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Resumen

El hueso es un tejido dindmico que constantemente se encuentra remodelandose al
sustituir las zonas danadas por una matriz calcificada de novo. Sin embargo, en algu-
nas ocasiones los danos producidos por trastornos o traumas no permiten que células,
como los osteoblastos regeneren el tejido de manera rapida y efectiva. La OMS esti-
ma que aproximadamente 436 millones de fracturas se producen al ano, es por ello
de vital importancia la necesidad de utilizar nuevos tratamientos que permitan una
regeneracion adecuada; la implementacién de nuevos procedimientos como las mem-
branas nanofibrosas electrohiladas han demostrado permitir, mejorar y desarrollar
la remodelacién dsea, ya que incrementan el area superficial, modifican el perfil de
liberacién de activos, funciona como soporte y tienen capacidad de mimetizar la ma-
triz extracelular. En este trabajo se estandarizd el proceso de sintesis y evaluacion
de la actividad biolégica de una membrana nanofibrosa, producida a partir de dos
polimeros bioactivos, poli (vinil alcohol) y quitosano adicionado con nanoparticulas
de hidroxiapatita con plata por medio de la técnica de electrohilado. La morfologia
de la nanofibra se caracteriz6 por microscopia electrénica de barrido (SEM), con un
tamano promedio de 127.5 nm, asi como su hidrofobicidad por angulo de contacto
donde se observaron propiedades hidrofilicas y una tasa de degradacién prolongada.
Ademas, se realizé una espectroscopia de infrarrojo FT-IR para identificar la inter-
accion de los grupos funcionales del material, donde se observé que la capacidad de
hinchamiento es debido a los grupos funcionales OH y NHj. La viabilidad celular
del material se evalué empleando la técnica colorimétrica de MTS en la linea ce-
lular preosteoblastica MG-63, asi como la mineralizacién por rojo de alizarina y la
produccién de proteinas especificas de regeneracion ésea como: fosfatasa alcalina, la
proteina morfogénica désea 2 y osteocalcina por medio de ELISA. Se demostré que el
material promovio la actividad mineralizante y proteica de las células, principalmen-
te para aquellas muestras con hidroxiapatita a 10 pg/ml. Finalmente se realizé un
antibiograma para evaluar la actividad antimicrobiana de la membrana electrohilada
donde se probd que tienen caracteristicas bacteriostaticas. Por lo tanto, se encontro
que las fibras de PVA/Qts adicionadas con 10 pug/ml de HAp son un buen modelo
de regeneracion dsea, mientras que las muestras PVA /Qts cargadas con 10 pug/ml de
AgHAp pueden ser un buen modelo para tratamientos de reparacién y osteomielitis.

Demostrando la posibilidad de la membrana para ser utilizada en regeneracion ésea.



Abstract

Bone is a dynamic tissue that is constantly remodeling itself in novo, replacing dama-
ged areas with a new calcified matrix. However, the damage caused by disorders or
trauma sometimes does not allow cells like osteoblasts to repair the damage quickly
and effectively. The World Health Organization estimates that approximately 436
million fractures occur each year, therefore the urgent importance to develop treat-
ments that allow adequate regeneration. The development of new materials, such as
electrospun membranes, that have the advantage of mimicking the extracellular ma-
trix and incrementing the surface area, which are excellent alternatives in treatments
for the regeneration of bone tissue. In this work, it was standardized the synthesis
of the membrane from poly(vinyl alcohol) and chitosan by adding hydroxyapatite
and silver nanoparticles by electrospinning. Once the nanofiber was obtained, the
morphology was characterized by SEM, where it had a size of 127.5 nm, the hy-
drophobicity with a goniometer, the swelling and degradability of the fiber, where it
show been hydrophilic and a prolongated degree of degradation. F'T-IR spectroscopy
determinated that his capacity was due to the bonds on the fuctional groups OH
and NHjs. Fiber viability was evaluated on the osteoblast cell line MG-63, it showed
no cytotoxicity at the concentrations analyzed; the material stimulated the minera-
lization and production of osteocalcin with a dose of hydroxyapatite at 10 pg/ml.
Finally, the membrane has antimicrobial and antifungal activity. Demonstrating that

the membrane can be suitable for stimulating the regeneration of bone cell lines.



1. Introduccion

En el 2021 la Organizacién Mundial de Salud dio a conocer que aproximadamente
1,710 millones de personas presentan algun trastorno musculoesquelético, trayen-
do como consecuencia un estilo de vida condicionado en donde la movilidad se ve
comprometida y por ende produciendo una menor capacidad de participaciéon social
y econdémica. Asi mismo menciona que hay alrededor de 436 millones de fracturas
por ano las cuales pueden ocurrir a cualquier persona sin importar su género, edad u
otros factores; aunque, este tipo de malestares se presentan mas a menudo en adultos
mayores, se espera que las cifras sigan aumentando en personas jévenes con estilos

de vida activos.

Los tratamientos convencionales de relleno y regeneracion ésea se caracterizan por
utilizar materiales cerdmicos, principalmente como relleno entre prétesis metalicas y
el hueso; sin embargo, los tratamientos convencionales como cementos dseos presen-
tan la desventaja de presentar nula o baja biocompatibilidad e inadecuadas propie-

dades mecénicas.

La busqueda por encontrar nuevos materiales y técnicas para la regeneracién de
tejido d6seo ha llevado a los investigadores a probar tratamientos que simplifiquen o
reduzcan los tiempos de regeneracién ocasionados por traumatismos, deformaciones,

cancer u otros padecimientos.

Por lo anterior, el estudio y compresion de la naturaleza del hueso se ha vuelto
de gran importancia, ya que puntos clave como la morfologia, funcién y procesos
regenerativos han dado pie a la implementacion de métodos que van desde cirugias
de injertos 6seos hasta el uso de andamios que fungen como estructuras de soporte
o plantillas para las células promoviendo la formaciéon de nuevo tejido. Los avances
reportados en la implementacion de andamios para la regeneracion de tejido dseo

han promovido su uso teniendo como consecuencia un gran auge en los tltimos anos.

Entre las distintas técnicas para la produccién de andamios se destaca al electro-

hilado (electrospinning), ya que esta permite sintetizar fibras de tamanos nano y



micrométricas las cuales aportan ventajas como buena relacion area volumen, flexi-
bilidad de superficie, alta porosidad, buen rendimiento mecanico, siendo este tltimo
superior a las observadas en sales inorganicas (polvos) y cementos éseos; ademads la
capacidad de imitar la matriz extracelular nativa provee asi la adherencia y el creci-
miento celular sobre la membrana producida. Basicamente esta técnica consiste en
el uso de una solucién polimérica que ha sido cargada eléctricamente para romper su
tension superficial y asi poder ser eyectado y dirigido por fuerzas eléctricas hacia una
ldmina colectora; en el transcurso del viaje se evapora la parte soluble de la solucién
mientras que el material residual se estira hasta formar finas fibras que se depositan

en el colector.

Para el electrohilado se han investigado diferentes materiales que le proporcionen
al andamio la capacidad de regenerar el tejido 6seo; para ellos se han seleccionado
materiales tanto naturales como sintéticos que aporten la capacidad de biomimeti-
zar el tejido deseado y promuevan la bioactividad celular, caracteristica dada por los
polimeros naturales como lo es el quitosano; asi como propiedades mecanicas como
lo son traccion y resistencia de los polimeros sintéticos como se ha descrito anterior-
mente sobre el PVA. Ademas, la implementacién de polimeros con ceramicos como la
hidroxiapatita para hueso provee de una excelente biocompatibilidad y bioactividad,

pudiendo ser un modelo de regeneracién superior al de los polvos y rellenos éseos.

Las células de osteosarcoma humano (MG-63) son un gran modelo in wvitro para
la regeneracion de tejido 6seo, ya que estas células tienen la capacidad de secretar
proteinas que promueven la calcificacion y regeneracion del tejido éseo, un ejemplo
de esto es la hormona paratiroidea (PTH), las proteinas morfogénicas 6seas (BMPs),

la osteocalcina (OCN), entre otras.

Por esta razon, este trabajo propone obtener nanofibras por la técnica de electrohi-
lado elaboradas a partir de PVA/QTS/AgHap y evaluar su potencial como andamio
de regeneraciéon ésea en un modelo textitin vitro de células de osteosarcoma humano

MG-63.



2. Antecedentes

2.1. Histologia del hueso

El hueso es un tejido conectivo mineralizado altamente vascularizado que propor-
ciona resistencia y densidad necesaria para la movilidad. Estas caracteristicas son
esenciales para la composicién del hueso compacto y trabecular. El hueso compacto
esta constituido por laminillas de matriz osteoide calcificada, en su composicion mi-
crométrica se encuentra una fase orgdnica (compuesta principalmente por coldgeno)

y otra fase inorganica principalmente constituida por hidroxiapatita (Alcézar 2002).

Desde el punto de vista macroscépico se pueden clasificar dos tipos de estructura
de acuerdo con la disposicion de las laminillas d6seas a las cuales se les denomino
hueso compacto o trabecular. De manera particular el hueso compacto o cortical se
caracteriza por presentar una alta densidad, gran dureza y fragilidad; en cuanto a
su localizacion en el hueso este se encuentra en la parte externa (rodeando la zona
trabecular) y esté constituido por laminillas en disposicién concéntrica conocidas co-
mo osteonas las cuales envuelven a los conductos de Havers en los que se encuentran
nervios, vasos sanguineos y linfaticos. En cambio, el hueso trabecular o esponjoso
presenta una menor densidad, pero mayor porosidad que el hueso compacto; su es-
tructura esté constituida por laminillas en forma de red (trabéculas) que cruzan las
cavidades internas del hueso en donde se encuentra la medula ésea (Hernandez-Gil

et al. 2006).

