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RESUMEN

La regeneracion Osea se encarga de estudiar y ofrecer soluciones para reestablecer
tejidos Oseos dafiados o faltantes, la cual cobra importancia debido a la falta de
tratamientos efectivos para esta finalidad. La investigacion y el uso de los biomateriales
va en aumento y de la mano con los estudios en donde se utilizan compuestos naturales
que tengan alguna actividad biologica. En esta investigacion se utiliz Policaprolactona,
Nanohidroxiapatita y Humulus lupulus, para realizar membranas poliméricas con
potencial en regeneracion Osea. Los resultados mds relevantes de esta investigacion
fueron los cambios en las propiedades fisicas y quimicas de las membranas fabricadas.

El analisis de microscopia electronica de barrido nos muestra el cambio en el
didmetro de las nanofibras elaboradas con PCL, a las electrohiladas ademas con NHAP y
extracto de lupulo, de 549 nm a 1,102 nm de diametro; ademas, en las imagenes
obtenidas por microscopia se aprecia que el extracto de lupulo influye directamente en la
morfologia de las nanofibras. En el ensayo de tension también hubo influencia del lupulo
sobre las nanofibras, donde las membranas fabricadas solo con PCL, presentaron una
fuerza (MPa) promedio de 1.74 £ .63, y las fabricadas con PCL, NHAP y extracto de
ltupulo presentaron un esfuerzo de 1.07 + .35. Los ensayos de citotoxicidad confirman que
la PCL, la NHAP y el extracto de ltpulo no son toxicos.

La presente investigacion aportd nueva informacion acerca de la interaccion de los
compuestos naturales con biomateriales sintéticos. Hacen falta mdas investigaciones
dentro de este campo para seguir desarrollando nuevas mezclas de materiales que sean de
utilidad para la biomedicina.



SUMMARY

Bone regeneration is responsible for studying and offering solutions to restore
damaged or missing bone tissues, which becomes important due to the lack of effective
treatments for this purpose. The research and use of biomaterials is increasing and hand
in hand with studies where natural compounds that have some biological activity are
used. In this research, Polycaprolactone, Nanohydroxyapatite and Humulus lupulus were
used to make polymeric membranes with potential for bone regeneration. The most
relevant results of this work were the changes in the physical and chemical properties of
the manufactured membranes.

The scanning electron microscopy analysis shows the change in the diameter of
the nanofibers made with PCL, to the electro-spun in addition to NHAP and hop extract,
from 549 nm to 1,102 nm in diameter; In addition, in the images obtained by microscopy,
it can be seen that the hop extract directly influences the morphology of the nanofibers. In
the stress test, there was also influence of hops on nanofibers, where membranes made
only with PCL, had an average force (MPa) of 1.74 + .63, and those made with PCL,
NHAP and hop extract presented an effort of 1.07 & .35. Cytotoxicity assays confirm that
PCL, NHAP and hop extract are not cytotoxic against human fibroblasts.

The present research provided new information about the interaction of natural
compounds with synthetic biomaterials. More research is needed within this field to
continue developing new mixtures of materials that are useful for biomedicine.



1. INTRODUCCION

En el campo de la medicina regenerativa, que es la que se encarga de estudiar y
ofrecer soluciones para reestablecer tejidos dafados o faltantes, se encuentra la
regeneracion Osea, la cual es importante después de una fractura, pérdida de hueso o
extraccion dental, en donde queda una insuficiencia 6sea para reestablecer el tejido
perdido o faltante. El hueso es el tnico tejido del organismo capaz de regenerarse,

permitiendo la restitucion del mismo en el lugar donde ha sido afectado.

Dentro de la regeneracion Osea se encuentran tratamientos para regenerar el
hueso maxilar o mandibular, el cual cobra importancia ya que los tratamientos actuales
para regeneracion Osea maxilar no son lo suficientemente eficientes para la restitucion
del mismo en el lugar en donde el hueso se ha visto afectado por distintas causas.
Actualmente, al sufrir pérdida 6sea maxilar se utilizan implantes dentales para sustituir
el hueso dental perdido; sin embargo, los utilizados hoy en dia no estimulan la

regeneracion de hueso y pueden traer consigo posibles infecciones bacterianas.

Es por estos padecimientos y a la ineficiencia de los tratamientos actuales para
regeneracion dsea que el uso y las investigaciones en el campo de los biomateriales para
regeneracion de tejidos es una tendencia que va al alza debido al gran potencial
terapéutico que se ha encontrado en ellos. Un biomaterial se puede definir como
cualquier sustancia o combinacién de sustancias que no se consideran fdrmacos o
drogas, que se utilizan para el tratamiento de forma indefinida, como parte o en su
totalidad de sistemas de gestion, mejora o reemplazo tejidos, 6rganos o funciones del

cuerpo que estan en contacto con los fluidos y tejidos biologicos.

Tal es el caso de la hidroxiapatita nanoparticulada (NHAP), mineral encontrado de
manera natural en huesos y dientes que es utilizado hoy en dia para fabricar andamios o
“scaffolds” que sirven como matrices para la regeneracion tisular. Otro material
empelado para el mismo fin es la policaprolactona (PCL), la cual se ha empleado para
elaborar soportes terapéuticos y matrices con el propdsito de sembrar células madre en

ellas para su diferenciacion y aplicacion en la regeneracion de tejidos in vivo.



Estos materiales son biocompatibles y no presentan toxicidad, por lo que su uso

en humanos es frecuente en la actualidad.

Dentro del proceso de la regeneracion de un tejido estd presente la posibilidad de
infeccion bacteriana, por lo que es importante prever esta posible complicacion

administrando un compuesto antibidtico para combatir la infeccion.

En la medicina tradicional, el mundo vegetal ha constituido una importante fuente
para la busqueda de nuevos productos de interés en el ambito terapéutico. En la
actualidad, la busqueda por compuestos bioactivos ha ganado terreno en explorar nuevas
alternativas para la obtencion de metabolitos procedentes de fuentes naturales que actiien
en contra de enfermedades en el humano o que tengan propiedades farmacologicas de

interés, como actividad antimicrobiana, antiviral y antineoplasica.

En el presente estudio se utilizard el extracto de lupulo (Humulus lupulus L.)
incorporado a una membrana polimérica de PCL y NHAP para evaluar la actividad
antibacteriana contra los patdgenos orales Streptococcus mutans y Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.



2. ANTECEDENTES

2.1 Pérdida osea

Dentro de las causas de la pérdida osea dental se pueden enlistar distintos
factores determinantes, combinados con multiples causas, que pueden resultar en la
pérdida 6sea gradual o directamente en un evento traumatico. Entre las causas mas
frecuentes de pérdida d6sea se encuentra la enfermedad periodontal, la cual es el

padecimiento numero uno en causas de pérdida de piezas dentales.

Recientemente, los datos epidemiologicos demuestran una creciente tendencia a
la pérdida de dientes debido a enfermedad periodontal. Actualmente, es la enfermedad
nimero uno que causa la pérdida de dientes en adultos, y ademds causa degeneracion de
los tejidos 6seos circundantes. En México se ha presentado algun estadio de enfermedad
periodontal en hasta 70% de la poblacion, siendo la prevalencia en adultos mayores de
65 anos. Los tratamientos periodontales van desde los $10,000 hasta los $30,000 pesos

por persona.

La periodontitis ocurre cuando la inflamacion o la infeccién de las encias
(gingivitis) se deja que avance sin tratamiento. La infeccion e inflamacion se diseminan
desde la encia (gingiva) hasta el ligamento periodontal y al hueso circundante, que
sirven de soporte a los dientes. La pérdida de soporte hace que los dientes se aflojen y

finalmente se caigan.

