES polimerizado que contenia
LidHCI, y como HBD ellos utilizaron acido acrilico y acido metacrilico con diferentes grados de
entrecruzamiento. Encontraron que el LidHCl se integr6 homogéneamente en el polimero. Los
experimentos in vitro mostraron que la liberacion prolongada del farmaco respondia a cambios en el pH,

fuerza idnica y la solubilidad del farmaco en el medio.

También se han preparado nanocompdsitos con nanotubos de carbono en disolventes DESs basados en
mezclas de acido acrilico y ChCl (Mota-Morales et al., 2013b) después de que Gutiérrez et al. (2010)
reportaran que una mezcla de 2 etilenglicol : 1 ChCl tiene la capacidad de dispersar nanotubos de carbono

de pared multiple (MWCNT).

1.6.5 Emulsiones altamente concentradas

Una emulsion consiste en una dispersidn termodinamica inestable de gotas en una fase continua en un
segundo liquido el cual es inmiscible en el primero. Estos liquidos pueden estar estables por la adicion de
estabilizadores, surfactantes, polimeros o particulas sélidas, las cuales se adsorben en la superficie de las
gotas. Para emulsiones que contienen agua y aceite como liquidos inmiscibles, se conocen como aceite-

en-agua (o/w) y agua-en-aceite (w/o) (Dunstan et al., 2012).

Tambipen, los DESs se han usado para preparar y posteriormente polimerizar emulsiones altamente

concentradas (HIPE por sus siglas en inglés high internal phase emulsion).
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Una emulsion HIPE contiene en una fraccion de volumen de la fase interna mayor al 74% y por lo tanto, es
altamente viscosa. El primer criterio para la formaciéon de los HIPEs es la presencia de dos liquidos
inmiscibles, que generalmente son liquidos hidréfobos. Usualmente, la formacion de los HIPEs se realiza
por la adicidn de la fase interna a una solucién de surfactante en la fase externa con agitacion constante.
Cuando se centrifuga una emulsién, las gotas son forzadas a estar en contacto con otras y se produce una
deformacién de éstas en forma de poliedros (Figura 3). La estabilidad de los HIPEs depende de la
naturaleza y la concentracion del surfactante, la naturaleza y viscosidad de cada fase liquida, la

temperatura del sistema, el tamafio promedio de la gota y la tensidn superficial entre las fases.

Una de las muchas aplicaciones de los HIPEs en la ciencia de materiales es su uso como plantillas para
crear estructuras altamente porosas. Estos materiales se pueden producir si la fase interna de la emulsién
se prepara con una fase continua que contiene una o mas especies monoméricas. Con la subsecuente
eliminacion de la fase interna, se producen estos materiales altamente porosos (PoliHIPEs) (Cameron y

Sherrington, 1996; Silverstein, 2014 ).

(@ (b) ©

Figura 3. Deformacién de las gotas en una HIPE. (a) Dodecahedron pentagonal regular, (b) tetrakaihedron y c) B-
tetrakaidecahedron (Cameron & Sherrington, 1996).

Los PoliHIPEs tienen morfologias complejas, poseen cavidades esféricas conocidas como huecos vy
ventanas que interconectan estos huecos (Cameron, 2005). El tamafio del espacio total vacio dentro de
los PoliHIPEs es relativamente grande como consecuencia de la porosidad e interconectividad del material,
que resulta en un drea superficial baja. Afortunadamente, hay métodos para incrementar el area
superficial de los PoliHIPEs. Schwab et al., (2009) reportaron la sintesis de poliHIPEs de poli (divinilbenceno,
DVB) con una distribucién bimodal de poro (Figura 4) y un &rea superficial grande (1210 m?g?). Después
de la polimerizacidn de la fase continua, se realizé una extraccidon Soxhlet para eliminar los residuos que

pudieron haberse quedado dentro de la estructura porosa del poliHIPE. El tiempo de la extraccién afecto
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el drea superficial y las propiedades mecanicas de éste. La eliminacion de los residuos del monémero, el

surfactante y el solvente incrementd el area superficial del poliHIPE.

Figura 4. Micrografia SEM de un poliHIPE de poly(DVB) (Schwab et al., 2009).

Bajo ciertas condiciones se han realizado polimerizaciones de HIPEs en fase no acuosas. Barbetta et al.
(2000) preparé poliHIPEs de cloruro de 4-vinilbencilo y divinilbenceno con un tamafio de poro pequefio
=10 um. Este fendmeno se debe a la adsorcidén de cloruro de 4-vinilbencilo en la interfase, lo que provoca
la disminucidn de la tensién interfacial y permite una emulsién altamente estable con tamafio de gota

pequefio y por lo tanto la produccién de una espuma con un tamafio de poro pequefio.

Carranza et al. (2014) propusieron a los DES, como una alternativa para ser utilizados como la fase interna
en la sintesis no acuosa de los poliHIPEs. La polimerizacion de los HIPEs se realizé con monémeros como
el acido metacrilico como fase continua y como fase interna no acuosa un DES compuesto de 1 ChCl : 2
urea. Los poliHIPEs resultantes mostraron una macroporosidad interconectada con tamanos de poro < 20
pum. La conversidn del mondmero metacrilato de metilo (MMA) fue de 81 al 99%, con una estabilidad
térmica alrededor de 220 °C y una porosidad consistente con el tamafio de gota y el didmetro de poro
(Figura 5). Ademas, se logré recuperar del 82% al 95% del DES utilizado como fase interna, demostrando

la posible capacidad de reciclaje del DES.
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Figura 5. A) Imagen confocal de una HIPE de MMA B) Microscopia SEM de un poliHIPE de MMA (Carranza et al.,
2014).

Pérez-Garcia et al. (2015) también reportaron la sintesis de un poliHIPE usando un DES. La fase continua
consistiéo en una mezcla de 10 estireno: 1 divilbenceno. Con el fin de obtener diferentes viscosidades,
prepararon la fase interna luego de combinar ChCl con urea, glicerol y etilenglicol con una relacién molar
1:2. Después de la polimerizacion realizaron una extraccidn Soxhlet con metanol por 12 h. Todos los
poliHIPEs tuvieron conversiones entre 91 y 96% y ésta no se vio afectada por el tipo de fase interna. La
cantidad de surfactante influyé en el tamafio de la gota, la viscosidad de los HIPEs y en el didmetro de los
poros. Aunque la morfologia del material fue altamente porosa e interconectada, el area superficial fue

baja.

La preparacion de poliHIPEs al usar DES provee la ventaja de utilizar un alto rango de temperaturas. La

polimerizacidn de los HIPES se puede lograr a bajo costo y sin condiciones especiales.

1.6.6 PoliHIPES tipo pickering

Debido a que los surfactantes son contaminantes que suelen removerse después de la polimerizacion del
HIPE, la remocion del surfactante como parte de la produccién de poliHIPEs puede ser costosa. Ademas,
el surfactante residual puede afectar las propiedades del poliHIPE. Por lo tanto, reemplazar los
surfactantes utilizados puede reducir los costos en la sintesis de los poliHIPEs (Silverstein, 2014).
Recientemente, se ha propuesto la introduccién de materiales nano y micro en la arquitectura de los
poliHIPEs, al proveer paredes funcionalizadas. Estas emulsiones llamadas pickering eliminan la necesidad

de usar surfactantes. Son notablemente estables contra la coalescencia, debido a la tendencia de las
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nanoparticulas de adsorberse a la interfase de agua en el aceite formando barreras mas densas. Los
nanomateriales que se agregan a las emulsiones actian como estabilizadores durante la polimerizacién
de las HIPEs, asi como soporte estructural después de la polimerizacién, ofreciendo una funcionalizaciéon

selectiva (Akay, 2004).

Carranza et al. (2016) reportaron la sintesis de los poliHIPEs funcionalizados con nanotubos de carbono
multicapa (MWCNT). La formacién y polimerizacién de los HIPES con acido metacrilico y estireno fue
posible a través de su estabilizacidn con nanotubos de carbono dopados con nitréogeno (CNx) y una mezcla
de surfactantes. Ellos utilizaron un DES de 1 ChCl : 2Urea como fase interna en la emulsién HIPE. Los
PoliHIPEs funcionalizados con CNx mostraron un incremento en la hidrofobicidad y en la adsorcién de
combustibles (biodisel/diesel/gasolina/hexano). Dentro del esudio se mostré que el derivado de estireno-

divinilbenceno fue el que tuvo la mayor capacidad de adsorcidn.

Con respecto al uso de HA para preparar biomateriales usando HIPEs pickering, Akay et al. (2004)
mostraron que en la superficie de los poliHIPEs de estireno con HA se presenta una mineralizacién y una
acumulacién de la matriz extracelular, después de haber sido cultivado in vitro con osteoblastos. Wang et
al. (2016) también reportaron la sintesis de poliHIPEs con HA. Ellos caracterizaron las propiedades
mecanicas y estructurales de los poliHIPEs con diferentes cantidades de HA. La rigidez y la dureza del
material se incrementd sin perder la estructura micro-porosa del poliHIPE. También, observaron un
incremento en la viabilidad celular de osteoblastos, debido a la adhesidn inicial de células al material como
consecuencia de la disminucidn en su hidrofobicidad. Estos resultados presentan la posibilidad de utilizar

estas estructuras como andamios para la regeneracién del tejido éseo.

Recientemente, Carranza et al. (2017) reportaron la estabilizacion de poliHIPEs con nano-hidroxiapatita
(NHA) <200nm. La fase interna comprendié un DES compuesto de 1 ChCl : 2 urea y la fase consistié en el
mondmero metil metacrilato. Debido a la alta polaridad y viscosidad de la fase interna, se logré una
interaccion eficiente de NHA/surfactante con la interfase del HIPE. También, reportaron un ensayo
preliminar de biocompatibilidad in vivo de los poliHIPEs. Aunque observaron una inflamacién aguda
durante la primera semana después de la implantacién del material en el musculo de la rata, el resultado
fue considerablemente menor comparada con la inflamacién causada por una gasa estéril. Después de 90
dias no observaron reabsorcién del poliHIPE en el tejido o su destruccidn por el sistema inmune y a nivel

celular una respuesta clasica de “cuerpo extrano”.
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1.7 Justificacion

Los dafios en huesos se pueden originar por un accidente, una enfermedad o naturalmente debido al
deterioro asociado a la vejez. En los casos en que la reparaciéon del hueso naturalmente presenta
dificultades, el uso de injertos dseos se convierte en la solucion mds adecuada. Debido al nimero de
procedimientos de injerto dseos anuales (en 2001, tan solo en el pais se requirieron aproximadamente 20
mil injertos de hueso para satisfacer las necesidades en cirugias ortopédicas), el incremento en el nimero
de pacientes que son sometidos a cirugias ortopédicas; asi como los problemas asociados a los injertos
como son: el rechazo y el riesgo de transferencia de enfermedades; se ha evidenciado la necesidad de

buscar nuevos materiales que favorezcan la regeneracion ésea (Luna, 2003).

El sustituto ideal deberd tener una estructura tridimensional, ser biocompatible, bio-reabsorbible,
osteoconductivo, osteoinductivo, facil de implantar y econdmico. Hasta ahora los mayores logros los han
aportado la ciencia de materiales y la ingenieria de tejidos, que en conjunto con la nanotecnologia pueden
desarrollar nanocompositos que imitan la estructura natural del hueso, para obtener nuevos y mejores

sustitutos que los que se encuentran actualmente en el mercado.

De acuerdo a las ventajas que tienen los DESs para ser utilizados como fase interna en los HIPEs, de la
facilidad para utilizar estas HIPEs como plantillas para obtener materiales porosos e interconectados y de
la respuesta celular inducida por las NHA, en este proyecto se planea diseiar y desarrollar andamios
poliméricos mediante el uso de HIPEs en medios no acuosos, que contengan NHA, de modo que se

promuevan el crecimiento celular para su aplicacion en el cultivo en la ingenieria del tejido dseo.

1.8 Hipatesis

La incorporacion de NHA en un poliHIPE permitira obtener un nanocomposito bioactivo que incremente

la proliferacidn y diferenciacidén osteoblastica en comparacidn con los poliHIPEs sin NHA.
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1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Desarrollar un nanocomposito bioactivo mediante la incorporaciéon de NHA en una matriz polimérica.

1.9.2. Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar la mezcla eutéctica (DES).
e Sintetizar y caracterizar las emulsiones altamente concentradas (HIPEs).
e Incorporar las NHA en las emulsiones HIPEs y caracterizar la emulsidn compuesta.

e Polimerizar las emulsiones HIPEs y caracterizar estructuralmente los monolitos poliméricos
(poliHIPEs).

e Caracterizar las propiedades mecanicas de los poliHIPEs.

e Evaluar la respuesta celular de los poliHIPEs mediante ensayos in vitro.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis del DES

Materiales: El cloruro de colina (Sigma Aldrich >98.0%) y la urea (Sigma Aldrich 299%) se utilizaron sin

previa purificacion.

H3C

\e _ i

H3C——N—CH,—CH,—0H 1 ¢
¢ HN— .
H4C NH,
Cloruro de Colina Urea

Figura 6. Estructura de los componentes del DES.

Procedimiento: En un frasco, se seco el cloruro de colina (ChCl) en un horno de conveccién a 90°C y se

mezcld con urea como HBD con una relacion molar 1:2 respectivamente. El frasco se colocd en un horno
a 60°C hasta obtener un liquido viscoso, homogéneo y transparente Figura 7. El DES se almacend en el

frasco cerrado a temperatura ambiente.

Cloruro de coliha

Figura 7. Componentes del DES (1 ChCl : 2urea).
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2.2 Caracterizacion del DES

2.2.1 Anadlisis por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Para determinar las interacciones moleculares presentes en el DES, especialmente las debidas a enlaces
de hidrégeno (EH) entre los diferentes grupos del ChCl y la urea, se realizé un andlisis de espectroscopia

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) del DES y del ChCI.

La espectroscopia infrarroja es el estudio de la interaccién de la luz infrarroja con la materia. Cuando una
molécula absorbe esta radiacidn infrarroja sus enlaces quimicos vibran, éstos pueden estirarse, contraerse
o doblarse. En el espectro infrarrojo la vibracidn de una molécula resulta en una sefial representada en un
pico localizado en el nimero de onda (energia) donde la luz fue absorbida. Estas sefiales son el resultado
de diferentes modos de vibracion de grupo funcionales especificos, debido a que éstos tienden a absorber
la radiacidn infrarroja en el mismo rango independientemente de la estructura del resto de la molécula.
Esto significa que hay una correlacion entre el nimero de onda a la que la molécula absorbe la radiacién
infrarroja y sus grupos funcionales (Smith, 1999). Por lo tanto, la espectroscopia infrarroja es una técnica

sensible para analizar las interacciones que existen entre los componentes que conforman el DES.

Procedimiento: Se realizé el FTIR del DES liquido con el aparato Spectrum GX de Perkin EImer en el modo
de reflectancia totalmente atenuada (ATR, por sus siglas en inglés Attenuated Total Reflection), para cada

espectro se realizaron y promediaron 24 barridos con 4 cm™ de resolucién.