A nivel microscopico la matriz ésea extracelular esta constituida por sales inorganicas
(70 %), elementos orgdnicos (20 %) y agua (10 %). La matriz inorgénica se encuentra
formada principalmente por iones fosfato y calcio los cuales pasan por un proceso de
nucleacion para formar cristales de hidroxiapatita representado quimicamente como
Ca1g(PO4)s(OH)2, siendo este el componente mayoritario de la matriz inorgénica

6sea; ademas existen cantidades significativas, pero en menor proporcién de sodio,
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potasio, magnesio, entre otros compuestos presentes en el hueso. Por otra parte,
la matriz orgdnica estd conformada principalmente por protefnas coldgenas (90 %),
especialmente el colageno tipo I, ademas podemos encontrar proteinas no colage-
nas como la osteocalcina, osteonectina, osteopontina, proteinas morfogénicas déseas

(BMP), factores de crecimiento y proteoglicanos (Bhattarai et al. 2018).

Las caracteristicas que le confieren la composicién del hueso tanto a escala ma-
crométrica como la micrométrica permite que hueso cumpla con funciones clasicas
previamente descritas, entre las que destacan la locomocién, soporte y proteccién
de tejidos blandos, almacenamiento de iones calcio y fosfato, asi como la capacidad

hematopoyética conferida por la médula ésea (Florencio-Silva et al. 2015).

2.1.1. Remodelacion del tejido 6seo

Como otros tejidos el hueso a lo largo de su vida sufre remodelaciones constantes por
lo que se le conoce como un tejido dindmico; asi mismo, la funcion principal de estas
remodelaciones es prevenir la acumulaciéon de dano oseé mejorando la resistencia
mecanica, asi como el mantenimiento de sales, entre ellas el calcio. Para ello, esta

tarea es llevada a cabo por un conjunto de células:

= Osteoblastos: Son células cuboides que se derivan de las de las células ma-
dre mesenquimales (MSC). Estas células comprenden el 4-6 % del total de las
células presentes en la superficie dsea; su funcién principal es la secrecion de
osteoide hacia la matriz dsea para la formacion de novo del hueso. Algunos
factores de diferenciacion que podemos encontrar son la hormona paratiroi-
dea (PTH), y las citocinas como las interleucinas (IL) 6 y 11, las proteinas

morfogénicas 6seas (BMPs) y osteocalcina (OCN).

» Osteocitos: Son las células mds abundantes con un 90-95% de las células
Oseas totales; se encuentran dentro de la matriz ésea mineralizada y se derivan
de la diferenciacién de osteoblastos. Estas células fungen como mecanosensores
detectando presiones y cargas mecanicas, ayudando a la adaptacion del hueso
a las fuerzas mecanicas ejercidas por las actividades cotidianas. A diferencia de
los osteoblastos estas células presentan una expresion a la baja de osteocalcina
y PTH a medida que se diferencian, ademas expresan CD44 un receptor de

membrana que no se encuentra presente en osteoblastos.
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» Osteoclastos: Células multinucleadas que se originan a partir del linaje de las
células madre hematopoyéticas; los osteoclastos comprenden solo el 1-2% de
las células: Su funcion principal es la reabsorcién ésea de tejido viejo o danado,
para que posteriormente los osteoblastos puedan generar nuevamente la matriz
Osea. Para llevar a cabo su funcion estas células liberan enzimas proteoliticas
como colagenasas, metaloproteasas, catepsina K, entre otras (Florencio-Silva
et al. 2015).

s Células del revestimiento 6seo: Son células que se encuentran sobre la su-
perficie ésea. Su principal funcién es mantener el equilibrio entre la formacién
Osea, al dirigir la liberacién de minerales en el hueso; y la absorcién del material
danado llevada a cabo por los osteoclastos. Para llevar a cabo este equilibrio
estas células liberan RANKL y el factor estimulante de colonias de macréfagos
(CSF-1) regulando de esta manera 1 diferenciacién de los osteoclastos (Bhat-
tarai et al. 2018).

La accion de estas células promueve la remodelacién ésea en un ciclo complejo en
el que ademads intervienen factores locales incluyendo moléculas autocrinas y pa-
racrinas asi como factores de crecimiento, citocinas y prostaglandinas. El ciclo de
remodelacién se divide en cuatro etapas consecutivas, iniciando con el reclutamiento
de precursores osteoclasticos por la accion de RANKL y M-CSF hacia la superficie
trabecular o endostica en la profundidad de una osteona; a continuacion, los osteo-
clastos maduros labran una laguna (laguna de Howship) que posteriormente, en la
fase de inversién es invadida por células linning, lo que permite que osteoblastos ma-
duros regeneren la cavidad. Para finalizar, se produce mineralizacion y la produccién
de hueso maduro. En el esqueleto adulto de una persona sana existen aproximada-
mente 2 millones de sitios de remodelaciéon que trabajan a una velocidad de 25 um

3 en cada micrositio, obteniendo

por dia remplazando un volumen éseo de 0.025 mm
una tasa de remodelado anual del 10 % (3 % en hueso cortical y 30 % en trabecular)

(Arboleya y Castaneda 2013).



Células
linning

M-CSF

Reapsorcion del
hueso

Catepsina K

®

Inversion:

Células linning invaden la
célula una vez que los
osteoclastos han eliminado el
tejido dafiado

: Resorcion 6sea:
Rechitamiento de Labramiento de los
prectisones osteoclastos
osteoclasticos produciendo lagunas de
Howship

Mineralizacion:

Los osteoblastos liberan
proteinas que
promueven la
mineralizacion

Figura 1: Proceso de remodelacion 6sea.

2.1.2. Osteoblasto

El encargado de la formacién dsea una vez que los osteoclastos han absorbido el
tejido éseo danado son los osteoblastos. Estas células responden a senales proce-
dentes de los sitios de remodelado producidos por la matriz reabsorbida o de los
osteoclastos y una vez situados en la superficie 6sea producen la matriz osteoide. Sin
embargo, para que esto pueda darse, previamente las células madre mesenquimales
empiezan un proceso de diferenciacién a células osteoblasticas, en donde el regula-
dor maestro de diferenciacion Runx2 marca previamente este linaje celular. Ademas,
otros estudios demuestran que intervienen mas factores, siendo los mas relevantes
PTH/PTHrp, GH/IGF-1, TGF-§ y la via Wnt. También, numerosos factores regu-
lan la proliferacion, diferenciacion y metabolismo de los osteoblastos, entre los mas
importantes podemos destacar la hormona paratiroidea (PTH), y las citocinas como
las interleucinas (IL) 6 y 11, las proteinas morfogénicas éseas (BMPs) y los factores
transformantes del crecimiento beta (TGF-fs) (Chen, Deng e Y.-P. Li 2012).



2.1.3. Reparacion de tejidos: Injertos 6seos

La regeneracién 6sea al ser un ciclo complejo debe de mantener una homeostasis
entre sus componentes para poder llevarse a cabo de manera adecuada. Sin embargo,
este proceso puede verse afectado por fracturas de unién tardia produciendo una
demanda regenerativa mas all4 del potencial de autocuracién. En estos casos se
requiere intervencion quirurgica para tratar los defectos dseos por medio de injertos

6seos naturales como (Bhattarai et al. 2018):

= Autoinjertos: Los injertos autélogos consiste en extraer una parte del hueso
del paciente e insértalo en la zona danada. Esto presenta la ventaja de evitar
el rechazo inmune, ademas de conservar sus propiedades regenerativas y de
remodelacion; sin embargo, su uso es limitado debido a la morbilidad en el

sitio de recoleccion.

= Aloinjertos: El injerto éseo se toma de un donante, pudiéndose recolectar
mayores cantidades que en el autoinjerto. La desventaja de estos injertos es su

falta de integracién y mayor porcentaje de rechazo que los autoinjertos.

= Xenoinjertos: Los injertos heterélogos, se derivan de otras especies animales,
por lo general estos pueden ser de origen porcino o bovino. Su disponibilidad
es practicamente ilimitada, pero tienen como desventaja de presentar el ma-
yor porcentaje de rechazo, ademés de que se corre el riesgo de una posible

transmision de zoonosis si no se realiza un procedimiento adecuado.

Por las desventajas presentadas en los injertos éseos naturales, se ha buscado la
manera de solucionar estos problemas con el uso de la ciencia de los materiales,

utilizando injertos dseos sintéticos como biomateriales prometedores para el futuro.

2.1.4. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un campo relativamente nuevo en el cual se busca resta-

blecer la funcién de érganos a partir del trabajo conjunto de células y biomateriales.
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Los biomateriales son de gran importancia en la ingenieria de tejidos ya que proveen
de un entorno adecuado para que exista union celular, proliferacién, diferenciacién y
neogénesis tisular. Sin embargo, hoy en dia existen diferentes tipos de biomateriales
incluidos, hidrogeles, andamios porosos y fibras que buscan cumplir con la mayoria
si no es que todos los requisitos necesarios para poder ser usados como bioimplantes.
En este caso, para que un andamio sea considerado como éptimo en la regenera-
cion de tejidos este debe tener la capacidad de imitar las propiedades mecanicas y

funcionales de la matriz extracelular (Han et al. 2021).