La placa y el sarro se acumulan en la base de los dientes. La inflamacion a raiz
de esta acumulacion hace que entre la encia y los dientes se formen bolsas que se llenan
de sarro y de placa. La inflamacién del tejido blando atrapa la placa en la bolsa. La
inflamacion continua lleva al dafio de los tejidos y el hueso alrededor del diente. Debido
a que la periodontitis es una enfermedad infecciosa donde participan multiples bacterias,
es muy comun el desarrollo de abscesos dentales. Esto también causa un incremento en

la tasa de la destruccion osea (Kawar et al. 2011).



La periimplantitis es la infeccion de los tejidos blandos y 6seos circundantes al
area en donde se ha colocado un implante dental. Al igual que en la periodontitis, las
bacterias secretan toxinas que en combinacidon con las defensas naturales del cuerpo
contra la infeccion empiezan a destruir el hueso y el tejido conjuntivo, provocando que
se degrade el hueso en el area donde se ha realizado el implante, imposibilitando una

nueva cirugia que lo reemplace.

2.2 Regeneracion 0sea

El hueso es un tejido dindmico en constante formacion y reabsorcion, que
permite el mantenimiento del volumen Oseo, la reparacion del dafio tisular y la
homeostasis del metabolismo fosfocalcico. Este fendomeno equilibrado denominado
proceso de remodelado permite la renovacion de un 25% de tejido 6seo al ano. El
balance entre la reabsorcion y la formacion osea estd influido por una serie de factores
interrelacionados entre si, como son factores genéticos, mecénicos, vasculares,

nutricionales, hormonales y locales (Fernandez et al. 2005).

El hueso es un tejido conectivo especializado, y los osteoblastos son las células
principalmente responsables de su formacion. Se encuentran en las superficies Oseas,
donde se depositan activamente a la matriz 6sea orgénica y controlan su mineralizacion.
La diferenciacion de los osteoblastos a partir de células osteoprogenitoras depende de la
liberacion o de la presencia de factores que inducen o promueven el crecimiento 0seo,
dentro de los cuales estan las proteinas y factores de crecimiento 6seo, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento similar a la insulina y factor de

crecimiento de fibroblastos.

La regeneracion se puede dividir en tres fases principales: inflamacion,
reparacion y remodelacion. Este proceso se inicia a las pocas horas hasta varios dias
después de la lesion oOsea y dura alrededor de 4-8 semanas, mientras que la
mineralizacion del callo, formado de la deposicion de células osteoblasticas en el lugar

de la lesion, y la formacion de tejido 6seo no organizado puede tomar un adicional de 2-



4 meses. Esta progresion de acontecimientos de curacion establece una base para la
formulacion de los principios de la regeneracion dsea guiada y la osteogénesis por

distraccion.

La ingenieria de tejidos Regenerativa (RTE) puede definirse como un proceso de
combinacion de las células vivas con andamios biocompatibles para generar un sustituto
biologico capaz de sostenerse por si mismo y de su integracion con tejido nativo

funcional (Miura et al. 2003).

Una nueva alternativa para los procedimientos de regeneracion Osea es utilizar el
enfoque de ingenieria de tejidos que se aplica a construcciones de andamios sintéticos
para la formacion de tejido in sifu. Los andamios sintéticos ideales deben cumplir los
siguientes criterios: propiedades biocompatibles y osteoinductivas para estimular el
crecimiento de los huesos, soporte mecéanico temporal en las areas de defectos, tasa de
degradacion adecuada para que coincida con el crecimiento 6seo, y la estructura porosa
para permitir la penetracion celular y el crecimiento 6seo. En los humanos el periodo de

formacion de hueso nuevo va de 3 a 6 meses en condiciones normales.

2.3 Andamios (scaffolds)

Un andamio (scaffold) es un soporte o armazon 3D que sirve como una matriz
para la proliferacién y migracion celular por un periodo finito de tiempo. Los andamios
pueden ser fabricados en formas y materiales predeterminados, y pueden ser provistos de
factores de crecimiento para ayudar en el crecimiento celular (Demarco et al. 2011). La
funcién del andamio es dirigir el crecimiento celular, ya sea de los tejidos adyacentes o
de las células sembradas en é¢él. Para ello, el material debe proveer una adecuada

adhesion celular, y en ciertos casos debe favorecer la migracion celular

La organizacion de la estructura 3D de la region afectada debe ser estudiada para
que sea posible elaborar andamios apropiados al tamafio del defecto existente. Una vez

que el andamio se implanta en el tejido vivo, debe ser avalada la interaccion de los



materiales con la region dafiada (Ribeiro 2012).
En la medicina regenerativa, un andamio debe mantener su estructura en la etapa

inicial después de la implantacion y proveer una matriz ideal para la estimulacion celular

(Pan y Ding 2012).

Se han utilizado polimeros naturales y sintéticos para la elaboracion de
andamios, siendo los polimeros naturales los que brindan una mayor biocompatibilidad.
Los polimeros sintéticos tienen la caracteristica de poder ser manipulados facilmente en
sus propiedades fisico-quimicas, como absorcidon, microestructura y propiedades

mecanicas.

La porosidad es una caracteristica importante que deben de tener los andamios ya
que en los poros es donde van incorporados los factores que van a potenciar o a
estimular la regeneracion celular. Generalmente los factores que se utilizan son
moléculas bioactivas como proteinas, factores de diferenciacion y de crecimiento,
células madre y compuestos como hidroxiapatita, colageno, etc. El comportamiento
celular y la formacion de tejido nuevo va a depender del tamafio y cantidad de poros

presentes en el andamio y que contengan un factor de crecimiento celular. (Demarco et

al. 2011).

Demarco et al. 2011, reportan la diferenciacion de células madre embrionarias a
osteoblastos en un modelo in vitro, utilizando andamios de PLA (4&cido polilactico)

como matriz incorporados con células madre de pulpa dental.

En los modelos in vivo se han utilizado andamios para la regeneracion 6sea. Lee
et al. 2010, realizaron la regeneracion 6sea de una articulacion de conejo empelando un
andamio de PLA; el andamio previamente habia sido sembrado con células 6seas para su

posterior implantacion y regeneracion del hueso del conejo.

Los andamios pueden ser elaborados con distintos materiales. Modulevsky et al.

2014, elaboraron un andamio con celulosa para el crecimiento de células musculares en



un modelo in vitro, demostrando la amplia variedad de materiales con los que se pueden

elaborar andamios.

2.4 Biomateriales para elaboracion de andamios

La primera aplicacion de biomateriales en medicina no se produce hasta 1860
con la introduccidn de las técnicas quirirgicas asépticas. A principios de 1900 se aplican
las primeras placas dseas hechas de metal con la finalidad de separar roturas o fracturas.
Durante los siguientes afios las aleaciones metélicas constituyen la tinica forma de
biomateriales en uso. Sus aplicaciones se extienden desde reparaciones Oseas hasta
sistemas de liberacion de medicamentos. No es hasta la Segunda Guerra Mundial que se
produce un rapido avance en la ciencia de los polimeros, principalmente enfocado a las
aplicaciones médicas. El poli metilmetacrilato (PMMA) fue uno de los primeros
polimeros utilizados como material biomédico, aplicindose como material para reparar

la cérnea humana (Robinson et al. 2001).

Los biomateriales utilizados para andamios e interaccion directa con tejido
bioldgico deben cumplir con propiedades bioldgicas, fisicas, quimicas y mecanicas aptas
para procesos de locomocion y adhesion celular, con baja o nula toxicidad, promocion
celular, estabilidad a la degradacion y un adecuado comportamiento térmico (Soria y

Gonzalez 2009)

Para la elaboracion de andamios se utilizan materiales naturales y/o sintéticos,
dependiendo de las condiciones de la aplicacion en donde se va a utilizar. Dentro de los

materiales naturales mas utilizados se encuentran:

Colageno, el cual es una de las proteinas mas abundantes en la naturaleza y es el
responsable de mantener la integridad estructural de los tejidos. Ha sido utilizado en el
disefio de sustitutos de piel y en la creacion de redes capilares subdérmicas. Su uso se ha
extendido a la produccion de otros tejidos, como vasos sanguineos, ligamentos y

bronquios. Ademads, el coldgeno es utilizado para reparar dafios o traumas quimico-



mecanicos de piel o mucosas y en general, favorece la regeneracion integra de la piel en
heridas profundas, permitiendo el restablecimiento en cortos periodos de tiempo

(Colorado et al. 2013).