2.2.2 Andlisis H NMR

Para estudiar la formacidn del DES e indicar la ausencia de reaccion quimica entre el ChCl y la urea, se
realizé un espectro de H'NMR del DES puro. La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR,
por sus siglas en inglés Nuclear Magnetic Resonance) se basa en la absorcion de la energia (radio-
frecuencia) de una sustancia puesta en un campo magnético. Si la frecuencia es apropiada, entonces los
nucleos de la molécula pueden absorber la energia. La frecuencia depende del tipo de nucleo y del
ambiente quimico de éste. Debido a que el H! actiia como un magneto (espin nuclear), éste puede girar
de una orientacién (estado de energia) a otra cuando el nucleo esta situado en el campo magnético. La

absorcién de la energia del espin causa transiciones de un estado de alta energia a uno de baja energia 'y
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viceversa; esta energia produce un voltaje que se puede medir. Esta técnica es muy precisa debido a que
los nucleos del mismo tipo pueden alcanzar la condicién de resonancia a diferentes frecuencias, porque la
frecuencia en la que un nucleo en particular logra resonancia depende del efecto pantalla (shielding) que

refleja el entorno electrdnico del nucleo (James, 1998).

Procedimiento: El DES puro 1 ChCl : 2 Urea se colocé dentro de un capilar, el cual se sellé por ambos lados
y se mantuvo a 69°C. Posteriormente el capilar conteniendo el DES puro se colocé dentro de un tubo para
NMR que contenia CDCl; (cloroformo deuterado) como referencia externa, este Ultimo se usé para ubicar
las sefiales del DES en el espectro. El espectro de H'NMR del DES se realizd en un espectrometro Bruker
spectrometer DRX-500 (500 MHz). Los desplazamientos quimicos son determinados respecto a un

compuesto de referencia, el tetrametilsilano (TMS, (CHs)4Si) que se define como 0.00 & (ppm).

2.2.3 Analisis DSC

La estabilidad térmica es una de las propiedades que es necesaria conocer porque indica los limites
maximos en que un disolvente puede usarse. Una caracteristica de los DESs es que su temperatura de
fusidn es considerablemente menor que la de sus constituyentes puros. La temperatura de fusién del
cloruro de colina es de 302°C y de la urea 133°C. Abbot et al. (2003) describié que un DES con relacién 1
ChClI : 2 Urea tenia un punto de congelamiento (freezing point) de 12°C. La manera mas precisa de ver el
comportamiento térmico de un DES es mediante la técnica calorimetria diferencial de barrido (DSC, por
sus siglas en inglés Differential Scanning Calorimeter). Esta técnica mide como la capacidad calorifica (Cp)
del material cambia respecto a la temperatura. Una porcién de la muestra es sometida a ciclos de
calentamiento-enfriamiento y los cambios en su Cp son rastreados como cambios en el flujo de calor

(Perkin Elmer,2014).

Procedimiento: Una porcién del DES (ca. 10 mg) se colocé en el porta-muestras de aluminio y se sellé

herméticamente. La muestra después se enfrié a -60°C y se calenté a 125°C con una rapidez de 10°C/min

y se midié en un calorimetro diferencial de barrido, DSC 2920, TA Instruments.
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2.2.4 Determinacion de la viscosidad

La estabilidad y el tamafio de las gotas de la emulsion se pueden ver afectados por la viscosidad de la fase
interna que en el caso de este trabajo es un DES (Carranza et al. 2016). La viscosidad en el DES depende
de los enlaces de hidrégeno entre el ChCl y la urea, por lo tanto, un incremento en la temperatura
disminuye estas interacciones y en consecuencia disminuye la viscosidad (Majill et al. 2015). Para realizar
la medicion de la viscosidad, la muestra se carga entre dos placas en un reémetro, se ejerce una tensién
de cizallamiento rotativo en el material y se mide la tensidn resultante. Estos resultados son una
representacion de la relacion temperatura-viscosidad utilizando la Ley de Newton, dénde; el esfuerzo de

corte = (viscosidad) (tasa de corte) (Malvern-Panalytical, 2010).

Procedimiento: La viscosidad del DES se determind con la medicién del esfuerzo de corte en un reémetro
de esfuerzo (AR2000ex, TA Instruments), el analisis se realizd por triplicado. Las viscosidades se
adquirieron en un rango de velocidad de estrés de 0.1 a 1000 s con una temperatura controlada en

intervalos de 10°C en un rango de 20°C a 90°C a través de un plato Peltier con una exactitud de +/- 0.1°C.

2.3 Preparacion de la emulsién

Materiales: Todos los reactivos fueron comprados en Sigma-Aldrich y se usaron sin previa purificacidn.
Metil-metacrilato (MMA) (99%), etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) (98%), nano hidxoxiapatita (NHA) en
polvo (tamafio de particula < 200nm, 297%), urea (99%) y cloruro de colina (98%). El surfactante Cithrol®

(PEG-30 dipolihidroxiestearato) fue donado por la empresa Croda, Ltd.

Procedimiento: 1.- La fase continua (20 %vol del total de la emulsidn) consiste en una mezcla de
mondmero (MMA) y entrecruzante (EDGMA) en una relacion molar 2:1 respectivamente. 2.- A la fase
continua se le agregd el surfactante, Cithrol™. La cantidad de surfactante utilizado fue de 8.8 %P (peso)
respecto al peso total de la emulsidn. Se agitd en un vortex (Vértex Genie 2; max rpm, 3200 rpm) por 20
min para asegurar una mezcla homogénea. 3.- Para preparar la fase interna (80 %vol), se preparé un DES
con una proporcién molar 2:1 de Urea : ChCl y se colocd en un horno a 60°C hasta obtener un liquido
viscoso y homogéneo. 4.- Los HIPEs se prepararon mezclando las 2 fases en un vial y se agitaron a 3200

rpm con un vértex por 10 min, hasta obtener una emulsion homogénea. 5.- Para las emulsiones pickering,
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se usd 1 %P de NHA respecto a la fase continua y se afiadid a la mezcla (mondmero/entrecruzante/

surfactante).

Monomeros:

o

- i
%J\MW
Metil-metacrilato (MMA) Lauril-acrilato (LA)
Q
Estearil- metacrilato (SMA)
Entrecruzantes:
o a
o _
%m \H/g f/’l\ﬂ/UW:J\f/f
0 o
Etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) 1,4 butanodiol diacrilato (BDA)

Surfactante: Iniciador:

a o o

N N
g 4 H_'.E M
? CH, _;’
N= Ed‘?
H=—n
3 =
H CHy
PEG-30 Dipolihidroxiestearato (Cithrol!®1) 2, - azohis (2-metilpropionitrilo) (AIBN)

Figura 8. Estructura de los reactivos en la fase continua: mondmeros (MMA, LA, SMA), entrecruzantes (EDGMA, BDA),
surfactante (Cithrol) e iniciador (AIBN).
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Figura 9. a) HIPE de MMA b) HIPE de MMA con NHA

2.4 Caracterizacion de la emulsion

Para distinguir el lugar de cada fase en la emulsidn, la fase continua (1 MMA : 2 EDGMA) se marco con el

colorante rodamina Rh6G.

Materiales: El marcador fluorescente rodamina 6G (Rh6G-252433) se compré en Sigma Aldrich (99%). Este

presenta fluorescencia entre 570 a 660 nm con un maximo a 590nm.

Figura 10. Estructura de la rodamina 6G.

Procedimiento: A la fase continua (mondmero, entrecruzante y surfactante) de la emulsion se le agrego
0.004 % molar del marcador fluorescente rodamina. La emulsidn se preparé mezclando la fase continua

(20 %vol) con la fase interna (80%Vol) (1 ChCl : 2 Urea) en un vial y se agitd a 3200 rpm con un vértex por



27

10 min. Para las emulsiones pickering se ainadid el 1 %P de NHA respecto a la fase continua. Se colocé una
parte de la emulsidn entre un portaobjetos/cubreobjetos y se visualizd en un microscopio confocal
invertido de barrido laser ZEISS LSM880/Axion Observer 7 con un laser de 514 nm. Se ocupé el software
ZEN 2.3 SP1 para visualizar las imagenes. La estabilidad de la emulsidn se estudié por 2 h bajo observacién

continua en el microscopio. Los tamafios de las gotas en la emulsidon se midieron con el software ImageJ.

Figura 11. Emulsiones HIPE marcadas con Rh6G a) Mezcla EDGMA:2MMA con Rh6G (0.0004 %M), b) HIPE de MMA
y ) HIPE de MMA-NHA

2.5 Polimerizacion de la emulsion

La sintesis y polimerizacion de la emulsidn se realizé de acuerdo a los trabajos realizados por Carranza et

al. (2017).

La fase continua consistio en una mezcla 2:1 de mondmero y entrecruzante, respectivamente. Los
mondmeros utilizados fueron MMA (metil-metacrilato), SMA (estearil-metacrilato) y LA (lauril acrilato),
como entrecruzantes se utilizd EDGMA (etilenglicol dimetacrilato) para metacrilatos y BDA (1, 4-

butanodiol diacrilato) para acrilatos (Figura 8).

Procedimiento: 1.- Los HIPEs se prepararon mezclando la fase continua y la fase interna (DES, 1 ChCl : 2
urea) en un vial con la ayuda de un vértex a 3200 rpm por 10 min, hasta obtener una emulsién homogénea.
La fase continua se agregd a la fase continua (DES 1 ChCl : 2 urea) en una sola dosificacién. También se
agregé a la fase continua el 2 mol % del iniciador 2,2'-Azobis (2 metilpropionitrilo) (AIBN) respecto al total
de grupos reactivos C=C en la mezcla 2:1 mondmero-entrecruzante. 2.- La polimerizacién de las

emulsiones (poliHIPEs) se llevd a cabo en un horno de conveccion a 60°C por 24 h. 3.- Se removié la fase
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interna y el surfactante por medio de extraccién Soxhlet usando etanol por 24h. 4.- Los poliHIPEs se
secaron a 60°C hasta alcanzar un peso constante y la conversidon de los PoliHIPEs se determind por

gravimetria en tres muestras como minimo.

Figura 12. a) HIPE y b) PoliHIPE.

2.6 Caracterizacion de los poliHIPEs

La estructura y el tamaifio de poro de los poliHIPEs se observaron con un microscopio electrénico de
barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning Electron Microscopy) posterior a su recubrimiento con una
pelicula delgada de oro, aplicada por erosidn catddica. Se utilizo la técnica de difraccidn de rayos X (XRD)
y microtomografia de rayos X (u-CT) para visualizar la estructura cristalina de la NHA en el poliHIPE pMMA-
NHA. El esfuerzo de deformacién y el mddulo de Young de los poliHIPEs se evaluaron con una prueba de

compresion sobre monolitos con geometria cilindrica.

2.6.1 Microscopio electrénico de barrido

Se fracturé un monolito (poliHIPE) y una muestra se montd en un portamuestras. A la muestra se le hizo
un recubrimiento por medio de erosidn catddica (sputtering) de una pelicula delgada de oro para volverla
conductora, posteriormente se dejd secar en vacio. La obtencién de imagenes por SEM de los poliHIPEs se
realizaron con un microscopio JEOL JSM-60 60 LV, a una aceleracién de 10, 15 o 20 kV. El tamafo de poro

en los PoliHIPEs se midié con el software Image J.
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2.6.2 Microtomografia de rayos X

La muestra MMA-NHA con dimensiones 1.5 x 1.5 x 1.7 mm, fue montada en un alfiler utilizando una resina
epoxica. Para el analisis se utilizd el microtomdgrafo Xradia Zeiss 510 Versa, con un voltaje de 40 Kv, con
potencia de 3W y a una resolucion de 448.3 nm/pixel. Para eliminar el ruido de los bordes de la muestra
se cortd la imagen en un cubo, se aplicé el filtro Anisotropic Diffusion para mejorar la imagen y eliminar el
ruido de la misma muestra. Posteriormente se segmentd la fase porosa de la fase con NHA a través de
algoritmos para el procesamiento de imagenes y procesos morfoldgicos usando los mdédulos de Avizo 9.5

erosion, dilation vy fill holes. Finalmente, se realizé un andlisis de distribucién de tamafios de los poros.

2.6.3 Difraccion de rayos X

Se tomd una porcién de los monolitos pMMA y pMMA-NHA y se moliéd con un mortero de agata hasta
obtener un polvo fino. El analisis cualitativo de los polvos se realizé con un difractémetro Rigaku Ultima IV
con un tubo de difraccion de cobre con A = 1.54 A. La muestra se midié en el rango de 26 de 5 a 80°C, con

una velocidad de 10° por minuto. Se utilizé un detector ultra-rapido D/TEX.

2.6.4 Pruebas mecanicas

Las propiedades mecanicas de los monolitos se evaluaron con un equipo Zwick/Roell, modelo Z005,
utilizando una celda de 5 kN con una velocidad de 1 mm/min. Las condiciones de analisis fueron 32% de
humedad con 26.2°C de temperatura. Los poliHIPEs se comprimieron hasta su ruptura y su mddulo eldstico

se determind con la pendiente obtenida del rango lineal de la grafica de tension-deformacién (Figura 13).
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Figura 13. Grafica tension-deformaciéon de pMMA-NHA.

2.7 Estudios de biocompatibilidad

La biocompatibilidad de los andamios se evalué mediante ensayos de viabilidad y proliferacion celular en
una linea celular de fibroblastos y otra de osteoblastos. También se evalud la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) por citometria de flujo, la produccidon de la enzima fosfatasa alcalina (ALP)
debido a que ésta es un indicador del proceso de diferenciacién celular de los osteoblastos hacia
osteocitos. Y por ultimo se evalué la hemocompatibilidad de los poliHIPEs mediante una prueba de
hemodlisis en la que se determind si la integridad de la membrana en eritrocitos puestos en contacto con

los PoliHIPEs se conserva.

2.7.1 Materiales:

e Cultivo celular de fibroblastos

La linea celular HFF-1 de fibroblastos humanos (ATCC SCRC-1041) fueron cultivados en medio DMEM
(por sus siglas en inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con suero fetal bovino (FBS,
por sus siglas en inglés Fetal Bovine Serum) al 15%, 1% de L-glutamina, con 1% de estreptomicina/

penicilina, (2g/L) bicarbonato de sodio ajustado a un pH de 7.4, bajo condiciones de 5% de CO; a 37°C.



31

e (Cultivo celular de osteoblastos

Los osteoblastos de ratdn MC3T3-E1 subclina E4 (ATCC CRL-2593), fueron cultivados en un medio
MEM- alpha (por sus siglas en inglés Minimum Essential Medium Alpha Medium) que contiene 1% de
L-glutamina, 10% de FBS, 1% de antibidtico/antimicdtico, y 2.2 g/L de bicarbonato de sodio ajustado a
un pH de 7.2-7.5, bajo condiciones de 5% de CO, a 37°C.

e El reactivo 5(6)-CFDA- SE, Cat. V12883 (Invitrogen), se mantuvo en congelamiento (-20 °C) y se
protegid de la luz hasta su uso.

e Solucién amortiguadora fosfato salino 1 X, estéril, con un pH= 7.4 (PBS, por sus siglas en inglés
Phosphate Buffered Saline)

e Solucién tripsina/EDTA 1 X, almacenar a -20°C hasta su uso.

e El reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) M5655-500MG- se
compro en Sigma Aldrich, se mantuvo a 4°Cy se protegié de la luz hasta su uso.

e El reactivo C12-resazurina Ref. L34951, (Life Tecnhnologies), se mantuvo en refrigeracion (4°C) y
se protegio de la luz.

e El reactivo MitoSox con Ref M36008 se compré en Invitrogen. Se mantuvo en congelamiento (-5
a 30°C) y se protegio de la luz.

e DMSO (Dimetilsulféxido) 299%.

e Solucion BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato p-toluidina, sal) y NBT (nitroazul de tetrazolio),
preparar la solucién antes de su uso.

e Solucién 150mM de NaCl: se pesé 2.1915g de NaCl en 250mL de agua mili-Q.

e Solucién 20% Triton X: se mezclé 5mL de Triton X-100 en 20mL de agua mili-Q, se agitd y se sonicd
para disolver. Se dejé a temperatura ambiente por una noche antes de usar.

e Para todos los experimentos los poliHIPES (pLA, pLA-NHA, pSMA, pSMA-NHA, pMMA y pMMA-

NHA) fueron previamente esterilizados por 30min con luz UV.