La regeneracion de tejido 6seo presenta un desafio importante que es la implementa-
cién de un biomaterial que no solo imite la matriz extracelular ésea, sino que ademas
tenga una funcién osteconductora que produzca la restauracién del hueso danado.
También, los andamios de tejido éseo deben poseer una gran resistencia mecénica,
porosidad, poros interconectados y una gran superficie que permita la integracién
de células osteogénicas; por lo que se ha visto que los andamios nanofibrosos son
mas que adecuados para la ingenieria de tejidos 6seos debido a que imitan de gran
manera la matriz extracelular sea lo que permite un mejor soporte para la adhesién
de células pre-osteobldsticas como las MG-63 (Udomluck et al. 2019)

Las células pre-osteoblasticas MG-63 son obtenidas de osteosarcoma y representan
un gran modelo in wvitro para la regeneracion de tejido éseo, ya que presentan la
capacidad de secretar proteinas que promueven la calcificacién y regeneracion del
tejido dseo como la hormona paratiroidea (PTH), las proteinas morfogénicas dseas
(BMPs) y osteocalcina (OCN) (Arboleya y Castaneda 2013).

2.2. Nanotecnologia

La nanotecnologia se puede definir como la capacidad de observar, medir, manipular,
ensamblar, controlar y fabricar materia a escala nanométrica. Se le ha designado a
la nanotecnologia como parte una la ciencia, ingenieria y tecnologia que permite
aplicaciones novedosas en campos como la quimica, fisica, biologia e incluso hasta

ramas como la medicina e ingenieria (Bayda et al. 2019).

Desde que se acuno el termino de “nanotecnologia” en 1959 por Richard Feyman ha

existido un creciente interés en su aplicacion, siendo asi que es considerada como una
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de las tecnologias mas prometedoras de nuestro siglo. Tanto es asi que los avances en
este campo en los iltimos anos han permitido la implementacion de nuevos materiales

como nanoparticulas, nanofibras y nanocompuestos (Oliveira et al. 2021).

2.2.1. Nanofibras

Las nanofibras como su nombre lo indica son fibras de tamano nanométricas hechas a
partir de una gran variedad de polimeros, carbén y semiconductores para diferentes
aplicaciones que van desde la ingenieria de tejidos, filtracién de medios, refuerzo de

nanocompuestos, por mencionar algunas (Tan y Lim 2006).

Desde hace algunos anos se han desarrollado métodos para producir fibras a partir
de distintos polimeros como lo son un hilado hiimedo, seco, fundido y en gel; sin
embargo, estas técnicas mostraron no ser las més adecuadas para obtener fibras de
tamano nanométrico, ya que muchos de los rangos de los didmetros de las fibras
sintetizadas alcanzaban a medir entre 10-100 gm. Anos mas tarde en 1887, Charles
V. Boys sintetiz6 una fibra ultrafina con didmetros nanométricos por una técnica a

la cual se le denominé electrohilado.

Actualmente, la versatilidad de producir nanofibras poliméricas es gracias a técnicas
como separacién de fases, sintesis de plantilla, autoensamblaje, entre otras; pero el
electrohilado se mantiene como una de las herramientas mas importantes ya que es
econdmica, simple y ajustable, lo que permite adecuar esta técnica para mimetizar

estructuras fibrosas de la matriz extracelular nativa del tejido (Stocco et al. 2021).

2.2.2. Materiales para laregeneracién de tejido 6seo

Los materiales empleados son de vital importancia en la produccién de nanofibras
para la regeneracion de tejidos 6seos, ya que estos deben cumplir con caracteristicas
especificas propias del tejido a regenerar (propiedades mecénicas, adherencia y pro-
liferacién celular, porosidad y osteoconductividad) y de la técnica que se empleara.
Por lo general, se utilizan polimeros tanto sintéticos como naturales, ya que de esta
manera complementan las deficiencias que presentan de manera individual, obtenien-

do asi los mejores resultados. Los polimeros sintéticos tienen propiedades mecanicas



modificables, ademas de algunas propiedades fisicoquimicas como elasticidad, resis-
tencia a altas temperaturas, entre otras; pero cominmente presentan baja actividad
y adherencia celular. En cambio, los polimeros naturales tienen mayor bioactividad,
tienen buena solubilidad, biodegradabilidad y capacidad de adsorcién; pero presen-

tan deficiencias en ciertas propiedades mecdnicas (M. Zhang et al. 2022).

2.2.3. Quitosano

El quitosano es un polimero derivado de la quitina, esta iltima es el biopolimero més
abundante después de la celulosa. La quitina puede ser encontrada en un amplio ran-
go de eucariotas como crustaceos, insectos y hongos. La quitina es un polimero cuyos
monoémeros constan de N-acetil-D-glucosamina, cuando una desacetilacion y las uni-
dades repetitivas en el polimero estan predominantemente sin el grupo funcional
acetilo, es decir, como (-1,4-D-glucosamina, el polimero es conocido como quitosano

(Kou, Peters y Mucalo 2021; Romero—Serrano y Pereira 2020).
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Figura 2: Estructura molecular del quitosano (Chatterjee et al. 2022).

El quitosano posee la caracteristica de ser biocompatible, biodegradable y no toxico;
estas caracteristicas en conjunto con su gran disponibilidad lo hacen ideal para la
produccién de biomateriales. Actualmente una gran variedad de productos derivados
del quitosano se estd reportando en la literatura cientifica, algunas aplicaciones repor-
tadas incluyen: la preservacién de alimentos, biotecnologia, suplementos dietéticos,

antifingicos y antibacteriales (Romero—Serrano y Pereira 2020).
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Propiedades fisicas

El quitosano resulta un polisacarido catiénico, ademas de esto el quitosano es un
polimero insoluble a pH neutro y bésico debido a sus enlaces intra e intermoleculares
formados por enlaces de hidrogeno. La forma cristalina de sus grupos amino protona-
bles le permiten ser soluble en soluciones acidas ya que se incrementa la polaridad y
las repulsiones electrostaticas. El quitosano esta formado por unidades moleculares
de D-glucosamina y N-acetil- D-glucosamina. A diferencia de la celulosa el quito-
sano muestra mayor reactividad, lo que confiere mayor versatilidad para reacciones
quimicas, debido a las posibles sustituciones en los sitios activos aminos ubicados en

la posicion C2 (Romero—Serrano y Pereira 2020).

Aplicaciones

Debido a las buenas propiedades del quitosano como la biodegradabilidad, el origen
natural, la abundancia este material ha sido empleado en areas como la medicina,
agricultura, procesamiento de alimentos, mejora nutricional, cosméticos y tratamien-

to de aguas y desecho.

Algunos ejemplos de aplicaciones biomédicas son piel artificial, suturas quirtrgicas,
vasos sanguineos artificiales, liberacion controlada de farmacos, lentes de contacto,
liquido para el humor ocular, vendajes, esponjas, apositos para quemaduras, control

del colesterol en sangre, ingenieria de tejidos (Cheba 2020; Ibrahim y El-Zairy 2015).

El quitosano se ha empleado en gran variedad de campos los cuales incluye rege-
neracion de tejido nervioso, piel y hueso; este ultimo con interesantes resultados al
sintetizar nanofibras electrohiladas a partir de quitosano y policaprolactona (PCL)
obteniendo fibras de 350 a 500 nm. También se observd que andamios nanofibrosos a
base de hidroxiapatita (HA) y quitosano muestran mejores resultados en evaluacio-
nes mediante tincién con fosfatasa alcalina (ALP) en células madre mesenquimales
derivadas de medula ésea (BMSC) en comparacion con otras membranas compues-
tas de HA /quitosano. Ademads, en los resultados obtenidos por Liu et al. muestra la
reparacion de un defecto calvarial de tamano critico con el andamio HA /quitosano
(Aoki et al. 2020).
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2.2.4. Alcohol polivinilico

El alcohol polivinilico (PVA) fue descubierto en el afio 1924 por los cientificos ale-
manes W. Haehnel y W.O. Herrmann mientras obtenia una solucién de poli (vinil
alcohol) saponificando poli (vinil éster) con solucién de sosa cdustica (Halima 2016).
El polimero de PVA fue introducido comercialmente en los Estados Unidos de Améri-
ca hasta 1939 (Aslam, Kalyar y Raza 2018; Halima 2016; Jaffe y Rosenblum 1990).

El PVA es un polimero sintético lineal hidrofilico, no téxico muy estable durante
largos periodos en diferentes condiciones de pH y temperatura (Echeverri Cuartas,
Vallejo y Londono 2009; Baker et al. 2012; Halima 2016). Este se produce por la
hidrélisis parcial o total del acetato de polivinilo para eliminar los grupos acetatos, a
su vez la cantidad hidroxilacién determina las caracteristicas fisicas, las propiedades
quimicas y las propiedades mecanicas del PVA, es decir que cuanto mayor sea el
grado de hidroxilacion y polimerizacién del PVA, menor sera la solubilidad en agua
y mas dificil serd su cristalizacién, (Baker et al. 2012). Debido a lo anterior el PVA
se puede clasificar en dos grupos, a saber: totalmente hidrolizado y parcialmente
hidrolizado (Halima 2016).

H H
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-

Figura 3: Estructura molecular del PVA (Salman, Bakr y Humad 2018).

Propiedades fisicas

PVA tiene la caracteristica de ser semicristalino o lineal sintético cremoso o blanque-
cino, insipido, inodoro, no téxico, biocompatible, termoestable, granular o en polvo,
ademas de esto posee muy buenas propiedades épticas, gran rigidez dieléctrica y ex-
celente capacidad de almacenamiento de carga. También, presenta propiedades como

la viscosidad y solubilidad las cuales se ven influenciadas por el peso molecular y la
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cantidad de grupos acetatos presentes en el material (Aslam, Kalyar y Raza 2018).