La fibroina es una seda cada vez mas estudiada en aplicaciones biomédicas, dada
su biocompatibilidad, lenta biodegradabilidad y propiedades mecanicas que combinan
peso ligero, alta resistencia y notable dureza y elasticidad. La seda fibroina en varios
formatos (peliculas, fibras, redes, mallas, membranas, hilos, y esponjas) se utiliza para
apoyar la adhesion de las células madre, la proliferacion y diferenciacion in vitro y para
promover la reparacion de una amplia gama de tejidos in vivo como cartilagos
artificiales, fragmentos de tejido 6seo, vasos sanguineos, tejido epitelial y tejido

nervioso 0seos (Kon'kov et al. 2010).

El polimero quitosano, también llamado “chitosan” o “quitosdn” es un material
bioadhesivo, biocompatible y biodegradable, ampliamente utilizado en el campo de la
biomedicina. Sus propiedades le permiten aplicaciones en encapsulacion de células,
transporte de principios activos a través de las superficies epiteliales, cultivo celular,
reparacion de cartilago y reconstruccion de huesos (Boucard et al. 2007). En mezcla con
algodon, se ha encontrado como acelerador de cicatrizacion de las heridas, es presentado
como un material ideal para la ingenieria de tejidos, de facil manejo, transferencia y
aplicacion. Sin embargo, su baja porosidad se opone a cualquier migracion de las células

vivas a lo largo de su estructura (Mizuno et al. 2003).

Un beneficio de los biomateriales sintéticos es que reducen al minimo la
capacidad de contaminacion, ademés de presentar caracteristicas modificables para
programar la liberacion de principios activos. El mayor beneficio de los biomateriales
sintéticos es que pueden ser disefados para satisfacer necesidades especificas. Dentro de
los materiales sintéticos, los mas utilizados a nivel biomédico son los polimeros tales

como.

Los Poliuretanos (PU), han sido ampliamente utilizados en varios productos por



la diversidad de sus tecnologias de procesamiento y de sus propiedades (Jiménez 2015)

El acido poli-L-lactico (PLLA), el acido lactico-co-glicolico (PLGA) y el acido
glicélico (PGA) son un tipo de polimeros biocompatibles de degradacion por hidrolisis y
aprobados por la FDA (Food and Drugs Administration) para determinadas aplicaciones

médicas (Jiménez 2015).

La policaprolactona (PCL) es un poliéster biodegradable usado cominmente para
la fabricacion de andamios, el cual puede ser utilizado en una amplia gama de
aplicaciones médicas. Es un biomaterial biocompatible y biodegradable, ha sido
utilizado como material de soporte o matriz para la fabricacion de andamios con
elementos bioactivos (Hajiali et al. 2018). Es un biomaterial ampliamente utilizado en
aplicaciones para la regeneracion tisular gracias a su facilidad de manipulacion,
capacidad de mezclarse con otros biomateriales y a la variedad de distintas técnicas de
elaboracion de andamios en que puede ser aplicado (Janmohammadi y Nourbakhsh

2019).

2.5 Policaprolactona (PCL)

La Policaprolactona (PCL) se obtiene de la polimerizacion de la caprolactona. Es
un poliéster alifatico con punto de fusion de 60°C, biodegradable y reabsorbible en el
cuerpo humano. Se ha utilizado en soluciones con otros polimeros y biomateriales como
la hidroxiapatita. Su alta capacidad de manipulaciéon y la amplia variedad de
aplicaciones en que puede ser utilizada hace que cobre relevancia en el campo de la

investigacion con biomateriales (Mohamed y Yusoh 2015).

Como biopolimero, la policaprolactona se ha posicionado como un material con
alto potencial comercial para aplicaciones biomédicas debido a su tasa de degradacion,
la cual pude ocurrir en unos cuantos afios después de cumplir su funcién (Murray et al.

2015).



La degradacion de la policaprolactona se lleva a cabo por hidrolisis en los
enlaces éster de las cadenas del polimero, y puede tomar més tiempo del que se requiere
para alguna aplicacion en especifico. La velocidad de degradacion depende del peso
molecular de la policaprolactona, la cual puede ir desde 30,000 hasta 90,000 g/mol,
también depende de la cristalinidad, entre mayor sea, menor solubilidad, y viceversa
(Temtem et al. 2008). Es por esto que se han realizado experimentos y mezclas con otros
polimeros y sustancias para disminuir el tiempo de degradacion y ampliar la gama de

aplicaciones de la policaprolactona (Taghizadeh y Favis 2013).

La accesibilidad de costos y la facilidad de manipulacion de los tiempos de
degradacion de la policaprolactona la hacen atractiva para aplicaciones de liberacion de
farmacos, y es una de las aplicaciones en donde ya se estan utilizando matrices de PCL
junto con compuestos activos (Armentano et al. 2010). Otras aplicaciones de la
policaprolactona son la fabricacion de suturas, recoberturas de heridas y andamios para
regeneracion Osea dental (Sowmya et al. 2013), también se ha utilizado con extractos

naturales para aplicaciones en regeneracion de tejidos (Jin et al. 2013).

En electrohilado, la policaprolactona se ha utilizado en la fabricacion de
andamios junto con otros materiales, como la hidroxiapatita, para la manufactura de
membranas poliméricas que sean biofuncionales para aplicaciones de regeneracion dsea
guiada de maxilares. Sunandhakumari et al. 2018, fabricaron una membrana de PCL,
hidroxiapatita y cristal bioactivo para la aplicacion clinica en hueso maxilar. Se obtuvo
que la membrana no presentd toxicidad, presentd caracteristicas fisicas y quimicas
acorde a las propiedades de los materiales y se tomd como un prototipo para una
membrana final con aplicacion en regeneracion osea guiada de hueso maxilar. En otro
estudio, Han et al. 2015, fabricaron una membrana de PCL, hidroxiapatita y coldgeno
para la regeneracion de cartilago de conejo, la cual presentd buena citocompatibilidad y

permitio la proliferacion de osteoblastos de conejo en un modelo in vitro.

2.6 Hidroxiapatita (HAP)
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A partir de la década de los 70s, se comenzo6 a estudiar el uso y aplicaciones de la
hidroxiapatita como un material osteoconductor, o sea que induce a la formacion de
hueso nuevo. En la actualidad se utiliza HAP obtenida de hueso bovino, autélogo o

hidroxiapatita sintética (Hernandez et al. 1998).

La hidroxiapatita (HAP) es un material de la familia de los fosfatos calcicos,
utilizada en cirugias ortopédicas, dentales y maxilofaciales como sustituto de hueso o
como ayuda a la regeneracion del mismo después de una intervencion quirurgica

(Balamurugan et al. 2008).

En distintas investigaciones de ingenieria de tejidos se ha utilizado la
hidroxiapatita como componente de los andamios elaborados para los estudios de
regeneracion tisular. Es utilizada debido a que es un componente natural de los huesos y
dientes y ha sido combinada con compuestos como alginatos, quitina, pululano,

quitosan, acidos polilactico y poliglicolico (Ito et al. 2005).

La bio-compatibilidad que presenta la HAP le permite ser un material de
frecuente uso dentro de las distintas formas en las que se puede utilizar, como granulos,
andamios y bloques, los cuales son utilizados de manera clinica y experimental. Este
material permite realizar matrices porosas, las cuales permiten la migracion celular, paso

de nutrientes y vascularizacion de los tejidos en formacion (Hong et al. 2011).