2.7.2 Determinacion de la proliferacion celular en fibroblastos HFF-1 mediante el ensayo de

reduccion de CFDA-SE

El CFDA-SE es una molécula que es permeable a la célula, una vez que se encuentra en el citoplasma, los

grupos acetatos del CFDA-SE son hidrolizados por esterasas intracelulares a un compuesto que reacciona
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con aminas, éste forma conjugados fluorescentes que son retenidos en el citoplasma celular. De esta
manera, las células viables tendrdn una elevada actividad hidrolitica mediada por las esterasas
incrementando asi la cantidad del compuesto fluorescente. El exceso no conjugado y/o sub-productos
difunden pasivamente al medio extracelular donde pueden ser lavados y desechados. Este reactivo tiene

una maxima absorcion y emision de 492/517nm (Invitrogen, 2006).

Cultivo de las células en los andamios: 1.- Los PoliHIPEs fueron hidratados por 10 min con medio DMEM

en una placa de cultivo de 12 pozos, cada pozo contenia 500 uL de medio DMEM. 2.- Una vez hidratados,
los PoliHIPEs fueron inoculados con una concentracién de 150,000 células por pozo en un volumen final

de 500 uL de medio DMEM vy se incubaron por 96 h a 37°Cy 5% de CO..

Preparacion del reactivo CFDA: 1.- Se prepard una solucién stock 10 mM de CFDA-SE inmediatamente

antes de utilizar, disolviendo 1 vial del reactivo (componente A) en 90 pL de DMSO (Componente B). 2.-Se

diluyé la solucién en PBS 1X para llegar a la concentracion (0.5-25 uM) que fue la solucidn de trabajo.

Tripsinizacién de las células: 1.- Se retird el medio de cultivo de los pozos y se separd el poliHIPE en un

tubo (A). 2.- Se lavé el pozo con 100 plL de PBS 1X y este volumen se depositd en un tubo de 1.5mL (B). 3.-
Se agregaron 100 pL de tripsina/EDTA en cada pozo y la placa se incubd por 3 min a 37°Cy 5% de CO,. 4.-
Se agreg6 tripsina en cada tubo A y se incubd por 6min a 37°Cy 5% de CO.. 5.- Las células del tubo Ay B
se centrifugaron a 1200 rpm por 5min. 6.- El pellet obtenido de la centrifugacidon del paso anterior se
resuspendid en 500 plL de PBS 1X y se incubd a 37°Cy 5% de CO.. 7.- Se agregé la cantidad de CFDA-SE
necesaria para alcanzar una concentracién (0.5- 25 uM) y las células se incubaron a 37°C con 5% CO, por

1.5h.

Lavado del exceso de CFDA: 1.- Se centrifugaron las células del paso anterior (7) a 1200 rpm por 5 min, se

retird el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 mL de PBS 1X.

Lectura en citdmetro de flujo: 1.- Se leyeron las muestras y los controles en el citdmetro de flujo Attune

NxT (Thermo Fisher) con los siguientes pardmetros FSC= 470, SSC=425, BL1, Ex/Em =492/517 nm. Se

capturaron un minimo de 10,000 eventos por muestra.
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2.7.3 Determinacion de la viabilidad celular en fibroblastos HFF-1

Para determinar la viabilidad celular, se realizd6 un ensayo colorimétrico por reduccion del reactivo de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) descrito por Mosmann (1983). El MTT es
un reactivo de color amarillo, que es capaz de permear la membrana celular por las células
metabdlicamente activas, mediante la actividad de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. Los
cristales de formazan producidos intracelularmente son de color violeta e insolubles en agua por lo que se
deben de solubilizar para cuantificarse por densidad éptica a 570 nm. La reduccién del MTT depende de
oxidoreductasas que requieren NAD(P)H, por lo tanto, es una medida del metabolismo y viabilidad celular,
ya que las células con una alta tasa de divisién tienen una mayor velocidad en la reduccion del MTT. De

esta forma, la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido (ATTC, 2011).

Cultivo de las células en los andamios: 1.- En una placa de cultivo de 96 pozos los poliHIPEs fueron

hidratados por 10 min con 100 pL de medio DMEM. 2.- Se inocularon los poliHIPEs con 12,500 células HFF-

1 por pozo y la placa se incub6 por 96 h a 37 °Cy 5% de CO..

Preparacion del reactivo MTT: 1.- Se prepard una solucién stock 12 mM de MTT anadiendo 15 mg de MTT

a 3 mL de PBS 1X. Se agitd con un vortex hasta disolver el MTT, se alicuoté en tubos de 1.5 mLy se guardd

a 4°C, protegiéndolo de la luz.

Tripsinizacidn de las células: 1.- Se retiré el medio DMEM de los pozos y se separd el poliHIPE en un tubo

de 1.5 mL (A). 2.- Se agregaron 100 uL de tripsina en cada tubo A y éstos se incubaron por 6min a 37°Cy
5% de CO,. 3.- Se lavo el pozo con 100 pL de PBS 1X y éste se depositd en un tubo de 1.5 mL (B). 4.-Se
agregaron 100 L de tripsina en cada pozo y la placa se incubd por 3 min a 37°Cy 5% de CO,. 5. Las células
despegadas del pozo se depositaron en el tubo B. 6.- Las células del tubo A y B se centrifugaron a 1200

rpm por 5min.

Incubacién de las células con el MTT: 1.- El pellet obtenido de la centrifugacion del paso anterior (6), se

resuspendio en 30 pL de MTT + 270 uL de medio DMEM. 2.- Las células se incubaron a 37°Cy 5% de CO,
por 4 h. La placa se cubrié de la luz debido a que el MTT es sensible a ésta. 3.- Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion, se disolvieron los cristales de formazan con 300 pL de isopropanol y se
resuspendieron con un vértex. 4.- En un lector de placas de ELISA, se medio la densidad 6ptica a 570 nm

para el MTT y 690 nm para el medio de cultivo (este valor es usado como blanco). 5.- La densidad dptica
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del formazan en el control (células no tratadas) se tomdé como el 100% de viabilidad celular. 6.- Se

graficaron los resultados del porcentaje de viabilidad celular, calculdandolo con la siguiente féormula:

Viabilidad celular (%) = (Abs s70-690 nm C€lulas) (100%) / (Abs s90-670 nm Células control) (2)

2.7.4 Determinacion de la proliferacién celular en osteoblastos de raton mediante el ensayo de

reduccion de la rezasurina

El colorante resazurina es un indicador rédox para determinar la viabilidad celular a través de la actividad
metabdlica de las células. La resazurina, es un compuesto de color azul no fluorescente y no téxico que es
permeable a la célula, una vez en el citoplasma se reduce a resorufina un compuesto de color rojo y
altamente fluorescente que se puede cuantificar midiendo su fluorescencia o absorbancia. El crecimiento
celular crea un ambiente reducido, mientras que su inhibicidn mantiene un entorno oxidado. Por lo tanto,

la cantidad de resazurina reducida es proporcional al nUmero de células viables (BIOSOURCE, 2008).

Cultivo de osteoblastos de ratén MC3T3-E1 en los poliHIPEs: 1.- En una placa de cultivo de 96 pozos los

poliHIPEs fueron hidratados por 10 min con medio, cada pozo (1) contenia 100 puL de medio DMEM. 2.-
Los poliHIPEs se inocularon con 12,500 osteoblastos por pozo y se incubaron a 37°Cy 5% CO,. 3.- Alas 24h
se retiré el medio de cultivo de los pozos, se separo el poliHIPE y se colocé en otro pozo (2) con 100uL de

medio de crecimiento. Se dejaron incubando las células con el poliHIPE por 24 h mas a 37°Cy 5% CO.,.

Incubacién de las células con la resazurina: 1.- Las células que quedaron en el pozo (1) se les agregd medio

de crecimiento con 10% (v/v) de resazurina (0.02%). las células se incubaron por 4 h a 37°Cy 5% CO,. Estas
células se consideraron como las que no se adhirieron al material (t=0). 2.- Las células en el pozo (2) se les
retiré el medio de cultivo y se les agregd medio nuevo con 10% (v/v) de resazurina. Las células se incubaron

por 4h a 37°Cy 5% CO,. Se tomaron 150 uL de resorufina y se colocaron en otra placa para su lectura.

Lectura en espectrofotémetro: 1.- Se monitored la absorbancia de la resazurina a 570 nm, utilizando 600

nm como referencia. 2.- El nimero de células se determiné con una curva de calibracién para determinar
hasta 200,000 células, graficando el nimero de células vs el porcentaje de reduccion. 3.- El numero de

células que se adhirieron al poliHIPE (t=0) se calcularon de la siguiente manera:
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células adheridas = nimero de células inoculadas en el poliHIPE— nimero de células en el pozo #1 (3)

Curva de calibracién: 1.- En una placa de cultivo de 96 pozos se agregaron en pozos independientes 2500,

5000, 10000, 12500, 25000, 50000, 100000 y 200000. osteoblastos y la placa se incubd con medio de
crecimiento a 37°Cy 5% CO; por 24 h. 2.- Se retird el medio de cultivo y se les agregd medio nuevo con
10% (v/v) de resazurina (0.02%). Las células se incubaron por 4h a 37°C y 5% CO,. Para su lectura por
espectrofotometria, se tomaron 150 pL de resazurina reducida y se colocaron en otra placa. 3.- Se
monitored la absorbancia de la resazurina 570nm, utilizando 600nm como referencia. 4.- El porcentaje de

reduccion se calculd con la siguiente férmula:

%RedUCCIén= ((on|600 * A570 - oni570 * A600) / (Ered570 * C600' Ered600 * C570)) *100 (4)

Donde: Eoi600= 117,216, Eox570 = 80,586, E..q570= 155,677, E,d600= 14,652, As;o = Absorbancia
observada de la muestra a 570 nm, Asoo= Absorbancia observada de la muestra 600 nm, Cs70 = Absorbancia
observada del control a 570 nm, Cesoo= Absorbancia observada del control a 600 nm. El control, son las

células que crecieron en medio de cultivo sin ningun tratamiento.
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Figura 14. Curva de calibracidn de los osteoblastos, el tiempo de incubacidn con la resazurina fue de 4h.

2.7.5 Deteccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en osteoblastos y fibroblastos

Las ROS se cuantificaron porque tienen un papel importante en el estrés oxidativo de las células y por lo
tanto en el crecimiento de las mismas. Este ensayo se realizd con el reactivo MitoSOX, un colorante
fluorogénico altamente selectivo para el radical libre superéxido O,". El MitoSOX es permeable a las células

vivas y se dirige especificamente a la mitocondria, por lo que refleja directamente el estrés oxidativo de la
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célula y por lo tanto su actividad metabdlica. Una vez en la mitocondria, el MitoSOx se oxida por el O3y el
producto es fluorescente al unirse a los dcidos nucleicos de la mitocondria. Este reactivo tiene una maxima

absorcion y emision de 510/580nm (Molecular Probes, 2005)

Cultivo de las células en los andamios: 1.- En una placa de cultivo de 12 pozos los poliHIPEs fueron

hidratados por 10min con medio de cultivo, cada pozo (1) contenia 500 puL de medio DMEM. 2.- Los
poliHIPEs se inocularon con 150,000 células por pozo y se incubaron por 24y 96 ha 37°Cy 5% CO,. 3.- Para
el control positivo, después de 12 h se sustituyé el medio de crecimiento por DMSO, para inducir la

generacion de ROS.

Preparacion del reactivo MitoSox: 1.- Se prepard una solucién stock 5mM del reactivo MitoSox

(inmediatamente antes de utilizar) disolviendo 50 pg del indicador de superdéxido mitocondrial
(componente A) en 13 puL de DMSO (Componente B). 2.-Se diluyd la solucion anterior con PBS para obtener

una concentracion final de 5 uM.

Tripsinizacién de las células: 1.- Se retird el medio de cultivo y se separd el poliHIPE en un tubo de 1.5mL

(A). 2.- Se agregaron 100 pL de tripsina en cada tubo Ay éstos se incubaron por 6min a 37°Cy 5% de CO,.
3.- Se lavd el pozo con 100 pL de PBS 1X y éste se depositd en un tubo de 1.5mL (B). 4.-Se agregaron 100
pL de tripsina en cada pozo y la placa se incubd por 3min a 37°Cy 5% de CO,. 5. Las células despegadas del

pozo se depositaron en el tubo B. 6.- Las células del tubo Ay B se centrifugaron a 1200rpm por 5min.

Incubacién de las células con el reactivo MitoSox: 1.- El pellet obtenido de la centrifugacion se resuspendié

en 500 pL de PBS 1X. Las células en el tubo se incubaron a 37°Cy 5% de CO,. 2.- Se agregd la cantidad
necesaria de MitoSox para obtener una concentracion final de 5 uM y el tubo se incubé a 37°C con 5% CO,
por 1.5h. 3.- Posterior a la incubacidn, se centrifugaron las células a 1200rpm por 5min, se retir6 el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 mL de PBS 1X. 4.- Las células obtenidas del paso anterior (3),
se analizaron por citometria de flujo con un citémetro Attune NXT con los siguientes pardmetros FSC=470,
SSC=425, VL2, Ex/Em =510/580nm. Contando por lo menos 10,000 eventos por lectura y realizando tres

lecturas independientes.
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2.7.6 Ensayos de diferenciacidon en osteoblastos de raton mediante la deteccion de fosfatasa

alcalina

Los osteoblastos tienden a diferenciarse en osteocitos que son las células que depositan calcio. Los
osteoblastos inmaduros antes de convertirse en osteocitos tienen diferentes fenotipos que se relacionan
con la actividad de diferentes enzimas. Los ensayos para determinar si los osteoblastos cultivados en los
andamios iniciaban su proceso de diferenciacién hacia osteocitos, se realizé mediante la determinacién
de la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina (ALP) a través de un método colorimétrico, utilizando el
sustrato BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato p-toluidina, sal) /NBT (nitroazul de tetrazolio). Dicho
sustrato produce un precipitado insoluble de color morado intenso (NBT diformazan) que se puede

observar visualmente (Brauer et al., 2015).

El protocolo que se utilizé fue el siguiente:

Cultivo de las células en los andamios: 1.- En una placa de cultivo de 96 pozos se hidrataron los poliHIPEs

por 30min con 100uL de medio MEM-alfa suplementado. 2.- Los poliHIPEs se inocularon con 10,000
osteoblastos en un volumen de 100 pL de medio MEM-alfa suplementado y se incubaron por 24y 120 h a

37°Cy 5% de CO..

Preparacion de la solucién BCIP/NBT: 1.- En un tubo de 15 mL se agregaron 4 mL de agua destilada y se

afiadié 1 mL de BCIP /NBT para completar 5 mL.

Lavado de las células: 1.- Se tomaron las células de la incubadora y cuidadosamente se aspiré el medio.