Propiedades fisicas del PVA en estado puro

Propiedades fisicas Descripcion
Apariencia Cremosa a blanquecina, granular, en polvo
Densidad aparente 641 kg s/m?
Punto de ebullicion 228°C
Punto de fusidn 230°C
Totalmente hidrolizado
180°- 190°C
Parcialmente hidrolizado
Densidad 1.19-1.31 g/cm?
Calor especifico 1,5 J/(g-K)

Tabla 1: Propiedades fisicas del PVA en estado puro (Aslam, Kalyar y Raza 2018)

Las caracteristicas fisicoquimicas es decir densidad, cristalinidad, formacion de pelicu-
la, solubilidad en agua, volumen molar, grado de polimerizacién, se guian por el
nimero de grupos hidroxilo presentes en el polimero del PVA (Aslam, Kalyar y Ra-

za 2018). Las propiedades fisicas del PVA puro se enlistan en la tabla 1.

Aplicaciones

El PVA ha servido para desarrollar hidrogeles y membranas con funciones biomédicas
como lentes de contacto, hemodidlisis, asi como materiales médicos, implantes para
remplazar cartilago. Las propiedades del PVA lo han convertido en un buen candidato

para simular tejidos del cuerpo como lo son los cartilagos y hueso (Baker et al. 2012).

La utilizacién de PVA de medio peso molecular (124000 g/mol) en andamios electro-
hilados con particulas cerdmicas nanométricas de hidroxiapatita (HAp) han generado
la sintesis de nanofibras de 150 nm de diametro los cuales mostraron mejores resul-
tados en la actividad de ALP, en la tincién de rojo de alizarina y en la diferenciacion

de osteoblastos en comparacién con andamios tinicamente de PVA (Aoki et al. 2020).
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2.2.5. Hidroxiapatita

La hidroxiapatita (Hap) es un biocerdmico que constituye la mayor parte de la fase
inorganica del hueso. Su férmula general C'ayo(PO,)s(OH )2, siendo el 39 % en peso
de Ca, 18.5% en P y 3.38% de OH. La hidroxiapatita sintética al ser muy similar
quimica y estructuralmente a la que se encuentra de manera natural en el hueso es

ampliamente utilizada como biomaterial osteogénico (Murugan y Parcha 2021).

Figura 4: Estructura molecular de la hidroxiapatita (Panda, Biswas y Paul 2021).

La incorporacién de hidroxiapatita en andamios como las nanofibras para la inge-
nieria de tejidos 6seos han mostrado un buen desempeno en la bioactividad, biocom-
patibilidad y capacidad osteconductora; sin embargo, su uso como nano hidroxiapa-
tita ha incrementado estas caracteristicas y ha mejorado la capacidad de integracion
dsea, asi como su similitud con el componente mineral del tejido éseo natural (Stocco
et al. 2021).

2.2.6. Nanoparticulas de plata

Por otro lado, la plata es un metal que se ha utilizado para aplicaciones principal-
mente antibacterianas; pero, en los ultimos anos con los avances en nanomateriales,
se logré producir nanoparticulas de plata (AgNP) ampliando su uso; un ejemplo de
esto es la reparacién de heridas, tratamientos contra el cancer y la promocion de

regeneracion 6sea (Xue et al. 2017).

Sin embargo, la implementaciéon de nanoparticulas de plata en la regeneracion de
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tejido 6seo debe ser tomado con cuidado, ya que se ha visto que su uso en altas con-
centraciones puede ser citotdxico para las células presentes en estos tejidos. Ademas,
se ha observado que las AgNP tiene una baja osteoconductividad por lo que su uso
en conjunto con bioceramicos como la hidroxiapatita podria promover la viabilidad
celular (Albrektsson y Johansson 2001).

Aplicacion

La aplicaciéon de nanoparticulas de hidroxiapatita se ha combinado con distintos
polimeros sintéticos como lo es el acido polilactico, el acido poliglicélico, polica-
prolactona y el poli (acido lactico-co-glicolico) mejorando el crecimiento de células
osteoblasticas y el aumento de osteogénesis. La mezcla de hidroxiapatita con un
polimero natural como el quitosano mostro buenos resultados en la formacién de
hueso similar al hueso natural, ademds de presentar buenas propiedades mecanicas
(Rajula et al. 2021).

También se ha observado que la implementacién de AgNP promueve la proliferacién
celular y osteogénesis de las células madre mesenquimales (MSC) por lo que se ha
concluido que su uso podria ser beneficioso para la curacién de heridas dseas (R.
Zhang et al. 2015).

2.3. Electrohilado

El electrohilado nos permite producir fibras de tamano nanométrico por la induccién
de fuerzas electroestaticas aplicadas a una solucion polimérica, expulsando la solucién
por un potencial de alto voltaje entre una aguja cargada positivamente y un colector
conectado a tierra. Para que esto suceda la carga electroestatica debe superar la
tension superficial de la solucién polimérica; cuando esto ocurre se produce una
estructura en forma de cono elongado (Cono de Taylor) en la punta de la aguja,
lo que posteriormente se convertirda en chorro eyectado; durante el trayecto hacia
el colector la parte del solvente se evapora, mientras que el material restante se
une en forma de hilos largos pero delgados sobre el colector. De manera general, la

técnica de electrohilado estd conformada por tres unidades principales para llevar
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a cabo su funcién, un suministro de alto voltaje, una placa colectora y un eyector
(Keshvardoostchokami et al. 2021).

Las nanofibras producidas a partir de la técnica de electrohilado proporcionan carac-
teristicas favorables para su uso en la regeneracién de tejidos, entre las mas impor-
tantes esta su capacidad de procesar una gran variedad de polimeros tanto naturales
como sintéticos, ya que su uso de manera individual no cumple con los requeri-
mientos necesarios como bioactividad (polimeros sintéticos) y mecénicas (polimeros
naturales). Asi mismo el control de las propiedades de las nanofibras electrohiladas
en base a los materiales utilizados y los parametros de procesamiento proveen una
gran ventaja sobre otras técnicas; ya que nos permite imitar facilmente la matriz
extracelular con una buena interconectividad espacial (porosidad) de tal modo que
las células sean capaces de iniciar un proceso regenerativo. (Niemczyk-Soczynska et
al. 2021).

El control de los parametros en el electrohilado es de vital de importancia a la hora de
producir nanofibras como andamios en la ingenieria de tejidos, como lo es el voltaje,
velocidad de flujo, grosor del eyector y la distancia entre el colector y el eyector.
El incremento o disminucién de algin parametro, puede afectar negativamente la

sintesis de las nanofibras producidas.
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3. Justificacion

En los tltimos anos se ha incrementado el niimero de personas que presentan algin
trastorno o dano en el tejido 6seo, lo que ha llevado a la necesidad de buscar nuevas
técnicas y materiales que mejoren y reduzcan los tiempos de recuperacion. Actual-
mente se estan investigando materiales en el area de ingenieria de tejidos para la
producciéon de andamios tanto naturales como sintéticos que promuevan la regenera-
cién del hueso obteniendo hasta el momento buenos resultados, pero con deficiencias
en la adhesion y proliferacion celular o mecanicas. Avances en el area de la nano-
tecnologia permiten el uso de técnicas como el electrohilado capaces de producir
membranas con fibras nanométricas que imiten la matriz extracelular de los tejidos,
siendo esta una de sus principales caracteristicas frente a otros tratamientos como
lo son nanoparticulas o peliculas. Aunado a esto, el uso de nanomateriales como la
hidroxiapatita (HAp) y la plata han tenido como consecuencia una mejor respuesta
osteoconductora con las células osteoblasticas permitiendo una mejor regeneracion.
Por lo tanto, en este trabajo se propuso producir un andamio membranoso con fibras
de tamano nanométrico a base PVA/Qts adicionadas con AgHAp sintetizadas por

la técnica de electrohilado con el objetivo de promover la regeneracion dsea.

17



4. Hipotesis

Las nanofibras producidas a partir de alcohol polivinilico, quitosano y cargadas con
hidroxiapatita con plata (PVA/Qts/AgHap) promueven el proceso de regeneracién
6sea en un modelo in wvitro con células MG-63.
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5. Objetivo

Desarrollar y evaluar el potencial de nanofibras electrohiladas de PVA /Qts/AgHAp
en el proceso de regeneracion ésea en un modelo in vitro de células osteoblasticas
MG-63.

Objetivos especificos

1. Optimizar la sintesis de nanofibras y caracterizar fisicoquimicamente la sintesis
de nanofibras de PVA/QTS/AgHap.

2. Examinar la viabilidad celular en MG-63 expuestas a nanofibras electrohiladas
de PVA/Qts/AgHap por la técnica de MTS.

3. Analizar el proceso de mineralizacion a los 3, 7 y 14 dias en células MG-63
cultivadas en nanofibras PVA /Qts/AgHap

4. Determinar la produccion de proteinas y factores de crecimiento relacionado

con el proceso de regeneracion 6sea en células MG-63 cultivadas en nanofibras.

5. Evaluar la actividad antimicrobiana y antifingica de las nanofibras electrohi-

ladas en E. coli y S. aureus.
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6. Materiales y métodos

6.1. Estandarizacion de la sintesis de nanofibras

6.1.1. Preparacion de hidroxiapatita con nanoparticulas de plata

La sintesis de AgHap se realizé en base al método de coprecipitacién de acuerdo con

metodologia de Martinez-Sanimiguel y colaboradores (2019).