Ribeiro 2012, elaboré una matriz utilizando hidroxiapatita, fosfato tricalcico y
sacarosa como agente porogénico, para su aplicacion en ingenieria tisular utilizando

células Oseas.

La nano-hidroxiapatita (nHAP) tiene la caracteristica de integrarse y restaurar la
superficie 6sea de mejor manera que la hidroxiapatita convencional, por lo que resulta
mejor opcion para aplicarse en tratamientos de regeneracion 6sea. (Balamurugan et al.
2008). Fricain et al. 2013, realizaron un estudio de regeneracion femoral utilizando

andamios incorporados con nHAP. Los resultados arrojaron que las muestras tratadas
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con matrices incorporadas con nHAP presentan diferencia significativa en cuanto a la

densidad y al contenido mineral en comparacién con las que no fueron tratadas.

La hidroxiapatita nano-particulada es una cerdmica que se ha utilizado en
andamios para aplicaciones biomédicas. Es un material biocompatible que permite la
osteoconduccion y osteogénesis en el tejido oseo (Luong et al. 2008). La hidroxiapatita
nano-particulada se incorpora a polimeros biodegradables para formar andamios
nanocompuestos con distintas propiedades fisicoquimicas para incorporarse en procesos
de regeneracion oOsea (Luong et al. 2008). Se ha aplicado en tratamientos para
regeneracion Osea con biomateriales como quitina, coldgeno, acido polilactico,

policaprolactona, poliuretano, entre otros (Venkatesan y Kim 2014).

2.7 Técnicas para la elaboracion de andamios

Las técnicas usadas en la manufactura de andamios (scaffolds) son dependientes
de las propiedades del material y del tipo de aplicacion final. Los andamios pueden ser
fabricados mediante polimeros, metales, ceramicos o materiales compuestos. Es
importante saber las propiedades del tejido que se vaya a remplazar, ya que dependiendo
de sus propiedades serd el tipo de material a usar para la fabricacion del andamio

(Hernandez 2006).

Las matrices poliméricas nanoporosas o nanofibrosas pueden ser fabricadas a
través de casting, separacion de fases, saturacidon con gas, disolucion y colada con
liberacion de particulas, laminacion de membranas, liofilizacion, impresion en 3D, unioén
de fibras y electrospinning. Cada técnica de elaboracion le confiere al andamio
caracteristicas estructurales diferentes, por lo que es muy importante elegir la técnica

correcta segun la aplicacion final del andamio.

Casting es una técnica sencilla que consiste en disolver el polimero en un
solvente orgénico. La solucién polimérica es colocada en un molde hasta alcanzar

consistencia de gel. Seguidamente el gel es procesado mediante diferentes
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concentraciones de acetona, etanol y agua para asi obtener una estructura microporosa

(Coombes y Heckman 1992).

La separacion de fases es un proceso en el cual el polimero se disuelve en un
solvente como el dioxano a una temperatura baja. La separacion liquido-liquido y luego
solido-liquido es inducida al bajar la temperatura de la solucién. Subsecuentemente se
elimina el solvente solidificado por medio de la sublimacion del mismo dejando asi el
andamio polimérico. La concentracién del polimero y la estrategia de enfriamiento
juegan un papel fundamental en la morfologia final de los poros (Nam y Park 1999). La
liofilizaciébn es similar a la separacion de fases, consiste en liofilizar soluciones
congeladas del polimero con 4cido acético glacial o benceno. La morfologia de los

andamios depende notablemente del polimero y del solvente.

Saturacion con gas. Consiste en someter a los polimeros, previamente prensados,
los cuales son expuestos a altas presiones con CO,. Al reducir la presion, se crea una
inestabilidad en el polimero, lo cual genera una nucleacién y permite que el CO;
atrapado en el polimero salga y forme los macroporos. La ventaja de este método es que
no se utilizan solventes organicos, pero la mayor desventaja es que la superficie es poco

porosa y algunos poros quedan atrapados en el interior (Mooney et al. 1996).

Disolucién y colada con liberacion de particulas. En este método, se incorpora a
la solucion polimérica una proporcion determinada de particulas minerales u organicas.
La mezcla es luego colada en un molde donde el solvente se evapora o puede ser
procesada por secado en frio. Una vez evaporado el solvente, las particulas son disueltas
en agua dejando a su paso los diferentes poros. Con esta técnica se pueden conseguir
porcentajes de porosidad bastante elevados. El tamafio de los poros dependera de las

particulas utilizadas (Wake et al. 1996).

La técnica de laminacion de membranas consiste en la utilizacioén de diferentes
films porosos generalmente obtenidos a partir de la técnica de disolucion y colada con

liberacion de particulas, y colocados uno sobre otro unidos con la ayuda de la
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impregnacion con cloroformo en la superficie, para obtener estructuras tridimensionales

de forma compleja (Mikos et al. 1993).

La impresion 3D es un proceso que permite crear objetos tridimensionales
solidos a partir de un modelo digital utilizando procesos aditivos con aporte de material
de modo que el objeto va credndose mediante capas sucesivas de dicho material (Arraez,
et al. 2014). Es un conjunto de tecnologias para la reproduccion fisica capa a capa de
prototipos y piezas personalizadas mediante software especializado. La técnica de
impresion tridimensional puede ser empleada para la fabricacion de andamios de

biomateriales usados en la ingenieria de tejidos (Rios et al. 2013).

Uniodn de fibras. Consiste en la elaboracion de redes interconectadas mediante la
union de fibras. Para esto se utilizan dos polimeros diferentes como el PLA y el PGA.
Las fibras del PGA son alineadas con la forma final de la estructura deseada, y son
embebidas en una soluciéon de PLA/cloruro de metileno. Después de la evaporacion del
solvente, los polimeros son calentados por encima de su temperatura de fusion.
Finalmente, el PLA es disuelto en cloruro de metileno, dejando las fibras de PGA unidas

de forma tal que forman una estructura porosa (Mikos et al. 1993).

2.8 Electrohilado (Electrospinning)

El electrohilado (e-spinning) es una técnica altamente versatil con la que se
pueden procesar mezclas de polimeros y realizar fibras de distintos didmetros, desde
micrémetros hasta nanometros. Esta técnica es aplicable a practicamente cualquier
polimero o mezcla de polimeros de los cuales se deseen obtener fibras para su
caracterizacion o para la elaboracion de productos derivados del polimero con el cual se
elaboran las fibras. Ademas de polimeros, también se pueden electro hilar mezclas que
contengan enzimas, bacterias, metabolitos secundarios, entre otros compuestos capaces

de incorporarse a los polimeros (Greiner y Wendorff 2007).

El fundamento del electrohilado se basa en la atraccion de polimeros desde un
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contenedor o inyector conectado a una terminal de carga positiva, hasta un colector
metalico conectado a una terminal de carga negativa. Ambas terminales son alimentadas
por voltaje, provocando la atraccion de las mismas y atrayendo al polimero hacia la
superficie colectora. En la actualidad, se han desarrollado distintas variantes del
electrohilado, como el roto electrohilado o las técnicas de hilado al vacio o con

condiciones de humedad controlada (Greiner y Wendorff 2007).

Los primeros dispositivos para distribuir liquidos a través de cargas eléctricas
fueron patentados por Cooley y Morton, en 1902 y 1903. Fue hasta 1934 cuando Anton
Formhals describio la técnica del electrohilado con plésticos y sentd las bases del
electrohilado moderno. En 1970 se patent6 el uso del electrohilado para la produccion de

fibras menores a una micra.

Las nanofibras creadas por electrohilado son fuente de estudio para la
regeneracion de tejidos como piel, hueso, cartilago, pulmon, vasos sanguineos y tejido
cardiaco. Uno de los objetivos en el uso de las nanofibras es crear matrices que permitan
el anclaje, migracion y proliferacion de células para reproducir el tejido a ser

reemplazado o regenerado (Greiner y Wendorff 2007).