(no se retird el poliHIPE del pozo, ya que las células se encuentran en la superficie y en el interior de éste)
Después se lavaron las células con 200 pL PBS 1 X, tratando de no romper la monocapa ni el material. 2.-
Se aspird el PBS y se agregaron 200 pL de formalina al 10% diluida en PBS 1 X para cubrir la monocapa de
células. Después de 60 s se desechd la formalina y se lavaron las células con 200 uL de PBS 1X. 3.-Se
agregaron 200 pL de la solucién BCIP/NBT al pozo para cubrir la monocapa. 4.-Se incubaron las células a
temperatura ambiente por 4 h. 5. Se tomaron 200 pL de la solucién de cada pozo y se colocd en una caja
nueva de 96 pozos para ser leidos a 405nm mediante un espectrofotdmetro de placas. 6.-Se observd el
color del material para registrar la presencia del color morado indicativo de la actividad de fosfatasa

alcalina. NOTA: Se tomé como control negativo a las células que sélo crecieron en medio de crecimiento.
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2.7.7 Evaluacion de la hemocompatibilidad de los poliHIPEs

La evaluacidn de la biocompatibilidad de biomateriales es necesaria para identificar si la composicién
quimica del material y/o subproductos que el material pudiera liberar no desencadenen una respuesta
citotdxica. La ISO 10993-4:2017 especifica los requerimientos generales para evaluar las interacciones de
aparatos/materiales médicos con la sangre. Y define la hemocompatibilidad como cualquier
material/aparato que pueda estar en contacto con la sangre sin presentar una reaccidon adversa
significativa como trombosis, hemdlisis y la activacion de plaquetas/leucocitos/el complemento, entre
otros eventos adversos asociados. Para evaluar la hemocompatibilidad de los materiales se realizé una

prueba de hemdlisis.

El protocolo que se utilizé fue el siguiente:

Hidratacion de los andamios: 1.- Los poliHIPEs se hidrataron en una solucién fisiolégica salina (PBS 1X) por

1h.

Preparacion de eritrocitos: 1.- Se obtuvieron 25 mL de sangre de un donador humano y se colocé en un

tubo BD Vacutainer (R) con EDTA- K2 para prevenir la coagulacion. Después de 8 a 10 veces de invertir el
tubo se asegurd la homogenizacion del anticoagulante con la sangre, ayudando a prevenir la formacién de
coagulos. 2.- Se centrifugd la sangre a 3000 rpm por 5 min, y se marcé en el tubo el nivel de hematocrito
(rojo, capa inferior) y el plasma (amarillento, capa superior). 3.- Se aspird el plasma con una micropipeta,
se inactivé con una solucién de hipoclorito de sodio al 1% por 30 min y se descarté. 4.- Al tubo se le agregd
150 mM de NaCl hasta la marca (nivel de plasma original). Se invirtid el tubo cuidadosamente varias veces
para mezclary se centrifugd a 3000 rpm por 5min. 5.- Se aspird la solucién de NaCl y se repitieron los pasos
3y 4 para lavar las células. Se deseché el sobrenadante y éste se sustituyé hasta la marca (nivel de plasma
original) con PBS 1X. (Se invirtié el tubo cuidadosamente para mezclar). 6.- Se realizé una dilucién 1:50 de
eritrocitos, utilizando como diluyente el PBS 1X. Se agregd 1mL de eritrocitos en 49 mL de PBS 1X (si no se

forma un pellet entonces las células se lisaron).

Ensayo de hemdlisis:

Para las muestras: Los poliHIPEs hidratados se colocaron en un tubo de 1.5 mL. Se le agregaron 270 plL de
la dilucién anterior de eritrocitos (asegurando que la solucidn stock quedara homogénea durante la

transferencia) y se les afiadié 30 yL de medio DMEM.
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Para los controles positivos: A 270 uL de la dilucion de eritrocitos se le afiadieron 30 pL de Triton 20% X-

100.

Para los controles negativos: 1.- A 270 pL de la dilucién de eritrocitos se le afiadieron 30 uL de PBS 1X. 2.-
Los tubos se incubaron por 1 h a 37°C y 5% de CO; 3.- Los tubos se centrifugaron por 5 min a 3000 rpm
para precipitar los eritrocitos intactos que no sufrieron lisis. 4.- Se agregaron 250 plL del sobrenadante a
una placa de 96 pozos para su lectura. 5.- Se midié la absorbancia de los sobrenadantes en un lector de

placa con las longitudes de onda 405, 450 y 541 nm.

Determinacidn del porcentaje de hemdlisis: La longitud de onda se seleccioné dependiendo si los datos de

hemdlisis de las muestras se pueden normalizar con respecto a la hemélisis maxima inducida por el 20%

Triton X-100 (control positivo).

El porcentaje de hemdlisis se calculd de la siguiente manera: 1.-Se determind el promedio de la
absorbancia de los controles negativos. 2.-Se le restd este valor a cada muestra. 3.-Se determind el
promedio de la absorbancia del control positivo. Se normalizaron los controles y las muestras en las 3
longitudes (405, 450, 541 nm) a ese promedio, representando el valor del control positivo como el 100%
de hemodlisis. 4.-Se multiplicé cada valor por 100 para calcular el porcentaje de hemdlisis respecto al

control positivo.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacion del DES

3.1.1 Anadlisis de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La Figura 15 muestra el espectro del ChCl, la urea vy el del DES (ChCl:2Urea) respectivamente. Las bandas
asociadas al ChCl como CHs, CH,, CCO, N-CHs y CO aparecen en el espectro de ChCl:2Urea, indicando que
la estructura del ChCl no se perdio, es decir no ocurrié reaccidon quimica alguna. Las bandas encontradas
son consistentes con el espectro obtenido por Du et al. (2016). El nimero de onda (cm™) y los modos
vibracionales de los grupos funcionales en la urea, el ChCl y el DES, se encuentran resumidos en la Tabla
2. La frecuencia de estos modos es ligeramente diferente que los reportados en otros estudios, debido a

gue se utilizaron diferentes métodos de preparacion de la muestra para el analisis.
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Figura 15. Espectro de ChCl y del DES (ChCl:2Urea). Los niumeros de las bandas en color rojo son las reportadas para
el ChCl, los de color azul son los reportados por la urea y los de color negro no estan reportadas por otros autores.
La franja de color gris representa las bandas tipicas de grupo -OH y del grupo C=0.

En el espectro del ChCl se muestra una sefial intensa en 3220 cm™, asignada al estiramiento asimétrico del

grupo —OH (v,s OH). El espectro del DES muestra una banda intensa y ancha con 2 picos en 3316 y 3188
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cm?, que corresponden a la tensidn (vsNH,) y flexiéon (8sNH,) simétrica del -NH; pero que, como en el
espectro del ChCl, también corresponde al grupo —OH. Esta superposicién y ligera deformacién de las
bandas en el espectro de la urea pueden deberse a la formacién de EH con el cloruro de colina. Cuando se
establecen enlaces de hidrégeno entre los grupos funcionales bajo estudio, estos tipicamente presentan

un ensanchamiento en la banda correspondiente.

El espectro de la urea se muestran tres bandas en 1671, 1618 y 1591 cm™ como lo reporté Perkins et al.
(2013). Las dos bandas en 1671y 1618 cm® corresponden respectivamente a la flexidon simétrica (8sNH,)
y asimétrica (6.NH,) del (-NH,) (Du et al., 2016), mientras que la banda en 1591 cm™ corresponde a la

vibracién longitudinal del grupo (-C=0).

En el espectro del DES se encuentra una banda en 3188 cm™ que de acuerdo a Keuleers et al. (2013) es
posible que corresponda a una combinacidn entre las bandas 1683 y 1605 cm'®; flexion simétrica (5sNH.)

del —=NH2 y vibracién longitudinal del grupo (-C=0) respectivamente.

Los EH que pueden existir entre el cloruro de colina y la urea son (N-H)...(O-H) y (O=C)...(OH), también hay
EH entre las mismas moléculas de urea (NH)...(O=C) y entre las mismas moléculas de ChCl (OH)...(Cl) como

se ilustra en la Figura 16.

3.1.2 Analisis H NMR

La Figura 17 muestra el espectro de NMR del H* del DES (ChCl:2Urea). En él se observan 6 picos que se
resumen en la Tabla 3. De acuerdo a los resultados de Gutiérrez et al. (2009) los picos en 3.19, 3.5y 3.94
& corresponden a los H! en N(CHs)s, -aCH, y —bCH, en el ChCl, el pico en 6.14 & corresponde a los H! en R(—

NH,), de la urea y el pico en 5.22 & corresponde al —OH del ChCl.

El pico en 7.26 se debe al disolvente usado como referencia externa, CDCls.

La Figura 18 muestra los desplazamientos (ppm) del ChCl y la urea obtenidos de la base de datos SDBSWeb.
Se observan diferencias en los desplazamientos de algunos H! en comparacién con el espectro del DES
puro. Estas diferencias se deben a que el entorno electrénico de los nucleos es diferente en el DES que en

sus componentes individuales disueltos en el disolvente deuterado correspondiente. Los EH que existen
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entre el ChCly la urea son los siguientes (N-H~0O-H, O=C~OH y OH~Cl). Por lo tanto, para los nucleos de R(—
NH,), su desplazamiento (ppm) aumenta porque el nuicleo del H! ahora siente con mas fuerza el campo
magnético, debido a la alta electronegatividad del O en el enlace N-H~0O-H, ocasionando que el nucleo
tenga una densidad electrénica menor (fendmeno conocido como downfield o deshielding en inglés) y su

desplazamiento aumente.
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Figura 16. Enlaces de hidrégeno formados entre la urea y el ChCl. (A 'y B) ChCl-urea, (Cy D) urea-urea, (E) ChCI-ChCl.



Tabla 2. Comparacidn entre el espectro de FTIR del ChCl y el DES.
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Numero de onda (cm™)

Grupo DES
funcional chcl Urea DES Du, C. et al. Urea* ChCl*
(2016)
v,.NH, 3427 3421 3447
v,.OH 3418
v,NH, 3331 3316 3349 3347
v,,OH 3220 3255 3257 3259
6sNH,vC=0 3188
6, OH 3026 3024 3023 3057
vCH 3006 3018
6,NH, 1671 1661 1669 1683
8,.NH, 1618 1605 1620 1631
C=0 1591 1603
pCH; 1482 1478 1474 1489
p,NH, 1458 1430 1446 1468 1429
6s OH 1349 1347
v,.CN 1143 1165 1164 1166
pCH, 1085 1084 1084 1086
vC-0O 1012 1002 1006 1005 1007
v,, CCO 954 953 955 958
V,N-CH, 866 864 865 867
wC=0 786 784 785 788
6CH,4 1378 1347
pCH, 1274 1284
wCH, 1142 1134
8, OH 1632
T, .NH, 711 716

Nuimero de onda en cm™ y su asignacién.
s = simétrico; as = asimétrico; w = débil; v =tension; 6 = flexion;
=torsion fuera del plano; p

T

balanceo en el plano; w= balanceo fuera del plano .
*Datos obtenidos de SDBSWeb: http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/
(Instituto Nacional de Ciencia Industrial Avanzada y Tecnologia, AIST, 09.05.2018).


http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/
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Figura 17. Espectro de NMR *H del DES en un tubo capilar.

Tabla 3. Desplazamientos quimicos de los H! encontrados en el DES con sus respectivas integrales.

& (ppm) H Integrales
3.19 N(CH3)3 4.58
3.5 aCH, 1.05
3.94 bCH, 0.99
5.22 OH 0.38
6.14 R(-NH,), 4.01
3.2
0 HsC
// + a b
) H Nr___,,.c 3.2 HaC_N_CHg—-EHZ_DH C]_
5.6 Ha N 3.54 4.07
NH; H3C
5.6 3.2

Figura 18. Valores de las sefiales de NMR 1H de los compuestos de la urea y el cloruro de colina. SDBS No. 2958:
CH4N20, 300MHz, en acetona + DMSO + tetrametilurea. SDBS No. 7932: C5H14CINO, 399.65MHz, 0.05ml: 0.5mID20.
*Datos obtenidos de SDBSWeb: http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/ (Instituto Nacional de Ciencia Industrial

Avanzada y Tecnologia, AIST, 18.05.2018).


http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/
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3.1.3 Analisis DSC

La Figura 19 muestra el termograma del DES. En el ciclo de calentamiento del DES desde -60°C se observa
un evento exotérmino en -12.4°C que corresponde a la temperatura de cristalizacion seguido de un evento
endotérmico en 21.3°C que corresponde a la temperatura de fusién. Este comportamiento térmico es
consistente con el de un cristal (Morrison et al., 2009). La cristalizacion del DES comienza
aproximadamente en -27.84°C y termina en -13.07°C y la fusiéon de la fase cristalina empieza
aproximadamente en 2.42°C y termina en 21.31°C. Por lo tanto, el comportamiento térmico del DES

durante el calentamiento involucra una fase de cristalizacién y una fase de fusién.

La reduccion extraordinaria del punto de fusidn se debe a las interacciones de EH que hay entre la urea 'y
el ChCl, en especial entre los hidrégenos del grupo amino en la urea y los iones cloruro. En general, en
mezclas binarias que contienen una sal, conforme la asimetria del catién de la sal aumenta, el punto de

fusion de las mezclas disminuye (Abbot et al., 2003).

El punto de fusion del DES es bajo y se puede notar que la mezcla es estable en el rango de temperatura

de -60°C a 120°C. No se observa que en ese rango exista descomposicion del DES.
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Figura 19. Termograma DSC del DES (ChCl: 2Urea).
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3.1.4 Determinacion de la viscosidad

La viscosidad se midié en un rango de 293.15 a 363.15 K (20-90 °C) en intervalos de 10 K. El punto de fusion
del DES como se determind en el estudio de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) es = 21.3°C por lo
tanto, es posible determinar el cambio de la viscosidad en ese rango. La Figura 20 muestra la relaciéon
viscosidad-temperatura del DES. Como se esperaba, la viscosidad del DES disminuye con la temperatura;
este comportamiento corresponde al de un liguido no Newtoniano y ha sido observado por otros

investigadores (Abbot et al., 2003; Mjalli et al., 2015; Yadav et al., 2014).
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Figura 20. Viscosidad en funcion de la temperatura del DES (ChCl:2Urea).

A 60°C, temperatura a la que se realiza la polimerizacidon de la emulsién, la viscosidad del DES es de 80
mPa, que comparada con la del agua (0.469mPa) es 2 drdenes de magnitud mayor. De forma que, la alta
viscosidad del DES limita la difusion en las gotas en la HIPE disminuyendo su maduracién de Ostwald en la

emulsion, haciéndola mas estable (Carranza et al., 2016).
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3.2 Caracterizacion de la emulsion

3.2.1 Microscopia confocal

En la Figura 21 se confirma que la fluorescencia roja emitida por la rodamina se encuentra en la fase
continua de la emulsidn, es decir en el mondmero, debido a la baja hidrofobicidad del DES. La emulsién
formada contiene la fase interna con una fraccion de volumen (¢) del 80%. Por encima del 74% se
considera que es una emulsion altamente concentrada (HIPE) y por lo tanto, las gotas que conforman esta
fase exceden su empaque fisico y se deforman a un arreglo mas compacto (Cameron et al., 1996). En las

micrografias es posible percibir con claridad la deformacién de las gotas en algunas regiones.