Al fosfato de amonio dihidrogenado (N HyH,POy) al 0.012 M se le agregé nitrato de
calcio tetrahidratado (C'a(NOs3)s 4H20) a 0.02 M a una relacién 1:1 por titulacién
en agitacién a 15 000 rpm. Se anadi6 urea al 0.03 M y nitrato de plata a 0.10 mg/mL
ambos por goteo para obtener un volumen final de 100 mL, posteriormente se calenté
a 80°C durante 30 minutos y se ajusto el pH a 5.5 utilizando una solucién de hidroxido
de amonio (N H3) y se mantuvo en agitacion durante 1 hora, posteriormente se dejé
reposando durante 24 horas a 25°C. Se separé el precipitado y fue lavado con agua
destilada a través de dos ciclos repetidos de centrifugacion de 10 minutos a 4000
rpm y fue resuspendido en 25 mL de agua destilada, se secé a 80°C por 24 horas

obteniendo una pasta grisdcea y se macerd hasta obtener un polvo fino de AgHAp.

6.1.2. Preparacion de la solucion PVA/Qts/AgHAp y electrohilado

Se preparé una soluciéon de PVA al 10% y se anadié una solucién de Qts al 2%
en relacién 3:1 p/p. Posteriormente, se agregé 250 pg/mL de AgHAp en la solucién

PVA/Qts, se mantuvo en agitacién a 300 rpm durante 1 h. Finalmente, la solucién

20



PVA/Qts/AgHAp se electrohilé a un flujo de 1 ul./h con un voltaje de 20 kV, una

humedad relativa menor a 35 % hasta que se obtuvo un grosor de 2 mm.

6.2. Caracterizacion del andamio PVA/Qts/AgHAp

6.2.1. Microscopia electréonica de barrido

El andamio electrohilado PVA /Qts/AgHAp se colocé sobre una cinta de grafito y
se recubrieron con una capa de oro, posterior a ello se observé en un microscopio
electrénico de barrido JOEL JXA 840A a 10,000 y 25,000x manteniendo condiciones

de vacio.

6.2.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Las nanofibras obtenidas fueron cortadas en segmentos de 5 mm x 5mm y se ana-
lizaron por espectrofotometria de infrarrojo marca Perkin Elmer modelo Spectrum
One con aditamento de (reflectancia totalmente atenuada) ART, en un intervalo de

4000 a 400 cm™1 y 24 barridos con una resolucién de 4 cm!.

6.2.3. Angulo de contacto

Para cada muestra se realizaron mediciones por triplicado dejando caer 7 uL de agua
sobre la superficie del andamio por 1 segundo y se tomaron fotos para su estudio.
Para su anélisis se utilizé el programa Image J tomando el angulo formado entre la

superficie del material y la superficie de la gota.

21



6.2.4. Prueba de hinchamiento

El hinchamiento de las nanofibras se estudié utilizando solucién salina y se evalué
el incremento del peso respecto al tiempo. Para ello se registré el peso inicial de las
nanofibras (Mi), posteriormente los andamios fueron depositados en una placa de 6
pozos a los cuales se les adicion6 300 p L/ de solucién salina. Se realizaron mediciones
en los minutos 0.5, 1, 3, 5, 7, 15, 30, 60 de incubacién (Ms). Al terminé de cada
tiempo se retird el medio y posteriormente se pesd. Finalmente, se obtuvo el peso
seco (Ms) de cada membrana. El ensayo de hinchamiento se realiz6 por triplicado y

fue calculado utilizando la siguiente ecuacion:

Ms-Mi
Hinchamiento( %) = ;a ~ x 100 (6.1)
1

6.2.5. Ensayo de degradabilidad

La degradacion de las nanofibras fue estudiada utilizando solucién salina, y se evalué
la pérdida de peso de las nanofibras en funcién del tiempo. Las nanofibras fueron
depositadas en placas de 6 pozos, posteriormente se anadieron 2 mL de solucién
salina a cada uno. Previo a sumergirlas en la solucion salina, se registré su peso
inicial (Mi). Ademsés, se realizaron mediciones en los dias 1, 3, 5, 7 14, 21 y 28 de
incubaciéon. Posteriormente, se retird la solucion salina, se dejé secar la membrana
por dos dias y finalmente se obtuvo el peso seco (Ms) de cada membrana al dia 30.

La degradacion sera calculada utilizando la siguiente ecuacién:

Mi-Ms
Mi

Degradacién( %) = x 100 (6.2)

El ensayo se realiz6 por triplicado y se consideraron el promedio de 3 muestras para

su posterior analisis.
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6.3. Modelo in vitro

Se utilizé la linea celular MG-63 (Osteosarcoma humano), la cual fue obtenida del
banco de lineas celulares del Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la UANL. Para su mantenimiento y proliferacién se usé
el medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), suplementado al
5% con suero fetal bovino y con antibiético/antimicético al 1 %. Las células crecieron

en monocapas adherentes y se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera htimeda al 5%
de COQ

6.4. Prueba de viabilidad celular en MG-63 con precursores AgHAp
por ensayo de MTS

Utilizando tripsina al 0.05% se disgregaron las células en la caja de cultivo y se
resuspendieron en medio suplementado. En cajas de 96 pozos se sembraron 5,000

células por pozo y se procedid a incubar por 24 horas.

Se utilizaron concentraciones de hidroxiapatita, hidroxiapatita con plata y nitrato
de plata a 250, 100, 50, 25, 15, 10 y 5 ug/mL previamente esterilizados por trata-
miento térmico a 200 °C y se dejo el tratamiento durante 24 horas. Se preparé la
solucién de MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3- carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolio] afiadiendo metosulfato de fenazina (PMS) y fueron disueltas en buf-
fer de fosfatos o PBS (137 mM cloruro de sodio (NaCl), 2.7 mM cloruro de calcio
(CaCly), 10 mM fosfato de sédico (NaxH PO,), and 1.8 mM Fosfato monopotasico
(KHyPOy)) en una relacién 2:1:1 p/p/v (MTS). A la placa de células previamente
tratada se le retird el tratamiento y se agregaron 20 L de MTS y 80 uL. de DMEM
a cada pozo en oscuridad y se incubaron durante 4 horas envuelta en aluminio y
se midi6 la absorbancia en un lector de placa a una longitud de onda de 490 nm
utilizando el equipo Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos

de América).
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6.5. Prueba de viabilidad celular en MG-63 con nanofibras de PVA/
Qts/AgHAP por ensayo de MTS

Para este ensayo las fibras fueron esterilizadas por luz ultravioleta durante 20 minutos
a 3000 microjoules utilizando el equipo CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, después se
realizaron dos lavados con solucién salina para eliminar los residuos del material y
se volvid a esterilizar en las condiciones previas. En campana se cultivaron 5 000
células de la linea celular MG-63 viables sobre las fibras en placas de 96 pozos y
se anadié un volumen final de 100 pL. de DMEM. A continuacién, se evaluaron la
citotoxicidad del material por triplicado en diferentes tiempos (24, 48 y 72 h). Al
transcurrir el tiempo se utilizé el reactivo de MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil )-2-(4-sulfofenil )-2H-tetrazolio] para estimar la viabilidad celular
relativa a partir de la absorbancia, para ello se colocaron 20 puL/ por pocillo de
solucién fresca preparada de MTS/PMS/PBS (2/1/1) pg//mL en PBS estéril y se
dejara incubar durante 4 h a 37 °C en CO5 al 5%. La absorbancia de cada pozo se
medirda a 490 nm usando un lector de microplacas ELISA, la férmula para calcular

la viabilidad relativa se expresa a continuacion:

s Absorbancia del tratamiento
Viabilidad(%) = Absorbancia del control 100 (6-3)

6.6. Ensayo de mineralizacion basado en rojo de Alizarina

Para este ensayo las fibras se sometieron a un proceso de esterilizacién ultravioleta
en el CL-1000 Ultraviolet Crosslinker a 3000 microjoules por 20 minutos. Después
se realizaron dos lavados con PBS para eliminar la materia residual del material
y se volvid a colocar a radiacion UV para ser esterilizado de nuevo, después se
colocaron 300-5000 células MG-63 viables sobre las fibras en una placa de 96 y 24
pozos respectivamente, se llevé a un volumen final de 100 L y 1 mL de medio
osteogénico (DMEM suplementado con SFB 10 %, antibidtico antimicético al 1%,
50mg/mL de acido ascérbico, 10mM de S-glicerofosfato y 10nM de dexametasona),
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se evalué la mineralizacién del material en diferentes tiempos (al dia 3, 7,14 y 21).
Después del tiempo de exposicion al material se fijaron las células con formaldehido
al 10 % y se dejaron almacenadas durante 2 horas a 4 °C; posteriormente, se retir6
el formaldehido, se hicieron dos lavados con agua bidestilada y se dejaron secar las
placas; a continuacion, se agregaron 100 pL de solucién rojo de alizarina a cada
pocillo. Se incubaron por 20 minutos a temperatura ambiente, con agitacién suave.
Después se retird la solucion de rojo de alizarina, se lavaron los pocillos 4 veces con
agua destilada y se dejé secar los pozos por 5 minutos; por ultimo, se anadié acido
acético al 10 %. La absorbancia de cada pozo se midié a 405 nm usando un lector de
microplacas ELISA.