Li y Tuan 2009, elaboraron un andamio de nanofibras de PLLA a través del
método de electrohilado. Utilizaron condrocitos en un modelo in vitro para evaluar la

proliferacion celular y su potencial aplicacion en ingenieria de tejidos.

Actualmente, esta es la Gnica técnica que es aplicada para la elaboracion de fibras

de manera continua a escalas nanomeétricas.

2.9 Humulus lupulus L.

El lopulo (Humulus lupulus L.) es una planta perteneciente a la familia
Cannabaceae, nativa de Europa, Asia occidental y Norteamérica. Una de las principales

aplicaciones del lupulo, y el mas conocido, es como ingrediente que le da el sabor
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amargo a la cerveza. Esta planta tiene propiedades sedantes, y se utiliza para calmar los
trastornos nerviosos como la ansiedad, insomnio, dolor de cabeza producida por tension,
espasmos nerviosos, rigidez muscular, estrés y anomalias que corresponden a motivos
psicologicos. Ademas, se utiliza para tratar alteraciones estomacales generadas por
motivos psicologicos, como la indigestion o la acidez estomacal. Favorece la secrecion
de jugos gastricos y se ha empleado como aperitivo. En los hombres, esta planta actia
como anafrodisiaco, ya que aumenta la cantidad de estrégenos; por otra parte, favorece
la produccion de esta hormona en las mujeres. El fruto se utiliza para tratar Ulceras,

quemaduras e inflamaciones externas.

El lapulo también se ha utilizado en investigaciones para evaluar sus propiedades
antimicrobianas. Bhattachayra et al. 2003, reportan actividad del extracto contra
estreptococos orales, en especial Streptococcus mutans, S. sanguis y S. salivarius, con
una concentracion minima inhibitoria de entre 2 a 50 pg/ml, dependiendo del
microorganismo. En el mismo estudio, se compard al lupulo en contra de compuestos
como el timol, nerol, aceites esenciales de canela y clavo, eucaliptol y mentol, siendo el

lapulo el que mostré mejores resultados antimicrobianos.

Rozalski et al. 2013, reportan la capacidad antiadherente y la capacidad
antibiofilm del lupulo en contra de Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis,
ambas gram positivas. Este estudio tiene especial relevancia debido a que Streptococcus
mutans, patdogeno oral, también es una bacteria gram positiva, por lo que no se descarta
que el lupulo presente el mismo efecto antiadherente y antibiofilm al exhibido en el

citado estudio.

Tharakan y Lakshmi, en 2013, reportan la actividad antimicrobiana del lipulo en
contra de patdgenos orales como Streptococcus mutans y Candida albicans. Ademas,
también reportan que los polifenoles contenidos en los extractos del lapulo tienen
propiedades que los hacen ideales para realizar experimentos en otros patdégenos orales
como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, uno de los principales patdgenos de la

enfermedad periodontal.
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Algunos compuestos del extracto de Humulus lupulus, como el Xanthohumol,
han sido utilizados como antibacterianos, antiinflamatorios y antisépticos (Bocquet et al.
2018). Ademas, compuestos del lupulo han sido empleados para la elaboracion de
mallas de electrohilado para evaluar sus propiedades fisicas y quimicas (Qiao et al.

2016).
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3. JUSTIFICACION

Los avances y el desarrollo experimentado en los ultimos afios en el campo de la
nanotecnologia ha permitido un notable crecimiento tecnologico en otras areas de la
ciencia que evolucionan paralelamente estableciendo relaciones sinérgicas. Tal es el
caso de la ingenieria de tejidos. Uno de estos avances es la técnica de electrohilado, la
cual permite la generacion de andamios y membranas nanoestructurados para su

aplicacion en diversos campos de la medicina.

La utilizacién de estas técnicas es de vital importancia para el desarrollo de
nuevos tratamientos y para aplicaciones en donde el cuerpo no es capaz de regenerar por
si mismo los tejidos dafiados. Los tratamientos actuales para la regeneracion 6sea no son
lo suficientemente efectivos para recuperar el hueso después de una lesion. Es por esto
que la investigacion a partir de nanotecnologia y el disefio y uso de biomateriales con
propiedades fisico-quimicas con capacidad de ser procesados a escala micro y nano ha

ido en aumento.

La combinacion de polimeros de distintas naturalezas, con bioceramicas como la
hidroxiapatita resulta en una bioactividad mejorada, con una mayor adhesion y
proliferacion celular. Por otro lado, la incorporacion de compuestos naturales con
propiedades antimicrobianas, le otorgan a las membranas la capacidad de enfrentar
posibles riesgos de infeccion, especialmente cuando estan expuestas a un tejido

infectado o a un area de acceso a bacterias.

En este trabajo se propone el uso de policaprolactona con nanohidroxiapatita,
incorporandole extracto de Humulus lupulus, aprovechando sus propiedades para la

fabricaciéon de membranas nanoestructuradas para su aplicacion en regeneracion osea.
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4. HIPOTESIS

Es posible desarrollar membranas de nanofibras incorporando policaprolactona,
nanohidroxiapatita y extracto de Humulus lupulus utilizando la técnica de electrohilado,

para su potencial uso en regeneracion de tejidos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Fabricar y caracterizar membranas nanoestructuradas a través del proceso de

electrohilado, que presenten actividad antibacteriana y no citotoxica.

5.2 Objetivos especificos

a) Estandarizar los parametros de electrohilado.

b) Elaborar membranas de nanofibras de policaprolactona, nanohidroxiapatita y
extracto de lupulo.

c) Evaluar la actividad antibacteriana y citotdxica de las membranas obtenidas.

d) Determinar las caracteristicas fisico-quimicas y mecédnicas de las membranas

obtenidas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Extracto de Humulus lupulus L.

El extracto metandlico de flor de H. lupulus L. fue donado por el Dr. Luis
Damas, de Cerveceria Heineken, México. Se conservd a temperatura ambiente en

obscuridad hasta su uso.

6.2 Solucion polimérica y electrohilado

Se utilizd policaprolactona (PCL, MN= 80,000) y nanohidroxiapatita (NHAP,
<200 nm de tamafio de particula), ambos de Sigma-Aldrich Co., USA.

Se utiliz6 acetona (Jalmek, SC, M¢éxico) para preparar las soluciones para
electrohilado. Se utilizaron 3 ml de acetona para cada solucion, la PCL se utilizé al 9%,
mientras que los porcentajes de NHAP y el extracto de lupulo variaron entre 1, 3 y 5%
con el fin de optimizar las mezclas para su posterior analisis. Cada solucidn se prepard
durante 3h a 40°C y con agitacion constante de 800 RPM.

Cada solucion obtenida de la mezcla de PCL, NHAP y lupulo se transfiri6 a una
jeringa (BD Plastipak™, USA) dotada de un inyector metalico de punta roma y se
inyectd con una bomba (Harvard Apparatus 11 Plus) a un caudal de inyeccion de 0.4
ml/h, con un voltaje de 25 kV (Gamma High Voltage Research, Inc., EE. UU.) y las

fibras se depositaron en un colector de aluminio a 15 cm de distancia.

6.3 Microscopia electronica de barrido

Para el andlisis morfologico de las membranas electrohiladas se procedid a
revestir en oro muestras de 5x3 mm de las membranas seleccionadas para el analisis,
para esto se utilizd un metalizador Polaron SC7640, Thermo VG Scientific. Una vez
concluido este proceso se analizaron las membranas en un microscopio electronico de
barrido Philips XL30 SEM TMP. Las imdgenes se analizaron con el software del

microscopio para obtener didmetros e imagenes de las nanofibras.
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6.4 Analisis termogravimétrico

El andlisis termogravimétrico de membranas electrohiladas se llevo a cabo con
muestras de 13 mg de las membranas seleccionadas para analizar, se realiz6 en un horno
termogravimétrico TA Q500, en condiciones desde temperatura ambiente hasta 600 °C,
10 °C/ min en atmdsfera de N,. El andlisis de las curvas de degradacion se llevé a cabo

en el software TA Universal Analyzer.