Se observa que al inicio de la medicion (Figura 21A) las gotas tenian un tamafio aproximado de 51.3 + 19.6
um, pero mientras se prolonga el tiempo de anadlisis el tamafo de las gotas va aumentando. La
desestabilizacidn de la emulsion es provocada por el calor emitido del Iaser sobre la muestra. Al aumentar
la temperatura, se disminuyen las interacciones de EH ente el ChCl y la urea; causando una disminucién
en la viscosidad del DES. Del mismo modo se promueve la maduracion de Ostwald, la cual esta mediada

por la difusién molecular de gotas pequefas a gotas mads grandes (Carranza et al., 2016).
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Figura 21. Imagenes confocales de la HIPE de MMA antes de la polimerizacidn. El promedio de los tamafios de las
gotas en la HIPE, asi como los tamafios maximo y minimo de las gotas estdn debajo de cada imagen. A) n=151, B)
n=137, C) n=116, D) n=30.
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En la Figura 22 se muestra la emulsién pickering (MMA-NHA) antes de la polimerizacidn la cual ha sufrido
una inversién de las fases que la componen como resultado de una desestabilizacion. En esta emulsion se
observa que la fluorescencia emitida por la rodamina se encuentra como fase interna, contrario a lo que
se observd con la muestra sin NHA (Figura 21). De manera que la dispersidn mecdnica del HIPE a través
del vortex, en esta muestra en particular no proveyd la energia mecanica necesaria para que la fase
organica de mondémeros emulsificara al DES para finalmente formar una emulsién altamente concentrada.
En muestras subsecuentes que no se analizaron por medio de microscopia confocal, la formacién de la

HIPE se verificd por la obtencién del correspondiente poliHIPE, como se discutirda mds adelante.

Figura 22. Imagen confocal de la HIPE-pickering desestabilizada (inversidn de fases) de MMA con NHA antes de la
polimerizacién observadas con microscopia confocal, usando el marcador fluorescente Rh6G.

3.3 Caracterizacion de los poliHIPEs

3.3.1 Microscopia electrénica de barrido

En la Figura 23, 24 y 25 se muestra que los poliHIPE pMMA, pMMA-NHA y pSMA-NHA tienen una
estructura macro-porosa, que consiste en poros interconectados por ventanas. En las micrografias se
puede observar que los poros estan compactos y en forma de poliedros. El tamafio del poro para pMMA
es de 13.2 + 4.2 um (Figura 23) y es diferente (p<0.01) al tamafio de gota que se observé en microscopia
confocal (51.3 £ 19.6 um). El tamafio de poro para pMMA-NHA es de 10.34 + 2.9 um (Figura 24),8.4 + 2.1
pm para pSMA-NHA (Figura 25). Los tamafios de poro en los poliHIPEs pMMA y pMMA-NHA son

ligeramente mayores a los que reporté Carranza et al. (2014 y 2017), tal como se puede observar en la
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Tabla 4, aunque al considerar la desviacion estandar, debida a la polidispersidad de los poros inherente al
protocolo de sintesis usando HIPEs, se encuentran en el mismo intervalo de tamafios, observando también

que la adiciéon de NHA no altera el rango en el tamafio de poro.

En la Figura 26-A se muestra la micrografia de SEM de polvo del poliHIPE pLA-NHA y en la Figura 26-B se
muestra una porcién del poliHIPE pLA-NHA. Se observa que el polvo de pLA-NHA tiene una estructura ma-
croporosa con un tamafio de poro cercano a los 20 um, tamafio que se asemeja a los resultados reportados

por Carranza et al. (2014). En la Figura 26-B se observan algunos poros con tamafios de 6.4 + 2.8 um.

Figura 23. Micrografia SEM de pMMA después de la extraccidn de la fase interna (DES). A) pMMA, 15kv (1000 X), B)
pMMA, 15Kv (2500 X).
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Figura 24. Micrografia SEM pMMA-NHA después de la extraccion de la fase interna (DES). A) pMMA-NHA, 10 Kv (750
X), B) pMMA-NHA, 10Kv (2000 X).
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Figura 25. Micrografia SEM de los poliHIPEs después de la extraccion de la fase interna (DES). A) pPSMA-NHA, 20Kv
(1000 X) y B) pSMA-NHA, 20kv (2500 X)

Figura 26. Micrografia SEM de los poliHIPEs después de la extraccion de la fase interna (DES). A) pLA-NHA, 1.0 Kv y
B) pLA-NHA, 1.0 Kv.



Tabla 4. Comparacidn de las propiedades morfoldgicas de los poliHIPEs.
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B Area )
Didmetro Tamaiio de superficial Porcentaje
gota confocal " 2 de . .
poro (um) especifica (m . . Tamaiio de | Porcentaje
(um) conversion Diametro
Muestra g'l) gota confocal de
poro (um) .
Carranza et | Carranza et (um) conversion
Carranza et | Carranza et
al. (;2014y | al. (;2014y
al. (,b2017) | al. (,2017)
£,2017) $2017)
pMMA 6.3+2.4, 7.4+2.7, 1.7y 99.1, 132 + 42 | 51.3+19.6 >95
PMMA-NHA | 8.7 +1.8;, 8.6+1.5, nd 98.7, 1034 +2.9 nd >99
pLA 14 +4.6, 13.1+6.4 1 90.8, nd nd nd
PLA-
- - - - 11528 nd nd
NHA
pSMA 146+29, | 144+36 nd 86.3, nd nd nd
pSMA-
- - - - 84+2.1 nd nd
NHA

Nota: Datos obtenidos de Carranza et al.

los resultados de este trabajo.

3.3.2 Microtomografia de rayos X (1-CT)

(2014 y b2017), nd: no determinado. Las tres ultimas columnas muestran

La Figura 27(a) muestra el poliHIPE pMMA-NHA segmentado en un cubo de 600*600*600 voxeles para

eliminar el ruido de los bordes de la muestra. Un véxel es la unidad cubica que compone un objeto

tridimensional. Al aplicar el filtro Anisotropic Diffusion se reduce el ruido de la imagen sin remover partes

significativas de la muestra Figura 27 (c).

Una vez que la muestra se filtré se separé digitalmente en dos fases, la fase conformada por el polimero y

la formada con NHA. La Figura 28 (a y b) muestra la NHA que estd en el cubo segmentado de la muestra

pMMA-NHA. La Figura 28 (d) muestra la separacion de los poros de una porcién del cubo de pMMA-NHA

(el tamanio de un pixel equivale a 0.44um) a través del método de valor umbral por medio del algoritmo

numérico Otsu. Una vez separados se realizd un andlisis de distribucién de tamafios en volumen. La

porosidad del poliHIPE es del 68%, el porcentaje de NHA es de 0.018% vy el area superficial especifica

(m2/m3) es de 1.0 (Tabla 5).
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Figura 27. (a) pPMMA-NHA segmentado en un cubo, (b) poros segmentados de la muestra pMMA-NHA, (c) segmento
mostrando matriz y poros, (d) segmento mostrando los poros segmentados.
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Figura 28. En la figura a) podemos observar la reconstruccién 3D de la NHA en la muestra PMMA-NHA y en b) la
de la muestra pMMA-NHA.

amplificacién de la zona delimitada por un circulo rojo. (c) poros de la muestra pMMA-NHA, (d) poros segmentados

especifica.

Tabla 5. Distribucién de tamafos de los poros de pMMA-NHA y valores de porosidad, % NHA y area superficial

x=714.5
Volumen 3d (pm3) | max=21837.7
min=0.09
%= 347.3
Area 3d (um?) | max= 6168.5
min= 0.6
Porosidad % 67.5
NHA 0.018
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3.3.3 Difraccion de rayos X

La Figura 29 muestra los espectros de difraccidn de rayos X realizado sobre las muestras: NHA, pMMA y
pPMMA-NHA. La NHA presenta los picos de difraccién de la HA, basados en la tarjeta de XRD de la HA (JCPDS
No. 09-432). Por otro lado, el poliHIPE pMMA-NHA presentan picos en el espectro de la NHA pero en

menor intensidad; estos picos no se observan en el poliHIPE sin NHA.

(211} — MNHA
- pMMA-NHA
- pMMA

Intensidad (u. a.)

10 20 20 40 50 60 70 an
Angulo (28)

Figura 29. Patrén de XRD de polvo de NHA pura, de pMMA y pMMA-NHA con 1% de NHA.

3.3.4 Pruebas mecanicas

El esfuerzo de compresion para pMMA es de 170 kPa, mientras que para pMMA-NHA es de 6.7 + 0.5 kPa
(Figura 30). La adicién de NHA en el poliHIPE disminuye significativamente el esfuerzo de compresion. El
maddulo elastico de pMMA es de 0.34MPa, y el de pMMA-NHA es de 0.18MPa. Igualmente se observa un
decremento en el mddulo elastico del poliHIPE con NHA, sugiriendo que éste tiene mayor elasticidad que

el poliHIPE sin NHA. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Carranza et al. (2017).
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Figura 30. Esfuerzo de compresidon y B) Mddulo eldstico de pMMA y pMMA-NHA. Los resultados se presentan como
el promedio + desviacién estandar de un ensayo medido por triplicado.

3.4 Resultados de Biocompatibilidad

3.4.1 Resultados de la viabilidad celular de HFF-1

La Figura 31 muestra la viabilidad de los fibroblastos de humano HFF-1 cultivados por 96 h en los poliHIPEs
(pLA y pLA-NHA). La viabilidad se determind por el ensayo MTT. Es importante resaltar que la cantidad de
MTT reducido y cuantificado como porcentaje, es un reflejo directo de la actividad metabdlica de la célula,
en particular de la funcionalidad de la mitocondria. Las barras en la Figura 31 indican el crecimiento de las
células HFF-1 en presencia de los diferentes poliHIPEs. En ese sentido, es posible observar que los
fibroblastos crecieron un 83.5% mas en el poliHIPE pLA y un 93% mas en el poliHIPE pLA-NHA, respecto de

las células control que no fueron incubadas con los poliHIPEs.

Estos resultados soportan la idea de que los poliHIPEs presentan una actividad promotora del crecimiento

celular.
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Figura 31. Ensayo de viabilidad celular de los fibroblastos de humano HFF-1 en presencia de pLA y pLA-NHA. Las
células HFF-1 se cultivaron en presencia de los poliHIPEs por 96 h. La viabilidad celular se determind por la reduccion
del MTT. Los resultados representan el promedio * la desviacion estandar del ensayo medido por triplicado. El andlisis
estadistico que se realizé fue un ANOVA-one way con el software Minitab18; en el cual p>0.05 y no hay diferencia
significativa en los datos de las muestras pLA y pLA-NHA.

3.4.2 Resultados de la proliferacion celular de HFF-1

La Figura 32 expone la proliferacién de los fibroblastos HFF-1 a las 96 h de su cultivo con los poliHIPEs (pLA
y pLA-NHA). La proliferacion se determind por la fluorescencia del reactivo CFDA-SE hidrolizado. Los
resultados sélo muestran el CFDA-SE hidrolizado de las células vivas. En la Figura 32 se observa el
porcentaje de proliferacidn celular en cada poliHIPE y su comparacién respecto del control (caja Petri). La
proliferacién respecto al control se incrementé un 93% para pLA y un 85% para pLA-NHA. De modo que
ambos poliHIPEs ademds de ser biocompatibles, promueven la proliferacién de los fibroblastos. Cabe
resaltar que la molécula fluorescente producto del CFDA-SE hidrolizado no se transfiere a las células

adyacentes, sino que es heredado mediante los procesos de citocinesis en la division celular.
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Figura 32. Los poliHIPEs promovieron la proliferacion celular de los fibroblastos. Las células HFF-1, se cultivaron con
la presencia de los poliHIPEs pLA y pLA-NHA por 96h y en este punto se determind la proliferacidn celular por la
hidrdlisis del reactivo CFDA-SE. Los resultados se presentan como el promedio * desviacion estandar de un ensayo
por citometria de flujo medido por triplicado. El andlisis estadistico fue a través de la prueba ANOVA-one way, con el
software Minitab18; en dénde, p <0.05, por lo tanto, existe diferencia significativa entre las medias de pLA y pLA-
NHA y el control, pero no entre pLA y pLA-NHA.

3.4.3 Resultados de la determinacidon de la proliferacion de osteoblastos de raton MC3T3-E1

En la Figura 33 se observa el nimero de células que se adhirieron al poliHIPE después de incubar 12,500
células con éste durante 24h, también se muestra la proliferacion celular después de 48 h. En la figura se
puede observar que en general se adhirieron muy pocos osteoblastos respecto a la cantidad de células
que se anadieron inicialmente (12, 500), en especial para los poliHIPEs pMMA7-NHA (56 células) y pLA7
(83 células). Sin embargo, a pesar de ello, el nUmero de células que se estimaron después de 48 h de
incubarse en el poliHIPE fue considerablemente mayor, lo que refleja que ambos poliHIPEs promueven la
division celular de los osteoblastos adheridos. En la Figura 34, se observa el nimero de veces que se
incrementd la division celular de las células inicialmente adheridas al poliHIPE. El nimero de células que
se adhirieron al poliHIPE a las 24h se normalizaron a 1. En la figura se muestra que la proliferacién que
tuvieron los osteoblastos para los seis poliHIPEs fue significativa, en especial para los materiales pMMA-

NHA, pSMA-NHA y pLA.
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Figura 33. Numero de células que se adhirieron y proliferaron en los PoliHIPEs. Los osteoblastos se cultivaron con la
presencia de los PoliHIPEs por 24 h y en ese punto se determind por el ensayo de reduccion de rezasurina el nimero
de células adheridas al poliHIPE. Posteriormente, la proliferacidn de las células adheridas se determiné a las 48 h. Los
resultados se determinaron por una curva de calibracién.
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Figura 34. Incremento en el nimero de células que se adhirieron y proliferaron en los poliHIPEs. Los osteoblastos se
cultivaron con la presencia de los poliHIPEs por 24 h y en ese punto se determind, por el ensayo de reduccién de
rezasurina, el numero de células adheridas al poliHIPE. Posteriormente, la proliferacion de las células adheridas se
determind a las 48 h. Los resultados se determinaron por una curva de calibracion.
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3.4.4 Determinacion del estrés oxidativo para los fibroblastos de humano HFF-1

Los ROS producidos por los fibroblastos de humano (HFF-1) se midieron después de estar en contacto por
96 h con los poliHIPEs pLA y pLA-NHA. Estos resultados muestran los radicales libres superdxido Oy en las

células vivas.

La produccion de O, se estimé tomando como referencia la fluorescencia del control negativo, que son
las células cultivadas Unicamente en medio de cultivo. Las columnas en la Figura 35 representan el

promedio de las mediciones de un ensayo por triplicado.

Los resultados muestran que, respecto al control, la produccién de O, de las células que crecieron en el
pozo es 0.79 veces mas en pLA y 2.41 veces mas en pLA-NHA, considerando que la proliferacion celular de

ambos poliHIPEs era similar.

3.4.5 Determinacion del estrés oxidativo en osteoblastos de raton MC3T3-E1

Los ROS producidos en los osteoblastos al estar en contacto por 24 h con los poliHIPEs se detectaron
utilizando el reactivo MitoSOX. Estos resultados muestran los radicales libres superéxido O, en las células
vivas, producto de la oxidacion del MitoSOX en la mitocondria. La produccion de Oy se estimé tomando
como referencia la fluorescencia del control negativo, que son las células cultivadas Unicamente en medio
de cultivo y que reflejan las condiciones normales de crecimiento celular. Las columnas de la Figura 36,

representan el promedio de las mediciones por triplicado.