6.7. Identificacion de proteinas especificas en la regeneracion 6sea
de la linea celular MG-63 tratadas con nanofibras

Para el andlisis de este ensayo se realizo una ELISA indirecta para identificar las
proteinas fosfatasa alcalina (ALP), proteina morfogénica 6sea 2 (BMP-2) y osteocal-
cina (OCN), en donde se utilizé S-actina como control para normalizar los valores
proteicos. Para ello se cultivaron 10,000 y 5,000 células en placas de 96 pozos para los
ensayos de 7 y 14 dias, respectivamente. A continuacién, se utilizé medio osteogénico
para tratar las células MG-63 y tras la formacién de una monocapa se colocaron las
nanofibras. Una vez transcurridos los 7 y 14 dias se prosiguié a realizar dos lava-
dos con PBS, para posteriormente fijar las células con formaldehido al 4% por 15
minutos; a continuacion, se realizaron dos lavados con PBS y se anadié la solucién
permeabilizante (0.04g de citrato de sodio, 40 pL tritén X-100 y 40 mL de agua
bidestilada), dejandose en incubacién por 20 minutos; posteriormente se realizaron
dos lavados con TBS al 1X (En un litro de agua bidestilada se anaden 20 mM de
Tris, 150mM de NaCl ajustando el pH a 7.6) y se colocé nuevamente formaldehido
al 4% dejandose toda la noche en refrigeraciéon a 4 °C. Una vez realizado esto, se
prosiguid a eliminar el formaldehido y se hicieron dos lavados con TBS 1X, luego
se adicionaron los anticuerpos primarios anti-ALP, anti-BMP-2, anti-OCN y anti-
p-actina de raton y fueron disueltos en una relacién 1:1000 en TBS-Tween 20-BSA
(99.6 % TBS al 1X, 0.05% Tween 20, 0.01 % BSA), dejandose en refrigeracién a 4

°C toda la noche. A continuacién, se recolectaron los Ac. primarios y se realizaron
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dos lavados con TBS 1X, para después anadir el Ac. secundario anti IgG de conejo
HRP (peroxidasa de rdbano) durante 3 horas; transcurrido este tiempo se hicieron 3
lavados con TBS 1X y se colocé el reactivo de TMB (3, 3’, 5, 5'- tetrametilbencidina)
por 30 minutos, para finalmente anadir la solucién stop (0.16 M de &cido sulfurico)

y leer en un lector de placas de ELISA a 450 nm.

6.8. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las fibras PVA /Qts/AgHap se analizaron sobre 2 ce-
pas bacterianas: E'scherichia coli (ATCC, 53868) y Staphylococcys aureus (ATCC,
BAA-1747) mediante un antibiograma. Todos los microorganismos se activaron y
posteriormente se cultivaron en agar nutritivo a 37 °C por 24 horas para la obten-
cién de colonias. El inoculo se obtuvo de una dilucién en tubo con solucién salina
al 0.8% a 0.5 de la escala de McFarland equivalente a 1 x 10® unidades forma-
doras de colonias. Después se inocularon las células microbianas en placas de agar
Mulluer-Hinton a las cuales se les colocé las membranas de PVA /Qts, PVA /Qts/Hap
y PVA/Qts/AgHap (10-15 pg/ml) por triplicado y se incubaron a 37 °C por 24 horas

para su posterior evaluacién bactericida.

6.9. Analisis estadistico
Los datos se representan como la media + desviacién estandar. Las diferencias entre

el grupo control y grupos experimentales fueron analizados mediante una prueba de

ANOVA una via y fueron analizados mediante el software GraphPad 9.
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7. Resultados

7.1. Estandarizacién de la sintesis de la fibra PVA/Qts/AgHAP

Se sintetizaron fibras PVA /Qts/AgHAp por la técnica de electrohilado, el resultado
se puede observar en la figura 5, las fibras sintetizadas tienen un carateristico color

blanco correspondiente al PVA y Qts, los materiales con mayor composicién en esta
fibra.

Figura 5: Fotografia de una fibra PVA/Qts/AgHA.

Los parametros de estandarizacion del electrohilado se presentan en la tabla 3 donde

se muestran los diferentes valores de voltaje, flujo, distancia y observaciones del
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proceso. Para la sintesis de la fibra que se observa en la fig. 5 se utilizaron los
pardmetros de Voltaje 20 kV, Flujo 1 pL/h y distancia de 10 cm, manteniendo

una humedad relativa entre 23 y 35 %.

Parametros evaluados utilizando la solucion de PVA/Qts/AgHAP

Voltaje | Flujo | Distancia Observaciones
KV | uL/h cm
15
1.5 10
9 No formacion
15 15 de fibras
1.2 10
9
1 15
15 1 10 Formacion
9 de fibras
18 1.5 15 No formacion
10 de fibras
18 1.5 9 Formacion de fibras
18 1.2 15 No formacion
10 de fibras
18 1.2 9 Formacion de fibras
18 1 15 No formacion de fibras
18 1 10 Formacion
9 de fibras
15
20 1.5 10 No formacion
9 de fibras
1.2 15
20 1.2 10 Formacion
9 de fibras
20 1 15 No formacion de fibras
20 1 10 Formacion de fibras

Tabla 2: Parametros evaluados utilizando la solucién de PVA/Qts/AgHAP
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7.2. Caracterizacion de la fibra PVA/Qts/AgHAP

7.2.1. Caracterizacion morfolégica por Microscopia Electrénica de Barrido

Se realiz6 una microscopia electrénica de barrido (SEM) a la fibra PVA /Qts/AgHAP.
En las figuras 6 y 7 se observa la estructura nanometrica de la fibra, en donde se
muestra el entrecruzado de las fibras y ligeros cimulos. Con estas microscopias se

determind el didmetro promedio de la fibra, siendo este de 127.5 nm.

Ta 4

" CIDESI 8/4/2022
x10,000 2.00kV LED WD 3.8mm 13:36:16

Figura 6: Microscopia electronica de barrido de la fibra PVA/Qts/AgHAp con un objetivo
de 10°000X.
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ipm  CIDESI 2 8/4/2022
x25,000 2.00kV LED SEM WD 5.9mm 14:43:52

Figura 7: Microscopia electronica de barrido de la fibra PVA/Qts/AgHAP con un objetivo
de 25'000X.

7.2.2. Caracterizacion por Espectrofotémetro de transformada de Fourier

Con el objetivo de observar la interaccién entre los diferentes grupos funcionales de

la fibra, se realizé una espectrofotometria de transformada de Fourier (Fig. 8).
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FTIR de nanofibras electrohiladas
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Figura 8: Espectrofotometria transformada de Fourier de la fibra PVA/Qts/AgHAP y sus
elementos.

En el espectro de FT-IR se observaron las bandas las bandas caracteristicas de los tres
andamios sintetizados PVA/Qts, PVA/Qts/HAp y PVA/Qts/AgHAp. Se observé

una banda a los 3800 cm™!

correspondiente al grupo O-H para las muestras que
contenian HAp e AgHAp. Ademads, se encontrd que las tres muestras presentaban
grupos OH y NH a los 3300 cm ™!, bandas relacionadas con grupos alquilo a los 2980
a 2880 cm™!, asi como una banda perteneciente a C-O a los 1086 cm™!. Para la
muestra de PVA/Qts no se detecté la banda a los 2100 cm™! relacionados con un
triple enlace carbono-carbono presente en la muestras adicionadas con HAp; uno de
los grupos de vibracién reportados para HAp se encuentra a 550 cm ™! en su estado

cristalino.

7.2.3. Caracterizacion por angulo de contacto

Para determinar la hidrofilicidad de las nanofibras obtenidas se realiz6 el ensayo de
angulo de contacto, en donde se puede observar que todas las fibras presentan dngu-
los menores 90°, siendo este un indicador de materiales hidrofilicos; cabe mencionar

que la adicién de la hidroxiapatita disminuye ligeramente esta caracteristica, obte-

niendo angulos de 41.2 y 32.7°para las fibras de PVA/Qts y PVA/Qts/AgHAp 10,
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respectivamente.
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Figura 9: Determinacién del angulo de contacto de las fibras PVA/Qts y las que contienen
HAp o AgHAp a diferentes concentraciones.

7.2.4. Prueba de Hinchamiento

Para determinar el porcentaje de absorcion de la fibra se realizé un ensayo de hin-

chamiento, como se observa en la figura 10. Se analizaron fibras con diferentes con-
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centraciones de HAp e AgHAp asi como una fibra de solo PVA /Qts. Se observé que
todas las fibras analizadas tiene un incremento del 100 al 200 % después de 1 hora,
siendo esta una diferencia significativa con respecto a su peso inicial de cada muestra;
ademds se vio que las muestras con 10 pg/mL de HAp e AgHAp presentan mayor

absorcion sin tener una diferencia significativa entre ellas.

Ensayo de hinchamiento de fibras
400

300+
-~ AgHAp 15
- AgHAp 10
200 -+ HAp 15
- HAp 10
PVA/Qts

100

Porcentaje de hinchamiento (%)

Tiempo (min)

Figura 10: Determinacién del hinchamiento de las fibras PVA/Qts y las que contienen
HAp o AgHAp a diferentes concentraciones.

7.2.5. Caracterizacion por Degradabilidad

Se realizo el ensayo de degradacion utilizando la pérdida de peso como indicativo
de la misma, en donde se utilizaron las muestras de PVA /Qts y aquellas que fueron
cargadas con 10 y 15 pg/mL de HAp e AgHAp. Los resultados observados en la
figura 11 muestra que se obtuvo una tasa de degradacion del 51-66 % sin presentar
una diferencia significativa entre las fibras analizadas al término del dia 28. Ademss,
como se muestra en la 3; tras dos dias de secado a temperatura ambiente (Dia 30)
se obtuvo una pérdida de peso del 47-79 % en donde se aprecia que, a medida que se
incrementa las concentraciones de carga con HAp e AgHAp hay un mayor porcentaje

de degradacion.
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Ensayo de degradacién en nanofibras
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Figura 11: Determinacion del porcentaje de degradacion de la fibora HAp e AgHAp a dife-
rentes concentraciones.