6.5 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los analisis de FTIR se llevaron a cabo para verificar la presencia los
compuestos en las membranas poliméricas, se utilizaron muestras redondas de Smm de
didmetro de membranas de PCL, Nhap y extracto de lapulo. Los anélisis se llevaron a
cabo en un Espectrofotometro FT-IR Spectrum UATR Two, Perkin Elmer, en un rango
de 4000 a 400 cm-1. El analisis de los espectros de las membranas se llevo a cabo en el

software Origin.

6.6 Prueba de degradacion

Los ensayos de degradacion fueron realizados de acuerdo con BS EN ISO
10993-13:2010. Se colocaron muestras de 10 mg de fibras electrohiladas, por triplicado,
en viales plasticos (Corning®) con 5 ml de PBS a 37°C, con agitacidon constante durante
8 semanas. Antes de cada lectura de peso, las muestras se lavaron previamente con agua
destilada para eliminar los restos salinos y se desecaron por 24 h a 40°C.

El porcentaje de pérdida de peso se calculdé mediante la siguiente formula:
Pérdida de peso (%) = [Pi— Pf]/ Pi x100

Donde Pi es el peso inicial de la muestra, Pf es el peso de la muestra después del tiempo

correspondiente.

22



6.7 Pruebas de tension

Los ensayos de tension se realizaron a temperatura ambiente, en un dispositivo
Instron 3365 (Instron, USA) con una celda de carga de 5 N a una velocidad de cruceta o
de deformacion de 2mm/min. Las probetas de membranas se utilizaron con una medida
de 20 x 30 mm, por triplicado. El analisis de las curvas de deformacion y del Mddulo de

Young se llevo a cabo en el software del equipo.
6.8 Ensayo de citotoxicidad

El ensayo de citotoxicidad se llevd acabo con la linea celular CCL-116
(fibroblastos humanos) por el método de contacto directo, por triplicado. Las células (1x
10%) fueron sembradas en microplacas de 96 pozos (Corning®) y se incubaron por 24 h a
37°C y atmosfera de CO,, en medio DMEM con 10% de SFB. Después de 24h de
siembra de las células. se colocoé una muestra de cada membrana seleccionada de 1 cm
de diametro, por triplicado y un control de fibroblastos sin nanofibras. Después de 24h
de incubacion, se retiraron las nanofibras de los pocillos, se agregaron 10 uL de MTT y
dej6 en ensayo en incubacion durante 4 h. Después de la incubacion de las células con
MTT, se retird el medio con el reactivo y se afiadieron 100 pul de DMSO. La microplaca

se ley6 con un espectrofotometro de placa Biotek Synergy 2 a 570 nm.

6.9 Pruebas antibacterianas

El ensayo antibacteriano se llevd a cabo por el método de Kirby-Bauer, con
discos de 7 mm de nanofibras con lupulo para probar su actividad antibacteriana contra
los patogenos orales Streptococcus mutans 'y Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Se utilizé medio de Infusion Cerebro Corazon para el ensayo. Los discos de nanofibras
fueron esterilizados mediante radiacion UV. Se utilizd clorhexidina como control

positivo.
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6.10 Analisis estadistico
Se analizaron los resultados de los experimentos pertinentes con el programa

estadistico SPSS version 25.

24



7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Electrohilado

Las condiciones de electrohilado en donde se obtuvieron membranas de
nanofibras Optimas para el estudio fueron en 25 kV, .4 ml de volumen de inyeccion y
colector a 15 cm de distancia del inyector de solucion. En la Figura 1 se aprecia el
acomodo del electrohilado horizontal. En la Figura 2 se aprecia una membrana

electrohilada de PCL y NHAP.

Figura 1. Sistema de electrohilado en disposicion horizontal.

Figura 2. Membrana de PCL y NHAP.
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Con las variables que se tenian de PCL, NHAP y lapulo, se obtuvieron 13
combinaciones de soluciones poliméricas (Tabla 1), de las cuales solo 3 fueron
seleccionadas para llevar a cabo los experimentos de caracterizacion. Las membranas
seleccionadas fueron las elaboradas con PCL 9%, NHAP 3% y extracto de lupulo 3%.
Esto debido principalmente a la reproducibilidad de las nanofibras con los pardmetros
seleccionados de voltaje, distancia del colector y velocidad de inyeccion de las
soluciones poliméricas. Ademas, los andlisis de MEB nos muestran que con esta
combinacion obtenemos fibras con formas homogéneas a comparacion que con el resto

de las combinaciones elaboradas.

Tabla 1. Parametros de las combinaciones de PCL, NHAP y extracto de lapulo de las membranas de

nanofibras obtenidas. Se resaltan las seleccionadas para su posterior analisis.

Parametros de soluciones poliméricas

PCL 9%

PCL 9% - NHAP 1%
PCL 9% - NHAP 1% - EX 1%
PCL 9% - NHAP 1% - EX 3%
PCL 9% - NHAP 1% - EX 5%

PCL 9% - NHAP 3%
PCL 9% - NHAP 3% - EX 1%
PCL 9% - NHAP 3% - EX 3%
PCL 9% - NHAP 3% - EX 5%

PCL 9% - NHAP 5%
PCL 9% - NHAP 5% - EX 1%
PCL 9% - NHAP 5% - EX 3%
PCL 9% - NHAP 5% - EX 5%

7.2 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Con el andlisis de las membranas a través de microscopia electronica de barrido
se obtuvieron los promedios de los didmetros de las 13 combinaciones obtenidas, sin
embargo, como se menciond en el apartado anterior, solo tres combinaciones de
nanofibras fueron seleccionadas para los posteriores andlisis. En la Tabla 2 se muestran
los parametros y los didmetros (en nandmetros) obtenidos a través del software del

microscopio electronico.
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Tabla 2. Diametros de las nanofibras obtenidas con los distintos parametros de electrohilado.

Parametro de soluciones poliméricas Didmetro (nm)

PCL 9% 549
PCL 9% - NHAP 1% 634
PCL 9% - NHAP 1% - EX 1% 565
PCL 9% - NHAP 1% - EX 3% 860
PCL 9% - NHAP 1% - EX 5% 721
PCL 9% - NHAP 3% 681
PCL 9% - NHAP 3% - EX 1% 582

PCL 9% - NHAP 3% - EX 3% 1,102
PCL 9% - NHAP 3% - EX 5% 953
PCL 9% - NHAP 5% 777
PCL 9% - NHAP 5% - EX 1% 705
PCL 9% - NHAP 5% - EX 5% 832

De acuerdo a lo observado con el microscopio electronico de barrido, se encontrd
que el diametro de las fibras varia de acuerdo con la cantidad de extracto y NHAP
encontradas en la solucion polimérica. En un estudio previo (Chong et al. 2015) se
demuestra que el promedio de diametro de las fibras de PCL sin NHAP es de 478.55
nm, y con NHAP es de 521.1 nm. En esta investigacion, el promedio de fibras de PCL
sin NHAP y extracto es de 504 nm. En la Figura 3 se aprecia una imagen de nanofibras

de PCL 9% a 1000x.
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Figura 3. Nanofibras de PCL 9%, a 1000x de magnificacion.

La relacion entre el didmetro y los porcentajes de los componentes muestra que
la presencia de extracto y NHAP aumenta el diametro de las fibras. Los cambios
morfoldgicos debido a la integracion del extracto concuerdan con una investigacion
(Costa et al. 2013) en donde se observaron cambios en el diametro de las nanofibras al
agregar dos extractos vegetales a la mezcla polimérica. Esto nos da indicios de que el
extracto, ademas de agente biologico, altera fisicamente la morfologia de las nanofibras,
lo que resulta atractivo desde el punto de vista de aditivo para polimeros. La Figura 4

muestra nanofibras de PCL 9% y NHAP 3%, con sus medidas de didmetro a 2000x.
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Figura 4. Fibras de PCL 9% y NHAP 3%, a 2000x.