Los resultados muestran que, respecto al control, la produccion de O, de las células que crecieron en los
poliHIPEs es mayor, 6 veces mas en pMMA-NHA y pSMA-NHA, 4 veces en pSMA y el doble para pMMA vy
pLA7-NHA. De los 3 materiales que contienen NHA sélo el de pLA-NHA tiene una concentracion de Oy

menor.
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Figura 35. Niveles de ROS en fibroblastos de humano HFF-1. Se determinaron los niveles de ROS mitocondrial
derivados de los HFF-1 al estar en contacto por 96 h con los poliHIPEs pLA y pLA-NHA. Se tomd el control como
referencia para determinar la fluorescencia en los tratamientos. Los resultados representan el promedio * la
desviacion estandar del ensayo medido por triplicado e indican la suma de los ROS en las células que crecieron en los
poliHIPEs y los producidos por las células que crecieron en presencia de éste (pozo). El analisis estadistico que se
realizé fue unANOVA-one way, con el software Minitab18; en dénde, p>0.05, por lo tanto no existe diferencia
significativa entre las medias.
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Figura 36. Niveles de ROS en osteoblastos de ratén MC3T3-E1. Se determinaron los ROS derivados de los osteoblastos
al estar en contacto por 24h con los poliHIPEs. Se tomé el control (células crecidas en medio de cultivo) como
referencia para determinar la fluorescencia en los tratamientos y se utilizd DMSO como control positivo. Los
resultados representan el promedio * desviacidn estandar del ensayo medido por triplicado El analisis estadistico
que se realiz6 fue un ANOVA-one way, con el software Minitab18; en donde, * p<0.05, indicando que es
significativamente diferente respecto al control.
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3.4.6 Resultados del ensayo fosfatasa alcalina

La expresion de la fosfatasa alcalina (ALP) en los osteoblastos es un marcador temprano de la
diferenciacién de éstos a osteocitos. La Figura 37 muestra la expresion de la ALP en los osteoblastos
después de cultivarlos con los poliHIPEs durante 24 h. Se observé en los poliHIPEs una tincion de color

rosado-morado, indicando la presencia de la ALP.

En el ensayo colorimétrico sdlo se puede observar visualmente el precipitado de color morado, los
resultados Unicamente nos indican la presencia o ausencia de la enzima en las células. Por lo tanto, no se
observa diferencia en la expresion de ALP entre los tres diferentes monémeros (MMA, SMA y LA)
utilizados. Tampoco se distingue una diferencia entre los poliHIPEs funcionalizados con NHA comparados
con los materiales sin funcionalizar. Sin embargo, esta informacidén cualitativa puede ser corroborada con
las lecturas de la actividad de la ALP a 405 nm. En la Figura 38 se observa la actividad de la ALP en los 6
poliHIPEs a las 24 y 120 h. A las 24 h (1d) Figura 38-A sélo la actividad de ALP en pMMA es
significativamente diferente respecto al control (p <0.05). A las 120 h (5d) Figura 38-B la actividad de ALP

en los poliHIPEs pSMA-NHA y pLA-NHA es significativamente mayor respecto al control (p<0.05).

S pMMA-NHA
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- »
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Figura 37. Los poliHIPEs promueven la expresion de la fosfatasa alcalina (ALP) en los osteoblastos. En los pozos donde
se cultivaron los osteoblastos con los poliHIPEs se observd un precipitado de color morado, mientras que en los
controles (ALP negativo) no se tifieron las células.



62

A B
40+ 404
| s -
o) c
% 35 g 35-
3 I ® 1 * *
— _ (=] |
5 30 g 30
2 5 -
D 254 w25
§ 25 2
E 7 @
@ 204 % 204
= * - |
= o
® 15 £ 154
c g 4
0
‘5 1.0 @ 1.0
(0] c
3 ] g |
L 054 £ o5
£ . o 1
= 0.0 -4 004
Contrdl  pMMA pMMANHA pSMA  pSMAMNHA  pLA  pLANHA Control  pMMA pMMANHA pSMA pSMANHA plA  pLA-NHA

Figura 38. Diferenciacion en osteoblastos de ratdn MC3T3-E1. Se determind la actividad de la ALP de los osteoblastos
al estar en contacto por 24 h (A) y 120 h (B) con los poliHIPEs. Se tomé el control (células crecidas en medio de cultivo)
como referencia. Los resultados representan el promedio + desviacidn estandar del ensayo medido por triplicado. El
analisis estadistico que se realizd fue un ANOVA- one way, con el software Minitab17; en dénde, * p< 0.05 es
diferente significativamente respecto al control.

3.4.7 Resultados de hemolisis

El ensayo de hemdlisis evalia la hemoglobina liberada en el plasma como un indicador de la lisis de
eritrocitos. La cantidad de hemoglobina liberada se determind después de que los eritrocitos estuvieron

en contacto con los poliHIPEs, su cuantificacidn se realizé respecto al control positivo (100% hemolisis).

Debido a que uno de los puntos maximos de absorcién de la hemoglobina es A= 541 nm y que los datos en
las muestras se normalizaron respecto al 100% de hemdlisis se decidid utilizar esa longitud de onda. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 39, y demuestran que el porcentaje de hemdlisis en los 6
poliHIPEs es menor al limite permitido por la ISO 10993-4:2002 que es del 5%. Por lo tanto, no hubo

toxicidad directa de los poliHIPEs y éstos pueden ser considerados como hemocompatibles.
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Figura 39. Los 6 poliHIPEs presentaron un porcentaje inferior al permitido (<5%).
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Capitulo 4. Discusion

4.1 DES

Las interacciones de enlace de hidrogeno (EH) entre el cloruro de colina y la urea se estudiaron a través

de un anélisis de IRy de HINMR.

En el espectro de IR del DES se identificaron los grupos funcionales caracteristicos del ChCl concluyendo
gue su estructura no se perdid tras su asociacion con la urea por medio de EH. Las bandas mas significativas
del espectro son las de los grupos funcionales -OH, -NH; y -C=0. Los ensanchamientos que presentaron
estas bandas se deben a los EH que hay entre el ChCl y la urea. Se observa que hay ligeras diferencias en
las bandas con lo reportado en la literatura (Du et al., 2016; Keuleers et al., 1999; Perkins et al., 2013; Yue
et al., 2012), por el método en la preparacién de la muestra que se utilizd para cada analisis (ATR versus

transmisién en pastillas de KBr).

Los resultados del espectro de H'NMR del DES puro permitié observar los desplazamientos quimicos de
los H! del ChCl y la urea. Los desplazamientos quimicos y el nimero de H! asignados a cada sefial
correspondieron al DES puro y concuerdan con los resultados de Gutiérrez et al. (2009). El entorno
electrénico de los nucleos es diferente en el DES que el de sus componentes individuales disueltos en
disolventes deuterados, debido a los EH entre el ChCl y la urea. Los desplazamientos quimicos que aqui se
describen no son significativamente diferentes <5% a lo reportados por otros autores (Florindo et al.; 2014;

Ge et al., 2017) debido a las condiciones de analisis.

Tanto los resultados en FTIR como los de HINMR del DES concluyen que no hubo reaccién quimica entre
el cloruro de colina y la urea. Las interacciones que hay entre los componentes se debe a EH (N-H)(0-H),

(NH)~(0=C) y (OH)~(Cl).

En cuanto al comportamiento térmico que se observd en el DES, éste es similar al que reporté Morrison
et al. (2009). El termograma muestra que el DES tiene un punto de fusion (p.f.) de 21.3°C, este es
considerablemente menor que el de sus componentes por separado p.f.chci= 302°Cy p.f.urea= 133°C. Esta
disminucién en el punto de fusion esta relacionada con la fuerza de interaccidn entre sus componentes, la
deslocalizacidon electrénica que se produce a través de los enlaces de hidrégeno y debido a que sus iones

no-simétricos (con tamafios diferentes) tienen una energia reticular baja (Garcia et al., 2015; Smith et al.,
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2014). Las ventajas que tienen los DES con los liquidos i6nicos a temperatura ambiente (RTILs) esta en su
biodegradabilidad, su baja o nula toxicidad y su preparacion a partir de sus componentes puros sin recibir

una posterior purificacion (Abbot et al., 2004; Radosevic et al., 2015).

En el termograma también se muestra que en el rango del analisis (-60°C a 120°C) no existe
descomposicion del DES; esta caracteristica es importante para delimitar la temperatura en el que el DES

puede usarse.

Referente a la viscosidad del DES, ésta disminuye conforme aumenta la temperatura, por consiguiente, su
comportamiento corresponde al de un fluido no Newtoniano. En comparaciéon de los DES que contienen
ChCl como HBA, el que se forma con la urea tiene una alta viscosidad (Smith et al., 2014). Esta alta
viscosidad se le atribuye a la presencia de una red extensa de EH entre cada componente, que resulta en

la menor movilidad de los componentes libres en el DES (Zhang et al., 2012).

Tanto la temperatura de fusién como el rango de estabilidad térmica y la alta viscosidad del DES son
propiedades favorables para el propdsito del trabajo. Su baja temperatura de fusiéon permite que éste se
utilice como disolvente a temperatura ambiente y el rango en que el DES es estable térmicamente es ideal
para las condiciones que se requieren para la polimerizacion de los HIPEs. Por ultimo, su alta viscosidad
permite que éste se pueda utilizar como fase interna en las emulsiones HIPE porque limita la difusion y
disminuye la maduracion de Ostwald, por lo tanto, confiere una mayor estabilidad a las emulsiones en

contraste con los HIPEs con fases internas acuosas (Carranza et al., 2016).

4.2 HIPEs

Las microestructuras de las HIPES MMA y MMA-NHA se observaron con un microscopio confocal, en donde
la fase continua se marcé con el marcador fluorescente Rh6G. La HIPE de MMA mostro gotas en forma de
poliedros caracteristicas de las HIPEs. El promedio del tamafio de las gotas observadas fue de 51.3 £ 19.6
pum, comparando con los resultados que obtuvo Carranza et al. (2014) las gotas son 7 veces mayor. Esta
diferencia de tamafios pudo deberse a la manera en que se prepard la muestra y el tiempo de andlisis.
Especificamente se observé que el tiempo de andlisis por medio de microscopia confocal estda acompafiado
de calentamiento focalizado sobre la muestra. Se observdé que este calentamiento promueve la

desestabilizacidon de la muestra mediado por maduracién Otswald, es decir las gotas grandes crecen a
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expensas de las pequenfas, provocando asi la observacion de gotas mas grandes que las que originalmente
se encontraban en la HIPE antes de someterlas al anadlisis de microscopia confocal. Estos tamafios
originales fueron posteriormente verificados por el tamafio de poro resultante en el poliHIPE

correspondiente por SEM.

Por otro lado, en la imagen confocal de la HIPE de MMA-NHA se observa que la fase interna es la que
fluoresce, indicando una inversidn de fase. Esta puede deberse por un cambio en el equilibrio hidréfilico-
lipofilico del surfactante por el incremento en la temperatura de la emulsién inducida por el laser del
microscopio confocal (Abbott, 2016) y/o por la adicion de la NHA. Hu et al. (2016) utilizaron un
portamuestras y cubre objetos cdncavos para analizar una emulsidn de tipo pickering, de manera que la
emulsiéon no se vio afectada, también ocuparon otros marcadores fluorescentes (nile red & nile blue)
diluidos en isopropanol para marcar la fase interna. Por lo tanto, la manera en que preparamos las
muestras en estudio y el tiempo para realizar la observacidn afecté el tamafio de gota para la HIPE MMA

y la estabilidad del hibrido surfactante-NHA en la HIPE MMA-NHA.

4.3 PoliHIPEs

En las imagenes de microscopia SEM y en la reconstruccidn del poliHIPE pMMA-NHA por u—CTes posible
observar que los poliHIPEs tienen una estructura porosa interconectada. Un material con distintos niveles
de porosidad e interconectividad es esencial para la nutricion, proliferacién y la migracion celular en los
andamios para la ingenieria de tejidos (Loh et al., 2013). La deformacién de los poros de esferas a poliedros
se debe a que la fase interna tiene una fraccién de volumen (¢) mayor al 74%. Esta deformacién se observé
en las micrografias confocales de las emulsiones. Las microscopias del poliHIPE pMMA muestran tamafios
de poro menores comparados a los observados por microscopia confocal. Los tamafios de poro de los
poliHIPEs pMMA, pMMA-NHA, pLA-NHA y pSMA-NHA estan en el rango de tamafio reportado por Carranza
et al. (2017) a pesar de la adicion de NHA en los poliHIPEs.

Las conversiones de los poliHIPES se determinaron dividiendo la masa del monolito seco entre su masa
esperada en caso de que todos los mondmeros y entrecruzantes reaccionaran para formar el polimero, las
conversiones para ambos poliHIPEs fueron > 95%, y son similares a los que reportd Carranza et al. (2017).
La fase interna (DES) de la emulsidn tiene ventajas sobre otros solventes, ya que su alta viscosidad puede

modular la temperatura de polimerizacién, gracias a un incremento en la energia de activacién en la
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descomposicion del iniciador (AIBN), lo cual ayuda a incrementar la conversion de los mondmeros. El
porcentaje de porosidad del poliHIPE pMMA-NHA determinado con el equipo u—CT fue del 68% y el drea
superficial especifica fue de 1.0 m?/m?3, este equipo permitié observar una imagen 3D del poliHIPE en la

que se visualiza su estructura interna (Figura 42).

Para asegurar la presencia de las NHA en el poliHIPE se realizd un andlisis de difraccién de rayos X, en
donde se comparod el espectro de pMMA-NHA con el de pMMA y el de NHA puro. Los resultados de
difraccion de rayos X corresponden a los que reportd Carranza et al. (2017). En el pMMA-NHA se
observaron algunos picos de difraccidn caracteristicos de NHA pero con menor intensidad, que demuestra
que durante el proceso de emulsificacion éstas permanecieron en la interfase (fase continua- fase interna)
de la emulsién y que durante la polimerizacidn de la HIPE éstas permanecieron incluidas en la superficie
del polimero. Los resultados de u—CT y la segmentacidn de la fase polimerica de la ceramica en el poliHIPE
también confirman la presencia de NHA en su interior. El porcentaje de NHA observado en u-CT fue del
0.018%, este porcentaje es muy bajo respecto a la cantidad que originalmente se afiadié a la HIPE (1 % P)
respecto a la fase continua). Sin embargo, el equipo u-CT sélo permite ver aglomerados cercanos a 450
nm, por lo que tamarios inferiores de NHA no es posible visualizar. Es posible que el resto de NHA que no

se observéd con el equipo p-CT no estd aglomerada y su distribucién sea mas homogénea en el poliHIPE.

A pesar de que el poliHIPE de MMA con NHA mostré una disminucion en el esfuerzo de compresion, las
NHA incrementan la hidrofobicidad del monolito segun los resultados reportados por Carranza et al. (2017)
medido por el dngulo de contacto del agua. Los resultados muestran que el mdodulo elastico del pMMA-
NHA también es menor que el de pMMA. Idealmente, los andamios celulares deben exhibir propiedades
mecanicas similares a las del hueso. Sin embargo, los poliHIPEs sintetizados no tienen el propdsito de
reemplazar el hueso sino funcionar como un material de relleno para fracturas de hueso esponjoso. El
material deberd ser bioactivo (osteoinductivo y osteogénico) por tener una estructura porosa
tridimensional e interconectada. Por lo tanto, se requiere cierto grado de elasticidad para asegurar que el

material no se fracture y rompa cuando se implante en el tejido.