Porcentaje de degradacion de las fibras al dia 30

Muestras | Porcentaje de
degradacién
PVA/Qts 67 %
HAp 10 47 %
HAp 15 65 %
AgHAp 10 68 %
AgHAp 15 79 %

Tabla 3: Porcentaje de degradacién de las fibras al dia 30

7.3. Determinacion de la viabilidad celular en MG-63 con precurso-
res de AgHAP.

viabilidad celular MG-63 con precursores de AgHAp por ensayo de MTS Para sinte-

tizar la fibra previamente se evalué la viabilidad de las células MG-63 cultivadas y
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tratadas con AgNOgz, HAp e AgHAp. Estas pruebas mostraron que las concentracio-
nes de 5-250 pg/mL no presentan una disminucién en la viabilidad de la linea celular
como se muestran en las figuras 12, 13 y 14. En el caso de los tratamientos con HAp
se mostré que para dosis superiores a 15 pg/mL hay incremento en la viabilidad,;
esto puede explicarse por una aceleracion del metabolismo celular, lo cual ha sido

reportado por Choi y colaboradores.

AgNO3-24h MG-63
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Figura 12: Determinacion de la concentracion no citotdéxica de AgNOs en la linea celular
MG-63 a 24 horas.
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Figura 13: Determinacion de la concentracién no citotéxica de HAp en la linea celular
MG-63 a 24 horas.
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Figura 14: Determinacion de la concentracion no citotéxica de AQHAP en la linea celular
MG-63 a 24 horas.
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7.4. Determinacion de la viabilidad celular en MG-63 con nanofibras
de PVA/Qts/AgHAP.

Con base en los resultados anteriores, se evalu6 la viabilidad de las fibras de PVA /Qts
con las concentraciones previamente mencionadas (5-250 pg/mL) de HAp e AgHAp,
como se muestra en las figuras 15 y 16, en donde no se observé diferencia signi-
ficativa para ambas muestras con respecto al control. Sin embargo, las fibras de
PVA/Qts/AgHAp de 15 y 20 pug/mL presentaron una disminucién de un 16 y 14 %
de la viabilidad con respecto al control de células sin tratamiento; cabe aclarar que
la disminucién en la citotoxicidad no es mayor al 20 %. Por la dificultad de sintesis
de las fibras con mayores concentraciones de HAp e AgHAp se procedio6 a seleccionar

las fibras con las concentraciones de 10 y 15 pg/mL para el resto de los ensayos.

Fibra HAp-PVA-Qts 24h MG-63
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40+
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T T T T
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CTR 5

Porcentaje de viabilidad relativa (%)

Concentracion
(ng/mL)

Figura 15: Determinacion de la concentracion no citotoxica de la fibora PVA/Qts en la linea
celular MG-63 a 24 horas.
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Figura 16: Determinacion de la concentracidn no citotdxica de la fibra PVA/Qts/HAP en la
linea celular MG-63 a 24 horas.

7.5. Determinacion de la mineralizacion de la fibra en un modelo in
vitro

Se midi6 la actividad de mineralizacion a los 3, 7 y 14 dias para las muestras de
PVA/Qts y para las fibras de PVA/Qts cargadas con 10 y 15 pg/mL de HAp y
AgHAp, como se aprecia en la figura 17. En esta se observa que desde los primeros
dfas (dfa 3) hay un incremento en el porcentaje de produccién de ctimulos de calcio
que van de 94-153 % en comparacién al control de células sin tratamiento; posterior-
mente, al dia 7 no se observa un importante aumento de los valores siendo estos de
133-168 %; finalmente, al dia 14 se observa un incremento importante en la minera-
lizacién obteniendo de 244-282 % en la formacion de ciimulos de calcio; sin embargd,

no se aprecio diferencia significativa entre las muestras.
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Figura 17: Porcentaje de mineralizacién de 3, 7 y 14 dias en células MG-63.

7.6. Determinacién de proteinas especificas en laregeneracion 0sea
de la linea celular MG-63 tratadas con nanofibra

Se analizé la expresiéon relativa de 3 proteinas relacionadas con la diferenciacion
celular y el proceso de mineralizacién como lo son fosfatasa alcalina (ALP), proteina
morfogénica 6sea 2 (BMP-2) y osteocalcina (OCN) en la linea celular MG-63 tratadas

con las diferentes nanofibras; para ello los valores fueron normalizados con S-actina.
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Figura 18: Determinacién de la expresion relativa de fosfatasa alcalina (ALP) en la linea
celular MG-63 a: a) 7 dias; b) 14 dias; ¢) y su comparacién entre ambos tiempos.

Como se puede observar en la figura 18, se analiz6 la expresién relativa de ALP en
dos tiempos; en el inciso a) se observé que a los 7 dias se presenté una disminucién en
la expresion de la proteina en comparacién al control con excepciéon de las muestras
que contenia tinicamente HAp; sin embargo, a los 14 dias se vio un incremento en la
expresion de ALP en todas las muestras, siendo significativo para las muestras que
contenfan HAp y AgHAp a 10 pg/mL como se aprecia en el inciso b). Finalmente, en
el inciso ¢) comparamos ambos tiempos y se obtuvo un incremento significativo en
las muestras PVA /Qts/HAp 10 pg/mL y PVA/Qts/HAp 10-15 pug/mL. Al finalizar
los 14 dias se obtuvo que la muestra con mayor expresién fue la fibra PVA /Qts/HAp
10 %.
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Figura 19: Determinacién de la expresion relativa de proteina morfogénica 6sea 2 (BMP-
2) en la linea celular MG-63 a: a) 7 dias; b) 14 dias; c) su comparacion entre ambos
tiempos; d) y su comparacion entre la fibra PVA/Qts frente a las fibras que contienen HAp
e AgHAp.

De igual forma en la figura 19, se analiz6 la expresion relativa de BMP-2 en dos
tiempos; en el inciso a) se observé que a los 7 dias habia un incremento en la expre-
sién de la proteina con respecto al control, siendo significativo para aquellas células
con las muestras las muestras de PVA /Qts, PVA/Qts/HAp 10 y PVA/Qts/AgHAp
10; ademas, a los 14 dias se vio un incremento en la expresiéon de BMP-2, siendo
significativo para todas las muestras a excepcion de la PVA /Qts/AgHAp 15 pg/mL,
como se aprecia en el inciso b). En el inciso ¢) se comparé ambos tiempos y se obtuvo
una disminucién significativa en las muestras PVA/Qts, PVA/Qts/HAp 10 pg/mL
y PVA/Qts/AgHAp 10 pg/mL. Por ltimo, en el inciso d) se aprecia la expresién
relativa de BMP-2 de las células tratadas con la fibra PVA /Qts frente a las fibras a
las que se les adicion6 HAp y AgHAp, encontrando que no hay diferencia significativa

con la muestra PVA /Qts/HAp 10 pg/mL pero, si con el resto de las fibras.
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Figura 20: Determinacién de la expresion relativa de osteocalcina (OCN) en la linea ce-
lular MG-63 a: a) 7 dias; b) 14 dias; c) su comparacién entre ambos tiempos; d) y su
comparacion entre la fibra PVA/Qts frente a las fibras que contienen HAp e AgHAp.
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Por tltimo, en la figura 20, se analiz6 la expresion relativa de OCN a los 7 y 14
dias; en el inciso a) se observé que a los 7 dias ninguno de los tratamientos presenté
diferencia significativa en la expresién relativa de la proteina, respecto al control de
células; por otro lado, en el inciso b) se muestra un incremento significativo en la
expresion de OCN en todas las muestras, siendo la fibra de PVA/Qts cargada con
10 pg/mL de HAp la que presenté mayor aumento; en el caso de la comparacién de
ambos tiempos como se aprecia en el inciso ¢), se ve un incremento en la expresién de
OCN en casi todas las muestras sin tener diferencia significativa. Finalmente, en el
inciso d) se comparé la expresién relativa de OCN en células tratadas con la fibra de
PVA/QTS frente a las fibras a las que se les adicioné HAp y AgHAp, encontrando
que todas las muestras presentaron un incremento significativo a excepcion de la

muestra PVA/Qts/AgHAp 10 pg/mL.

7.7. Determinacion de la actividad antimicrobiana de la fibra en
modelo in vitro

Los ensayos realizados para determinar la actividad antimicrobiana muestran que
existe crecimiento tanto de FE. coli, como S. aureus incubadas con las muestras se-
leccionadas de PVA/Qts, PVA/Qts/HAp y PVA/Qts/AgHAp, siendo que estas no
presentaron un halo de inhibicién; sin embargo las fibras cargadas con AgHAp pre-
sentaron una ligera disminucion de crecimiento en la zona de la fibra como se aprecia

en la figura 21.
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Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Figura 21: Actividad antimicrobiana en E. coli y S. aureus a las 24 horas en Agar
Muller-Hinton para las muestras: 1. Fibra PVA/Qts, 2. Fibra PVA/Qts/HAp 10, 3. Fibra
PVA/Qts/HAp 15, 4. Fibra PVA/Qts/AgHAp 10 y 5. Fibra PVA/Qts/AgHAp 15.

Para confirmar los resultados obtenidos se replicé el ensayo haciendo una pequena
modificacién en donde la muestra marcada con el nimero 5 (fibra PVA/Qts/AgHAp
15 pg/mL) se embebié en la solucién polimérica utilizada para electrohilar esta
fibra, en donde se observé que para esta muestra existe la presencia de un halo de

inhibicién, como se puede apreciar en la figura 22.