El didmetro y forma de las fibras también es afectado por voltaje, velocidad de
flujo, solvente, distancia del colector y viscosidad de la solucién polimérica (Sanchez et
al. 2013), la cual se ve incrementada por la NHAP y el extracto de lupulo. La Figura 5
muestra nanofibras de PCL 9%, NHAP 3% y extracto 3%, a 2000x, en donde las

nanofibras presentan un didmetro mayor al presentado solo con PCL y NHAP.
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Figura 5. Nanofibras de PCL 9%, NHAP 3% y extracto 3%, a 2000x.

Los andlisis estadisticos se realizaron con 95% de intervalo de confianza. El
analisis estadistico realizado a las muestras de SEM seleccionadas nos muestra el
promedio de las fibras y la desviacion estandar. La prueba de Tukey nos confirma que
hay diferencia significativa entre algunas muestras analizadas. La Tabla 3 muestra los

datos obtenidos el analisis estadistico del ensayo de MEB.

Tabla 3. Datos estadisticos de las membranas analizadas del ensayo de MEB.

Diametro de fibra
Muestra (nm = Desv. Est) Valor de p
PCL 9% 549 + 60 i
PCL 9% - NHAP 3% 681 =112 .99
PCL 9% - NHAP 3% - EX 3% 1,102 £ 162 .012

p < .05 considerada estadisticamente significativa en comparacion entre los grupos.
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7.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico de PCL muestra una curva de degradacion de un
solo paso y una temperatura maxima de degradacion de 410°C, lo cual coincide con
estudios previos de degradacion de PCL mediante TGA y muestran la despolimerizacion
en un solo paso debido a que se rompe la estabilidad térmica de la PCL (Su et al. 2008;
Cerkes et al. 2017). Los cambios en la temperatura maxima de degradacion se atribuyen
al peso molecular de la PCL (Persenaire et al. 2001; Liu et al. 2011). En la Figura 6 se

muestra la curva de degradacion de la PCL.

La NHAP muestra estabilidad térmica a las condiciones del andlisis de TGA
realizado en este estudio, lo cual concuerda con estudios previos en donde se menciona
que la HAP tiene temperaturas de degradacion que van de 1000 a 1500°C (Pataquiva et
al. 2013; Londofo et al. 2014). La Figura 7 y Figura 8 muestran las curvas del analisis

termigravimétrico de las membranas con NHAP y extracto de lapulo.
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Figura 6. Curva termogravimétrica de la PCL. Se sefiala la temperatura de 10% de pérdida de peso y la

zona de mayor degradacion. La curva derivada muestra la temperatura de mayor degradacion.
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Figura 7. Curva termogravimétrica de la PCL con NHAP. Se sefiala el punto de 10% de pérdida de peso y

la zona de mayor degradacion. La curva derivada muestra la temperatura de mayor degradacion.
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Figura 8. Curva termogravimétrica de la PCL, NHAP y extracto. Se sefiala el punto de 10% de pérdida de

peso y la zona de mayor degradacion. La curva derivada muestra la temperatura de mayor degradacion.
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Los analisis termogravimétricos de las muestras con extracto y NHAP presentan
cambios en sus temperaturas maximas de pérdida de peso (Temp. “Onset”) y en la
cantidad de residuo obtenido al final del analisis. En el caso del extracto de lupulo, al ser
materia organica, se disminuye la temperatura pérdida de peso. Las nanofibras
fabricadas con NHAP son las que presentan mayor residuo después del andlisis. La PCL
en este estudio presenta un residuo de menos del 1%, lo cual concuerda con
investigaciones previas (Su et al. 2008; Mohamed et al. 2008). La Tabla 4 muestra los

residuos y las temperaturas en donde ocurrid la mayor pérdida de peso.

Tabla 4. Se muestran las temperaturas “Onset” y la cantidad de residuo al final del analisis

termogravimétrico.
Muestra Temp. Onset (°C) Residuo (mg)
PCL 9% 382 0.1364
PCL 9% - NHAP 3% 374 3.175
PCL 9% - NHAP 3% - EX 3% 372 2.412

7.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

El andlisis infrarrojo muestra los grupos funcionales -CH, C=0 y C-O-C,
caracteristicos de la PCL (Rezaei, y Mohammadi 2013) a 2943 cm™, 1723 cm™ y 1240
cm’, respectivamente; los grupos PO, a 1021 cm™ y 564 cm™ son caracteristicos de la
NHAP (Rodriguez et al. 2013). En el andlisis de muestras con extracto no aparecen
bandas que pudieran sugerir la presencia de lipulo en las nanofibras. En algunos
espectrofotometros los limites de deteccion estdn en cantidades mayores a la que se
utiliz6 para el lapulo en este estudio, lo que sugiere que la cantidad de extracto estd por
debajo de los limites de deteccion del modelo de espectrofotometro utilizado en esta
investigacion. En las Figuras 9, 10 y 11, se muestran los espectros de la PCL, NHAP y

extracto de lapulo
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Figura 10. Espectro infrarrojo con los grupos caracteristicos de la PCL y la NHAP.
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Figura 11. Espectro infrarrojo de nanofibras con PCL, NHAP y extracto.

7.5 Prueba de degradacion

Los estudios de degradacion en las fibras que solo contienen PCL muestran una
degradacion del 0% en 8 semanas. Esta tasa de degradacion concuerda con un estudio
previo (Sunandhakumari et al. 2018) de caracterizacion de PCL en donde influyen el

peso molecular (MN= 80,000), la cristalinidad, pH y temperatura.

Las fibras con PCL, NHAP y lupulo presentaron una degradacion del 1% y del
2% respectivamente en 8 semanas. En la Figura 12 se presentan las diferencias
morfolédgicas en la degradacion de las membranas de PCL y las elaboradas con PCL,
NHAP y extracto. La incorporacion de la NHAP y de lapulo provoca que aumenten las
regiones amorfas de la PCL y haya una mayor hidrdlisis de los enlaces éster de las

nanofibras (Augustine et al. 2014) en comparacion a las elaboradas solo con PCL.
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F iga 12. A la izquierda se aphacia la membrana elaborada s6lo con PCL, se aprecia practicamente
completa sin partes desprendidas; a la derecha se aprecia la membrana elaborada con PCL, NHAP y

lupulo, donde se aprecia la membrana como tres partes.

El andlisis ANOVA realizado nos demuestra que no hay diferencia significativa
en la degradacion de las muestras analizadas. La diferencia de peso se tomo desde el
inicio del ensayo hasta después de las 8 semanas. En la Tabla S se muestra la pérdida de

peso y el valor obtenido de p.

Tabla 5. Pérdida de peso con desviacion estandar y valor obtenido de p.

Pérdida de peso
Muestra (Media + Desv. Est) Valor de p
PCL 9% 1+0.0
PCL 9% - NHAP 3% 46 £ .23 235
PCL 9% - NHAP 3% - EX 3% 23 +£.05

p < .05 considerada estadisticamente significativa en comparacion entre los grupos.

7.6 Pruebas de tension

En las pruebas de tension los resultados suelen expresarse como un modulo de
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Young, que es donde se muestra el porcentaje de elongacion al fallo y la fuerza, en MPa,
utilizada para llegar al limite de tension. En la Figura 13 se muestra el modulo de
Young de la membrana de PCL. La Figura 14 muestra el modulo de la membrana con
PCL y NHAP. En una investigacion previa (Croisier et al. 2012) se muestra el modulo
de Young con valores mayores a los encontrados en esta investigacion. Estas variaciones
dependen de los parametros de electrohilado, didmetro y orientacion de las fibras y peso
molecular y concentracioén del polimero (Tan et al. 2005). En la Tabla 6 se muestra el

moddulo de Young de los triplicados de las muestras utilizadas para el ensayo.