Owen et al. (2016) midieron el médulo de Young de poliHIPEs con una fase continua de 2 mondmeros
acrilicos (EHA, 2 etil hexil acrilato e IBAO, isobornil acrilato), utilizando agua como fase interna. Observaron
que los médulos de elasticidad variaban en un rango de 63.01 + 9.13 a 0.36 + 0.04 MPa, el poliHIPE que
tuvo el mayor médulo de Young contenia 100% de IBAO con una ¢ del 75%. Los médulos elasticos del
pMMA y pMMA-NHA que reportamos son 0.34 y 0.18 MPa respectivamente, 185 veces menor que los

valores maximos encontrados por Owen et al. (2016). Por otro lado, Wang et al. (2016) observaron que el
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moddulo de Young de sus PoliHIPEs aumentd de 2.7 £ 0.46 a 8.9 + 1.7 MPa al adicionar HA, los PoliHIPEs
contenian una fase continua de EHA e IBOA y una fase interna de agua. El incremento en el mddulo de
Young en el poliHIPE se incrementé al aumentar la concentracion de HA (4 a 32% del total de la emulsidn).
Esta diferencia significativa en el mddulo de Young de los poliHIPEs de Wang et al. (2016) respecto a los
nuestros se debe al tamafio de la HA utilizado, ya que nosotros la ocupamos en nanémetros y ellos en
micrémetros, también el porcentaje de HA que utilizamos (1 %P) fue menor al que ellos ocuparon. Wang
etal., 2016 también observaron que a altas concentraciones de HA |a estabilidad de la emulsidn fue mayor.
En las micrografias observaron un tamafio de poro =50 um y agregados en las paredes de las paredes
suponiendo que ahi se encontraban la HA, sin embargo, no hicieron un estudio de dispersién de rayos X
para comprobar que la HA se quedé en el polimero y que no fue removida cuando retiraron la fase interna,

ya que a comparacion de nosotros ellos disolvieron la HA en la fase interna y no en la continua.

4.4 Biocompatibilidad

En este trabajo se evalud la biocompatibilidad de los 6 poliHIPEs con ensayos de citotoxicidad in vitro en

fibroblastos humanos HFF-1 y mediante una prueba de hemodlisis.

Cabe resaltar que la biocompatibilidad in vivo de los poliHIPEs pMMA y pMMA-NHA fueron previamente
evaluados por Carranza et al. (2017). Estos poliHIPEs fueron implantados quirdrgicamente en dos sitios
diferentes en el cuerpo de una rata, posteriormente se hicieron cortes histoldgicos de estos sitios en
intervalos de 7,30 y 90 dias. A los 90 dias se observé un proceso de inflamacion no exacerbada consistente
en una “reaccion a cuerpo extrafio” por ambos poliHIPEs, lo cual es tipico para materiales hechos de

PMMA usados comunmente en cirugia cosmética en humanos.

La viabilidad celular en fibroblastos HFF-1 con los poliHIPEs pLA y pLA-NHA se determind a través de un
ensayo de MTT. Este reactivo determina la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. Cuando las
células mueren, éstas pierden la capacidad de convertir el MTT a formazan, ya que las enzimas
mitocondriales encargadas de ello se inactivan por efecto de la muerte celular. Los resultados obtenidos
muestran que los poliHIPEs no son tdxicos para los HFF-1, sino que incluso el porcentaje de reduccion del
MTT para ambos poliHIPEs es mayor que el control. Esto sugiere que el nimero de células en los poliHIPEs
o su actividad metabdlica es mayor que en el control. Vale la pena sefialar que este ensayo refleja el

metabolismo de las células viables y no la proliferacion celular.
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Livshin y Silverstain (2007) sintetizaron un poliHIPE de LA, sin embargo, no realizaron estudios de
citotoxicidad. Por otro lado, Han et al. (2018) disefiaron una red vascular interconectada que contenia LA
como mondémero, la polimerizacién tuvo un 40-70% de rendimiento con bajo entrecruzamiento del
mondmero y fotoiniciador restante. Ellos estudiaron la viabilidad del material en células troncales
derivadas de tejido adiposo humano (hASCS) con el ensayo vivo/muerto (live/dead en inglés), pero
después de 7 dias observaron un 227% de muerte celular; la razén de esta muerte fue que la complejidad
de la estructura no permitid el suministro éptimo de nutrientes. Los resultados aqui expuestos demuestran
que la viabilidad de los HFF-1 no se vio afectada en comparacién con la viabilidad de las células hASCS.
Esta diferencia se puede deber a que la estructura y forma que tiene el poliHIPE no afectd el suministro
de nutrientes para los HFF-1 en comparacidon con la red vascularizada, también el porcentaje de
polimerizacidn que obtuvimos del mondmero fue del 90% asegurando un mayor entrecruzamiento de éste

y por lo tanto menor citotoxicidad por el monémero o iniciador residual.

Por las altas demandas de sangre en el tejido éseo, un requerimiento importante en los materiales
disefiados para reparar/sustituir el hueso es el promover la angiogénesis; el suministro de oxigeno y
nutrientes es también indispensable para el crecimiento de las células (Yi et al., 2016). Por esta razén es
importante que la hemocompatibilidad de los materiales que estén en contacto con células sanguineas
sea evaluada. La norma 1S010993-1, es una guia internacional para la seleccién de ensayos de
biocompatibilidad para dispositivos médicos. Esta solicita una evaluacién de la hemocompatibilidad para
cualquier dispositivo que tenga contacto con la sangre, directa o indirectamente (guia ISO10993-4). Es por
esta razéon que cada vez mas autores realizan ensayos para evaluar la hemocompatibilidad de sus
materiales (Andiappan et al., 2013; Gui-Bo et al., 2009; Streifel et al., 2018). Los resultados de
hemocompatibilidad (realizados en sangre humana completa utilizando un tubo con EDTA-K2 como
anticoagulante) que obtuvimos en los 6 poliHIPEs mostraron un porcentaje de hemdlisis inferior al 5%.
Este porcentaje representa la cantidad de eritrocitos que fueron lisados cuando estuvieron en contacto
con los poliHIPEs. En base a la guia ISO10993-4 se considera como hemocompatibles a aquellos materiales
cuyos valores de hemdlisis sean menores al 5%, por lo tanto, los 6 poliHIPEs evaluados en este trabajo son
biocompatibles y no ocasionan lisis de los eritrocitos, por lo que pueden considerarse bio-seguros a nivel

hematoldgico.

Tanto los resultados de viabilidad celular en HFF-1 como los de hemocompatibilidad validan que los
reactivos utilizados, las condiciones de sintesis y el método para retirar la fase interna de los poliHIPEs

fueron los adecuados, al no presentar citotoxicidad por parte de éstos.
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Una vez que se determind que los PoliHIPEs sintetizados son biocompatibles, se decidié evaluar su
capacidad para promover la proliferacidn celular, para ello, se utilizaron dos tipos celulares importantes
en la reparacién tisular y ésea: fibroblastos humanos HFF-1 y osteoblastos de ratén MC3T3-E1l. La
proliferacién de los fibroblastos HFF-1 en los poliHIPEs pLA y pLA-NHA se cuantificé a través de la
fluorescencia del reactivo CFDA-SE hidrolizado. Las ventajas de utilizar este fluorocromo para medir la
division celular es su alta estabilidad en el citosol y que al no ser téxico, éste no modifica la viabilidad de
las células (Wang et al., 2005). Los poliHIPEs tienen una estructura porosa interconectada que les permite
tener una mayor area de contacto con las células para permitir una mayor proliferacion celular (Hu et al.,
2015). El tamafio del poro que se midié para el poliHIPE pLA fue de 14 + 4.6 um y considerando que el
tamanfio que los HFF-1 pueden llegar a alcanzar es =80 um (Ginzberg et al., 2015), no fue posible que los
HFF-1 crecieran en el interior de los poliHIPEs. A pesar de ello, los resultados de los 2 poliHIPEs evaluados
mostraron un incremento en la proliferacion celular 285% respecto al control (cultivados en una caja Petri).
Ademas, los resultados de Carranza et al. (2017) sobre los cortes histoldgicos de rata después de implantar
por 90 dias los poliHIPEs pMMA y pMMA-NHA confirman que las células rodean al material, pero no entran
en él. Al considerar el tamafio de poro (< 20 nm) y lo observado por otros autores (Ga et al., 2017; Chen

et al., 2016; Hong y Madihally, 2010) las células sélo se adhirieron a la superficie de los poliHIPEs.

Existe una diversidad de trabajos que evaluaron la proliferacidon de HFF-1 cultivados en andamios celulares
porosos. La variedad de andamios utilizados van desde materiales entrecruzados como hidrogeles no
biodegradables de poly (2-alquil-2-oxazolina) (Heide et al., 2017) y poly (N-hidroxietil acrilamida) con
sericina de seda (Ross et al., 2017), membranas 3D biodegradables de quitosan-gelatina (Huang et al.,
2005), poliHIPEs biodegradables de poly (E-caprolactona) (Busby et al., 2001) y materiales no
entrecruzados como hidrogeles biodegradables de quitosan-gelatina (lyer et al., 2011) pero todos con una
porosidad interconectada. Los resultados que reportan es que la proliferaciéon en HFF-1 cultivados en estos
andamios celulares con poros en el rango de 70 a 140 um fue mayor en comparacion con el control (caja

Petri) que no tenia esa estructura porosa.

No sélo la porosidad juega un papel importante en la proliferacién celular sino también el tamafo del
poro. El hueso tiene una estructura jerarquica en multiescala que se divide en cortical y esponjosa. La
esponjosa esta distribuida dentro del hueso y la cortical esta localizada en la superficie formada por una
[dmina que contiene células hematopoyéticas, adiposas y vasos sanguineos. Por lo tanto, es deseable que
los poliHIPEs desarrollen un microambiente inducido por la presencia de poros con tamafos alrededor de
150-180 um los cuales pueden proveer el suficiente espacio para que diferentes tipos celulares se adhieran

y crezcan, pero que ademas se facilite el transporte de nutrientes y productos de desecho, nervios y vasos
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sanguineos. Se ha reportado que los poros con tamanos alrededor de 10-100 um permiten el crecimiento
de capilares, lo que facilitan el intercambio de nutrientes y el desecho de metabolitos. Y poros con tamafo
alrededor de 10 um proveen areas especificas para la adhesion y adsorcidn de proteinas (Ga et al., 2017

Chen et al., 2016; Hong y Madihally, 2010).

De acuerdo al tamafio del poro que se midié para el poliHIPE pLA (14 + 4.6um) se espera que los H-FF1
solo se adhieran al poliHIPE, pero que su proliferacidon fuera mayor comparado con el control (caja de

Petri).

La proliferacién celular de los osteoblastos de raton MC3T3-E1 en los 6 poliHIPEs se evalud con la reduccion
del reactivo resazurina. El protocolo de este indicador rédox es similar al tetrazolium MTT, aunque ambos
reactivos son reducidos por oxidoreductasas, la resazurina no depende de una enzima para que la
reduccion ocurra, ademads éste es ligeramente mas sensible que el ensayo de MTT. Los resultados
mostraron un incremento significativo en la proliferacién celular con los poliHIPEs pMMA-NHA, pSMA-
NHA y pLA. La diferencia entre la capacidad de inducir la proliferacién celular de los 6 poliHIPEs, incluye el
tipo de mondmero, el largo de su cadena vy la presencia/ausencia de NHA. Por ejemplo, el MMA y el SMA
son metacrilatos mientras que el lauril es un acrilato. Tienen un largo en la cadena de C; Ci2 y Cis
respectivamente para MMA, LA y SMA (Figura 40), con un tamafio de poro < 20 um, un area superficial de
1 a 1.7 m?/g y de acuerdo a lo reportado por Carranza et al. (2014) los metacrilatos proveyeron altas

conversiones.

SMA

Figura 40. Estructura de los mondmeros ocupados para la sintesis de los poliHIPEs.
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La humectabilidad de la superficie (conocido en inglés como wettability) es un factor importante en la
adhesién, proliferacidon y migracién de las células (Wang et al., 20014). Zhang et al. (2009) estudiaron la
influencia del grado de humectancia, medido como el angulo de contacto de una gota de agua con el
PMMA, donde se observd que la biocompatibilidad no se incrementé a pesar de que las superficies de los
materiales tenian una buena hidrofilicidad. Los resultados en el dngulo de humectancia (dngulo de
contacto) de pMMA y pMMA-NHA reportados por Carranza et al. (2017) indican que el poliHIPE que
contenia NHA tienen un mayor efecto en la rugosidad en la superficie haciéndolo mas hidrofébico. Dowling
et al. (2010) y Jangajac et al. (2012) estudiaron el efecto de la rugosidad de una superficie de poliestireno
en la adhesién de osteoblastos, los resultados mostraron que las células se adherian mejor a superficies

rugosas.

Por lo tanto, es de esperar que los poliHIPEs con NHA promuevan una mejor proliferacion celular debido
a su hidrofobicidad. Esta suposicidn es correcta respecto que los resultados de este trabajo indican que el
incremento en la proliferacién celular de los osteoblastos fue pLA > pMMA-NHA > pSMA-NHA. Sin

embargo, el resultado que no concuerda es de pLA.

Hay diferentes estudios sobre la citotoxicidad de acrilatos y metacrilatos en solucién, entre ellos el metil
acrilato (MAA), lauril acrilato (LA), metil metacrilato (MMA) y lauril metacrilato (LMA). Estos estudios
concluyen que todos los acrilatos evaluados son mds toxicos que los metacrilatos, siendo el MMA el que
presenta menor toxicidad. También, el largo de la cadena y los grupos hidroxilos confieren una mayor
citotoxicidad en ambos acrilatos y metacrilatos (Yoshii, 1996; Ishihara y Fujisawa, 2009; Tanii y Hashimoto,
1982; Dillingham et al., 1983). EIl MMA es el mondmero mas utilizado como cemento de hueso, esta
clasificado como CLASE Il (riesgo moderado a alto) por la FDA (FDA, 2012). También es el mondmero
comercial mas usado como lente intraocular en cirugias de cataratas, porque es tolerable en el ojo con

una reaccién inflamatoria minima (Wang et al., 2014).

Los mondmeros que utilizamos para los poliHIPEs estdn entrecruzados y los rendimientos de
polimerizacidn son > 90% indicando que el porcentaje de mondmeros disueltos es despreciable. También,

los poliHIPEs son lavados para retirar la fase interna, por lo tanto, el mondémero residual se elimina.

Por lo tanto, a pesar de que los acrilatos disueltos presentan citotoxicidad, los poliHIPEs de LA con y sin
NHA no presentaron citotoxicidad para los HFF-1, porque el entrecruzamiento del mondmero reduce esta

toxicidad. Foss y Peppas (2004) observaron que un hidrogel de acido acrilico (AA) y polietilenglicol (PEG)
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con una proporcion 2AA:1PEG no presenta toxicidad en células Caco-2 comparado con otros grados de

entrecruzamiento.

Cabe seiialar que hay estudios que describen cambios en la morfologia de las células después de
exponerlas por algunas horas a la resazurina o el MTT, interfiriendo con la funcién celular. Otra desventaja
de utilizar estos reactivos es que el protocolo requiere una incubacién del sustrato con las células a 37°C
por un periodo de tiempo para que genere una sefial. Esta incubacion incrementa la posibilidad de errores,
como el paso adicional del manejo de la placa (Sittampalam et al., 2017). Por otro lado, el ensayo para
medir la proliferacion celular de los HFF-1 después de su incubacidn con los poliHIPEs pLA y pLA-NHA
expresan un aumento significativo en la proliferacién de las células respecto al control (crecidos en caja
Petri). La proliferacién celular se midié a través de la hidrdlisis del CFDA-SE, reactivo que no modifica la
viabilidad de las células y es mas sensible que los ensayos MTT y resazurina (Wang et al., 2005). Por lo
tanto, es de considerar repetir el ensayo de proliferacién celular de los osteoblastos con los poliHIPEs pLA
y PLA-NHA con una técnica mas sensible como la hidrélisis CFDA-SE para asegurar que la proliferaciéon
sigue esa tendencia ya que para los HFF-1 no se observd una diferencia significativa (p > 0.05) en la

proliferacién entre ambos poliHIPEs, utilizando esa técnica.