1.2

Esfuerzo de traccién [MPa]

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1

Deformacioén por traccién (Extensiéon) [mm/mm]

Figura 13. Modulo de Young de la membrana de PCL.

Esfuerzo de traccién [MPa]

Deformacién por traccién (Extensién) [mm/mm]

Figura 14. Médulo de Young de la membrana de PCL y NHAP.
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Tabla 6. Modulo de Young de las muestras utilizadas para los analisis de tension.

Modulo de Young
Fuerza Tension al fallo
Muestra (MPa + Desv. Est.) (% = Desv. Est.)
PCL 9% 1.74 £ .63 3.8 +.66
PCL 9% - NHAP 3% 1.39+.69 2.2+ .81
PCL 9% - NHAP 3% - EX 3% 1.07 +£.35 54+19

Las fibras realizadas con PCL y NHAP concuerdan con investigaciones previas
(Wong et al. 2008; Hassan y Sultana 2017) en donde al incrementar la cantidad de
nanohidroxiapatita, disminuye el porcentaje de deformacion por traccion de las fibras.
La Figura 15 muestra una membrana de PCL y NHAP durante el ensayo de tension en

la maquina Instron.

Figura 15. Membrana de PCL y NHAP en el ensayo de tension.

En las fibras con extracto, investigaciones previas (Hosseinkazemi et al. 2015;
Charernsriwilaiwat et al. 2013) han demostrado la disminucién del modulo de Young y
de la variacion del porcentaje de deformacion por traccion dependiendo del compuesto
natural que se haya incorporado a las fibras, comparado con las fibras sin extracto. La
Figura 16 muestra el mdédulo de Young de la membrana de PCL, NHAP y extracto de
lupulo. El aumento o disminucién de estos parametros puede atribuirse a la interaccion

quimica del compuesto natural con el polimero (Sridhar et al. 2015).
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Figura 16. Modulo de Young de la membrana de PCL, NHAP y extracto de lupulo.

El anélisis ANOVA realizado nos demuestra que no hay diferencia significativa
en las pruebas de tension de las muestras analizadas. La Tabla 7 muestra los promedios

de fuerza y la desviacion estdndar, ademas del valor de p obtenido.

Tabla 7. Se muestra la media de la fuerza de las muestras analizadas y el valor obtenido de p.

Fuerza
Muestra (MPa + Desv. Est.) Valor de p
PCL 9% 1.74 + .63
PCL 9% - NHAP 3% 1.39 + .69 058
PCL 9% - NHAP 3% - EX 3% 1.07 + .35

p < .05 considerada estadisticamente significativa en comparacion entre los grupos.

7.7 Pruebas de citotoxicidad

Uno de los requerimientos de los biomateriales es la no-citotoxicidad del polimero y de
los productos de degradacion (Joseph 2013). Los ensayos de citotoxicidad muestran un
porcentaje de viabilidad igual al control del estudio (Figura 17), En la Figura 18 se
aprecian los fibroblastos observados bajo microscopio optico a 40x. Esto confirma
investigaciones previas con nanofibras de PCL y nHAP, en donde se demuestra que son
materiales no citotoxicos y biocompatibles (Lim et al. 2015; Safaeijavan et al. 2014).
Las fibras que contienen lupulo tampoco presentaron citotoxicidad, lo que confirma lo

realizado en una investigacion previa sobre la citotoxicidad de H. lupulus con
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fibroblastos. (Phillips et al. 2017). En la Tabla 8 se muestra el porcentaje de viabilidad
de los fibroblastos.

Figura 17. Imagen de un ensayo de toxicidad por contacto directo llevado a cabo con fibroblastos.

Figura 18. Fibroblastos observados bajo microscopio optico a 40x.

Tabla 8. Porcentaje de viabilidad de fibroblastos con las distintas membranas elaboradas.

Material Viabilidad (%)
Control (medio de cultivo) 100
PCL 9% 100
PCL 9% - NHAP 3% 85
PCL 9% - NHAP 3% - EX 3% 80
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7.8 Pruebas antibacterianas

El ensayo de actividad

antimicrobiana contra S. mutans 'y A.

actinomycetemcomitans resultd negativo, sin inhibicion de bacterias. Esto se puede

deber a la baja cantidad de extracto de H. /upulus contenida en las fibras, ya que un

estudio previo contra patdgenos orales (Bhattacharya et al. 2003) muestra efecto

antimicrobiano con mayor cantidad de extracto a la utilizada en este estudio. Otra causa

puede ser que la degradacion de los compuestos del lupulo por la irradiacion UV y la

oxidacion haya afectado sus propiedades antimicrobianas (Krofta et al. 2012, 2013). La

Tabla 9 muestra los resultados del ensayo.

Tabla 9. Actividad antibacteriana del control positivo y de la membrana con extracto de lipulo.

Muestra

Microorganismo

S. mutans

A. actinomycetemcomitans

Clorhexidina

+

+

PCL 9% - NHAP 3% - EX 3%

+ = actividad antibacteriana positiva mayor a 7 mm de halo de inhibicion.

- = actividad antibacteriana negativa, menor o igual a 7 mm de halo de inhibicion
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8. CONCLUSION

La presente investigacion aportd un avance en la investigacion de materiales
sintéticos en mezcla con compuestos naturales. En estudios previos, las investigaciones
con polimeros y extractos de plantas se hacian de manera que los compuestos fueran
aislados o puros, mientras que en la presente investigacion se realizd incorporando el
extracto natural completo o crudo, es decir, sin fraccionar, a la solucion polimérica
utilizada. Lo obtenido nos demuestra que se pueden modificar las propiedades del
material, como la fuerza de tension, en donde se confiere mayor elasticidad a las

membranas al incorporar el extracto de lupulo.

Las membranas de PCL, NHAP y Humulus lupulus muestran diferencias en
cuanto a propiedades fisico quimicas, lo que nos indica que se pueden modificar las
propiedades de los andamios anadiendo un compuesto adicional, en este caso el extracto.
Ademas, la incorporacion del extracto y la elaboracion de fibras abre la ventana de

posibilidades a la fabricacién de andamios con compuestos naturales sin encapsular.

En concreto, la investigacion realizada nos revela que, con compuestos naturales,
ademds de buscar una determinada actividad, se pueden modificar otras propiedades

fisicas y quimicas de los materiales sintéticos.
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9. PERSPECTIVAS

Esta investigacion deja en claro que los estudios con biomateriales deben de
continuar con el objetivo de encontrar nuevas alternativas a las ya existentes; o bien,

mejorar y modificar andamios previamente elaborados con estas técnicas.

Ademas, la aportacion mas relevante de este trabajo fue la incorporacion de un
extracto vegetal a la mezcla de los biomateriales utilizados. Esta es la primera vez que se
reporta el uso de compuestos vegetales en membranas nanoestructuradas para
regeneracion oOsea. Estos resultados son muy prometedores para continuar las
investigaciones con el uso de compuestos naturales incorporados a andamios o sistemas
de liberacion para su aplicacion en biomedicina. Por otro lado, el uso de extractos
extractos crudos permite que se conserven propiedades debido a la sinergia que se da

entre cada molécula, y que pudiera perderse si se incorpora s6lo un compuesto aislado.

Otra propuesta es que se continue haciendo investigacion en el aspecto de
combinacion de polimeros y otroas moléculas funcionales, lo cual podria mejorar las
propiedades fisico-quimicas y mecénicas de los andamios y tener nuevas opciones de

tratamiento para la regeneracion de tejidos.

Es recomendable que se continllen las investigaciones con biomateriales y
compuestos naturales con miras a contribuir al conocimiento existente y a encontrar

nuevas alternativas para la regeneracion tisular.
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