Como se ha visto, la NHA provee una mayor hidrofobicidad a los poliHIPEs y por lo tanto mayor afinidad
por parte de las células, posiblemente a través de un efecto de rugosidad mas que por un efecto de grupos
funcionales expuestos. El tamafio, morfologia y concentracién de las NHA tienen un efecto significativo en
la apoptosis de osteoblastos. Xu et al. (2011) estudiaron la inhibicién del crecimiento y la apoptosis de
osteoblastos con diferentes concentraciones de NHA (20, 40, 60, 80 o 100 mg/L) con diferentes
morfologias y tamafios: cristales en forma de aguja (largo (L)= 30-50 nm, didmetro (D)= 10-20 nm), rodillo
corto (L= 70-90 nm, D= 20-40 nm,), rodillo largo (L= 200-400 nm largo y D= 20-40 nm) y esféricas (D= 10-
30 nm). Concluyendo que la proliferacidn de los osteoblastos es dependiente de la concentracion de NHA
(si NHA es > 40 mg/L). Con un ensayo con Annexina V y un Western Blot determinaron que la muerte
celular fue por apoptosis por la via intrinseca. Cuando se comparé el efecto con la misma concentracion
de NHA, las que tenian forma de aguja fueron las que indujeron mayor muerte celular. Ademas, las NHA

con mayores superficies especificas produjeron mayores niveles de ROS.

Por otro lado Shi et al. (2009) compararon también el tamafio (20 y 80 nm) y la forma (esférica y rodillo)
de las NHA en la proliferacidn de osteoblastos MG-63, encontrando que las NHA con menor tamafio y con

forma esférica promueve la proliferacion celular e inhibe la apoptosis. Las nanoparticulas que ocupamos



74

tienen tamafios =200nm y son esféricas, de acuerdo a los resultados que obtuvimos de viabilidad y

proliferacién celular en HFF-1 y MC3T3-E1 éstas no indujeron muerte celular.

También hay estudios que demuestran que las nanoparticulas (= 100 nm) pueden producir la
diferenciacidn de células mesenquimales (hMSC) a osteoblastos (Oh et al., 2009; Dalby et al., 2007). Por
ejemplo, la presencia de nanoparticulas rod-like de HA (580 nm) en poliHIPEs incrementa la proliferacion
de osteoblastos y estimula la mineralizacién de los materiales; en consecuencia, se observa una
disminucién en la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), un indicador temprano de la diferenciacién de

células osteoblasticas (Lee et al., 2017; Hu et al., 2015).

La diferenciacién osteogénica también se relaciona con la topologia tridimensional en los poliHIPEs.
Viswanathan et al. (2015) observaron que una estructura porosa interconectada con poros de 40-80 um
tiene la capacidad de promover la diferenciacion de hMSC. Robison et al. (2016) también reportaron la
diferenciacidon de células mesequimales en poliHIPEs de dimetacrilato de fumarato de propileno con

tamafio de poro =10 nm.

En los resultados de la actividad de la ALP, a las 24 h s6lo el pMMA tiene una diferencia estadisticamente
significativa respecto al control (p < 0.05). Y alas 120 h los poliHIPEs pPSMA-NHA y pLA-NHA son diferentes

significativamente respecto al control (p<0.05).

Mengmeng et al. (2013) evaluaron la actividad de la ALP en MC3T3 E1 y HOB (osteoblastos humanos
primarios) en andamios de PLGA y PLGA/NHA durante 1y 2 semanas. Observando a las 2 semanas sélo un
incremento del 9% en HOB con PLGA/NHA, las NHA tenian 205 + 40 nm de longitud y 33 + 6 nm de ancho.
Nuestros resultados indican que los poliHIPEs con NHA promueven la respuesta de MC3T3 E1 con un

incremento del 100.8% para pPSMA-NHA y 114.28% para pLA-NHA.

La diferenciacion de los osteoblastos in vitro e in vivo esta caracterizado por 3 etapas: a) proliferacién
celular, b) maduraciéon de la matriz y c) mineralizacion de la matriz. In vitro, la fase de la maduracién es
caracterizada por la maxima expresién de la fosfatasa alcalina (ALP) (Promocell, 2018). Nuestros resultados
indicaron que la proliferacion de los osteoblastos fue mayor en los poliHIPEs que contenian NHA (pMMA-
NHA y pSMA-NHA) pero que también la expresién de la ALP fue mayor para los poliHIPEs pSMA-NHA y
pLA-NHA. Esto Indica que el poliHIPE pSMA-NHA promueve en los osteoblastos tanto la proliferaciéon
celular como la expresion de la ALP. Sin embargo, a las 24h la expresién de ALP en MMA-NHA ya era

significativo (p<0.05) por lo tanto, valdria la pena evaluar si la expresiéon de ALP disminuyd a las 120 h
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porque empezo la mineralizacidn de la matriz. De manera que la expresion de la ALP en estos poliHIPEs

estd relacionada con el monémero y la NHA mas que por la porosidad.

La proliferacion celular va acompafiada de la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) ya que
participan como moléculas reguladoras de la division celular y la sobrevivencia. Si comparamos los
resultados de proliferacién celular en los osteoblastos con los medidos para la generacion de ROS, veremos
que tienen la misma tendencia, porque la produccién de ROS corresponde con el nimero de células. Hay
estudios que indican que los ROS provocan la inhibicidon en la diferenciacién y mineralizacién de los
osteoblastos (Abdollahi et al., 2005; Arai et al., 2007). Pero se ha reportado recientemente que los ROS
también actian como mediadores intracelulares en la diferenciacién de estas células. Sin embargo, el rol
gue éstos tienen en este proceso es aun es incierto (Arakaki et al., 2013; Atashi et al., 2015). Por otro lado,
los resultados de ROS en los HFF-1 son los mismos para ambos poliHIPEs (pLA y pLA-NHA), que como se
vio anteriormente, la proliferacién de los HFF-1 en éstos fue la misma, por lo tanto, la produccién de ROS

corresponde con la proliferacidn celular de HFF-1.

Dos caracteristicas que tienen los poliHIPEs en estudio y que los hace ideales para la ingenieria de tejidos
dsea, es que pueden hidratarse sin cambiar sus dimensiones y que al hidratarse no se disuelven. Esto no
pasa con otras estructuras porosas como los hidrogeles, ya que éstos tienen la capacidad de absorber del
10-20 % hasta miles de veces su peso seco en agua y por consiguiente éstos se hinchan modificando sus
dimensiones y afectando la integridad mecanica del andamio. Muchas de las fracturas ocasionadas por la
pérdida de hueso esponjoso y que no se pueden reparar, necesitan de biomateriales parar rellenar los
huecos y que mantengan/restauren las propiedades mecdnicas del hueso. De manera que es importante
que el biomaterial provee suficiente integridad mecanica para funcionar durante todo el tiempo de
implantacién. La desventaja que tienen los materiales biodegradables es que su velocidad de degradacion
deberd ser compatible con la formacién y remodelacidn del hueso, ademds de que los productos de su
degradacion no sean téxicos (Maisani, 2017). Por lo tanto, los materiales que sintetizamos en este trabajo

son una opcidn para rellenar fracturas dseas al no presentar citotoxicidad, hemdlisi ni apoptosis.
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Tabla 6. Resumen de las caracteristicas de algunos de los poliHIPEs citados en este trabajo.

i Poro -
Monémeros | Biodegradable Nanoparticulas Int(:zr. Células Observaciones Referencia
(nm) (um) | conectividad
Proliferacion significativa
NHA . .
Cl- LA v nd v BMscs |"espectoal control (cajas petri) - o) 5005
de BMSCs y mineralizacion del
580 PolyHIPE.
LLA gNHA Proliferacion significativa
respecto al control (cajas petri)
4 ; nd v BMSCs Huetal. (2014
GA (irregulares de BMSCs y mineralizacién del ( )
»580) PolyHIPE.
La adhesién y proliferacion de
MG63 fue mayor con el PolyHIPE
TMPTMP N HA (nd) 58423 v MG63 con SrHA. La expresidn de ALP en Lee et al. (2017)
DPEHA ° * los polyHIPEs con HA o SrHAfue | €€ €t3"
menor comparado con los
SrHA (nd) PolyHIPEs sin HA o SrHA.
NHA
Lf)s p.)crIyHIPEs promueven la Robison etal.
PFDMA v (<200) =10 v MSC |viabilidad celular de MSCy la (2016)
ACP (<150) diferenciacion osteogénica.
L logi | polyHIPE ti
Estireno y N 40-80 v hES-MP 2 tofpotogla Ided,pfo Y . t.”,ene Viswanathan etal.
DVD o un e ecro.en a diferenciacion (2015)
osteogénica.
Las células se adhirieron a la
cL v - 5-100 v HF o Busby et al. (2001)
superficie del polyHIPE.
Las células se adhirieron,
LA v NHA (20-70) | 10-100 No BMSCs |crecierony proliferaron en los Hu etal.(2016)
polyHIPEs.
La adicion de NHA aumento el
NHA . -
IBOA v 20-50 v .. |modulodeYoungylamaxima . o . 2016)
fuerza de compresion de los
(nd) polyHIPEs
PEGDA/PEGM Kaolin Los polyHIPEs no son tdxicos
v 7 4 HDF ifel /. (201
A (10 um) 0.75 s para los HDFs. Streifel etal. (2018)
NHA (150 El poro de los polyHIPEs se
MM 4 1.5a41 v -- puede ajustar con la Zhou et al. (2012)
200 nm) L
concentracién del surfactante.

CL: caprolactona, LA: acido lactico, LLA: lactida,GA Acido glicSlico, gNHA: NHA con poly(acido L-actico), BMSCs:
Células madre mesenquimales de ratén, hES-MP: células embrionarias humanas, H.F. fibroblastos humanos, HDFs:
fribloblastos dérmicos humanos HA: hidroxiapatita, NHA: nanoparticulas de HA, SrHA: hidroxiapatita modificada con
strontium, ACP: nanoparticulas de fosfato de calcio, TMPTMP: trimetilolpropano tris (3- mercaptopropionato),
DPEHA: dipentaeritrol penta/hexa acrilato, PFDMA: propileno fumarato dimetacrilato, CNCs: cristales de celulosa,
DVD: divinil beceno, IBOA: acrilato de isobornilo, PEGDA: polietilenglicol diacrilato, PEGMA: polietilenglicol
metacrilato, MM: metil meristato, nd: no determinado.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este trabajo se sintetizaron materiales porosos (poliHIPEs) preparados a partir de la polimerizacidn por
radicales libres de emulsiones utilizadas como plantillas. Se llevd a cabo la polimerizacién de 3 emulsiones
con una fase interna altamente concentrada (HIPE), con una fraccién de volumen de 0.80. La fase interna
consiste en una mezcla eutéctica (DES), estda compuesta de una sal de amonio cuaternaria (ChCl) y un
donador de enlaces de hidrégeno (urea) con una relacién ChCl: 2Urea. La fase continua estuvo constituida
de un mondmero (MMA, LA o SMA) entrecruzante (EDGMA o BDA), surfactante (Cithrol ®) e iniciador
(AIBN).

La formacion del DES se describié a través de sus interacciones moleculares, en particular los enlaces de
hidrégeno entre los diferentes grupos funcionales del ChCl y la urea. A través de un analisis por IR se
observé que la estructura del ChCl no se perdid y junto con los resultados de H'NMR se concluyd que no
hubo reaccion quimica entre el ChCl y la urea. El comportamiento térmico del DES mostré un punto de
fusion de 21.3°Cy nula descomposicion en el rango de analisis (-60°C a 120°C). Ademas, la alta viscosidad
(80° mPa a 60°C) del DES permite limitar los procesos de difusidn en la HIPE y controlar la temperatura de
polimerizacién en las emulsiones. Estas ventajas permiten que el DES se utilice como disolvente a
temperatura ambiente y su alta viscosidad confiere una mayor estabilidad a las emulsiones comparada

con las HIPEs con fases internas acuosas.

Después de recuperar el DES a través de una extraccidon Soxhlet con etanol, los resultados de SEM
mostraron que los poliHIPEs tenian una porosidad interconectada con un tamafio de poro <15 pum con
rendimientos de polimerizacion mayores al 90%. Los resultados de micro-tomografia computarizada
(u—CT) mostraron la reconstruccion en 3D del poliHIPE pMMA-NHA, observando también la porosidad
interconectada del poliHIPE. el porcentaje de porosidad fue de 68%, con un 0.018% de NHA y una
superficie especifica de 1.0 m?/m?3. La distribucién de los poros mostré que el drea en promedio de éstos

esde 374.3 um?y 714.6 um>.

La incorporacién de NHA en los poliHIPEs se demostré con un analisis de difraccién de rayos X y u—CT. La
modificacion de los poliHIPEs con NHA no cambio el tamafio de poro con respecto a los poliHIPEs sin NHA,

pero si disminuyd =50% el esfuerzo de compresidn y el mddulo elastico de los poliHIPEs.
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Los estudios de biocompatibilidad demostraron que los poliHIPEs no son tdxicos para los HFF-1 y que
también son seguros a nivel hematoldgico al no presentar porcentajes de hemdlisis 2 al 5%. Tanto el
rendimiento de la polimerizacién como el lavado del poliHIPE para retirar la fase interna y los reactivos
residuales minimizando esta citotoxicidad. La estructura porosa y el tamafo de poro de los poliHIPEs
facilité la adhesidn de las células para su crecimiento. Los resultados de proliferacion celular en HFF-1y
MC3T3-E1 mostraron una mayor proliferacion celular comparado con el control (células sin andamio). En
particular, los poliHIPEs con NHA (pMMA-NHA y pSMA-NHA) mostraron un incremento significativo en la
proliferacién de MC3T3-E1, por efecto de la superficie de éstos poliHIPEs, los cuales permitieron una
mayor interaccidn con las células con la rugosidad de las paredes internas. Ademads, la forma y el tamafiio

de las NHA (esféricas, <200nm) utilizadas no mostraron citotoxicidad.

La expresién de la ALP no fue significativa a las 24 h sino hasta las 120 h (5 d). Se observé un incremento
en la expresién de ALP en MC3T3-E1 y fue significativo (p<0.05) para pPSMA-NHA y pLA-NHA respecto al
control; determinando que la NHA promueven la actividad de la ALP. Por ultimo, los resultados en la

generacion de ROS en HFF-1 y MC3T3-E1 corresponde con los resultados de proliferacién celular.

Debido a los resultados obtenidos en la biocompatibilidad de los poliHIPEs, éstos pueden ser utiles en la
ingenieria del tejido 6seo, especialmente para rellenar huecos de fracturas. Nuestros resultados sugieren
que, aunque el poliHIPE de SMA con NHA tuvo buenos resultados en los ensayos de proliferacion y
diferenciacion en osteoblastos, los poliHIPEs de MMA (pMMA y pMMA-NHA) fueron los mejores
caracterizados, ademas la adicion de NHA no modificé la viabilidad celular de las células osteoblasticas y
aunque disminuyeron las propiedades mecdanicas del poliHIPE, éste puede ser manipulable para su
implantacién. Cabe resaltar que a las 24 h la expresidn de la ALP fue mayor en pMMA-NHA en comparacion
con los otros poliHIPEs y el control pero que después disminuyé a las 120 h, indicando la posibilidad de

que el poliHIPE esté promoviendo la mineralizacion de la matriz.
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