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Figura 22: Actividad antimicrobiana en E. coli y S. aureus a las 24 horas en Agar
Muller-Hinton para las muestras: 1. Fibra PVA/Qts, 2. Fibra PVA/Qts/HAp 10, 3. Fibra
PVA/Qts/HAp 15, 4. Fibra PVA/Qts/AgHAp 10 y 5. Fibra PVA/Qts/AgHAp 15 embebida en
la solucion PVA/Qts/AgHAp 15.
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8. Discusion

Las nanofibras sintetizadas utilizando la técnica de electrohilado presentaron ta-
manos aproximados de 116 a 135 nm de didmetro (Fig. 6; 7); Nokhasteh y colabora-
dores produjeron fibras de PVA/Qts con distintos tamanos partiendo de diferentes
concentraciones, donde la mejor proporcién fue 30/70 % PVA/Qts con un tamafio
promedio de 60 nm (Nokhasteh et al. 2015), comparadas con las fibras elaboradas
en este trabajo, las cuales presentaron un mayor tamano debido a que se utilizé
una proporcién 75/25 % PVA /Qts; se ha reportado que la incorporacién de una ma-
yor concentracién de quitosano produce una disminucién en el tamano de las fibras
debido a la ionizacién policationica de los grupos amino con el acido acético, pro-
porcionando una mayor conductividad y por tanto mayor deposicién de fibras. La
adicién de materiales como los ceramicos en una solucién polimérica influye en la
viscosidad de la solucién, por lo que su uso provoca variaciones en el tamano de
las nanofibras (Santiago-Castillo 2018; Melucci 2020). Por otro lado, su uso como
materiales de carga implican un cambio en la morfologia y su tamano; Chong y co-
laboradores han mostrado que la incorporacion de hidroxiapatita como material de
carga en fibras de policaprolactona (PCL) producen un aumento en el tamano de las
fibras de 478 y 521 nm PCL y PCL/HAp respectivamente; esto podria explicar la

variacion en los tamanos obtenidos (Chong, Hassan y Sultana 2015).

Siguiendo con la caracterizacién se identificaron los grupos funcionales y su inter-
accién en las fibras PVA/Qts, PVA/Qts/HAp y PVA/Qts/AgHAp por medio de
la técnica de FTIR (Fig. 8). En la fig. 8 se observa la presencia de grupos O-H y
N-H en la banda de los 3500 a 3000 cm™! en todas las muestras, esto es debido
al traslape de los grupos hidroxilo (OH) del PVA y quitosano, asi como la amina
(NH) del quitosano (Ali y Gherissi 2017). En este mismo intervalo el ancho de la
banda de las fibras de PVA/Qts/HAp y PVA/Qts/AgHAp aumenta ligeramente en
comparaciéon con la muestra PVA /Qts, esto puede ocurrir debido al incremento en
los grupos OH pertenecientes a la hidroxiapatita, los cuales aumentan los enlaces de
H modificando asi la estructura de la fibra (Pareja et al. 2008). Finalmente en los
grupos PVA/Qts/HAp y PVA/Qts/AgHAp se aprecia una banda a los 550 cm™! en
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contraste con la muestra PVA /Qts, la cual corresponde a la fase cristalina de la HAp
(Rodriguez-Aranda et al. 2007 and Angeles et al. 2018)

Para determinar la capacidad de los grupos radicales de las membranas que in-
teractian con el medio acuoso, se decidi6 realizar el ensayo de hidrofobicidad por
angulo de contacto (Fig. 9). Se puede apreciar que todas las fibras (PVA/Qts,
PVA/Qts/HAp y PVA/Qts/AgHAp) son hidrofilicas, esto debido a la presencia de
puentes de hidrogeno producidos por la interaccion entre las moléculas del agua y
los grupos hidroxilo (OH); tanto en el PVA y Qts como amino (NHj) de este dltimo
(Pervez y Stylios 2018). Al anadir Hidroxiapatita se observé una mayor interaccion
con el agua debido al incremento en los grupos hidroxilo presentes en el cerdamico
(Barbosa et al. 2023); ademés, las particulas de plata pueden liberar iones produc-
to de la oxidacién en la fase acuosa, aumentando aun mas su capacidad hidrofilica
(Dubey et al. 2015).

En el ensayo de hinchamiento y degradabilidad analizan la integridad de la fibra en
soluciones fisiolégicas, similares a las del tejido. Para ello el ensayo de hinchamiento
mide el grado de absorciéon del material, en la Fig. 10 se observa como las nanofi-
bras sintetizadas no mostraron diferencia significativa entre si, esto es debido a la
proporcién de PVA /Qts (3:1) presente en las muestras. Charernsriwilaiwat y colabo-
radores sintetizaron fibras de PVA /Qts a diferentes proporciones y observaron que el
incremento en la concentracién de quitosano (70:30) aumenta el hinchamiento de las
fibras con un porcentaje cercano a 150 %, similares a los obtenidos en este trabajo
(Charernsriwilaiwat et al. 2012). No obstante, se observa un ligero incremento en el
porcentaje de hinchamiento en las muestras con menor concentracién de Ag/HAp,
esto puede deberse a que la presencia de hidroxiapatita genera interacciones inter-
moleculares entre los grupos OH y NH del quitosano y los OH de la hidroxiapatita,

obteniendo una estructura mas rigida (Alhosseini et al. 2012).

En contraste el ensayo de degradacién mostré que las nanofibras PVA /Qts presentan
un porcentaje en pérdida de peso del 67 % después de 30 dias en solucién salina (Fig.
11); Cay y colaboradores sintetizaron fibras PVA /Qts con distintos agentes estabili-
zantes, las nanofibras control presentaron un porcentaje de degradacion del 71.43 %
a los 30 dias en agua destilada; al mismo tiempo, produjeron nanofibras de PVA que
presentaban un mayor porcentaje de degradacion, en 83.33 %, indicando que la in-
corporaciéon de quitosano disminuyen su degradacion por la interaccion entre ambos

polimeros (Cay, Miraftab y Humbasar 2014). La incorporacién de HAp y AgHAp
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incrementa el porcentaje de degradacién en las fibras sintetizadas, alcanzando un
porcentaje de degradacion de 79 % para la muestra PVA/Qts/AgHAp 15; Sofi y su
grupo de trabajo incorporaron hidroxiapatita y nanoparticulas de plata a fibras de
celulosa, al colocarlas en buffer de fosfatos se observé que disminuye la densidad,
permitiendo que la solucién este en mayor contacto con la hidroxiapatita, provocan-
do que se disuelva debido a los efectos de la ionizacion de los grupos OH de la HAp
y los iones de plata (Sofi et al. 2018).

Una vez caracterizadas las nanofibras, se prosiguié a evaluar su actividad en un mo-
delo bioldgico, para ello fue necesario determinar la concentracién que no disminuya
la viabilidad por debajo de un 20 %. Para ello se analizaron los precursores AgNOs,
HAp e AgHAp de 5 a 250 ug/mL, estas muestras no disminuyen significativamente
la viabilidad después de 24h en las linea celular preosteoblastica de osteosarcoma
MG-63, sin embargo, se observd un incremento en el porcentaje de las células tra-
tadas con HAp mayor a 15 pg/mL; lo que sugiere una mayor supervivencia celular,
disminucién del arresto celular y/o activaciéon metabdlica (Fig. 13). Choi y colabo-
radores observaron que la incorporacion de hidroxiapatita produce un aumento en
el crecimiento celular, similar a lo observado en la muestras HAp e AgHAp (Choi et
al. 2016). La muestra AgHAp no presento diferencias significativas en la viabilidad
(Fig. 14), esto es debido a la incorporacién de plata, ya que se ha reportado que
bajas concentraciones de nanoparticulas de plata presentan un ligero incremento en

la proliferacién de células MG-63 a las 24h (Xie, Wang y Wu 2018).

Posterior a la determinacién de los precursores se prosiguié a evaluar la viabilidad
de las fibras. La nanofibra de PVA/Qts no presenté una disminucién en la viabili-
dad a las concentraciones analizadas, como se muestra en la figura 15, esto se puede
deber a que las fibras de PVA presentan una ligera disminucién en la viabilidad
de las células MG-63, sin embargo la adicién de quitosano incrementa su prolife-
racién (Mejia-Suaza et al. 2023; Datta y Ray 2016). De igual manera la muestra
PVA/Qts/HAp no presenté una disminucién en la viabilidad; esto corresponde a lo
reportado por Sarrami y colaboradores, en donde la hidroxiapatita no disminuye la
viabilidad a las 24 horas(Sarrami et al. 2022). Las fibras de PVA/Qts/AgHAp pre-
sentan resultados similares a los anteriormente reportados obteniendo una viabilidad
cercana al control, sin embargo a las concentraciones de 15 y 20 pg mostraron una
disminucién significativa (Fig. 16), esto puede deberse a que la hidroxiapatita dopada
con plata en concentraciones de 7-250 pg/mL disminuyen la viabilidad en la linea
celular MG-63 de un 20 % (250 pg/mL) después de las 24h (Martinez-Sanmiguel et
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al. 2019; esto puede ser atribuido a que las células no se encuentran en exposicion
directa con la hidroxiapatita dopada con plata, sin no al estar incorporados en las
fibras se liberan de manera paulatina a través del tiempo (Torres-Martinez et al.
2018).

Parte de la regeneracién 6sea es el proceso de mineralizacién, donde la célula sin-
tetiza depdsitos de calcio y uno de los materiales que influye en este proceso es la
hidroxiapatita. Para ello se evaluaron los depédsitos de calcio producidos por MG-63
expuestos a PVA/Qts, PVA/Qts/HAp 10-15 y PVA/Qts/AgHAp 10-15 a los 3, 7
y 14 dias (Fig. 17). Despues de 14 dias se observa un incremento significativo res-
pecto al control en todas las muestras analizadas, esto concuerda con lo reportado
Venugopal y colaboradores donde se sintetizaron nanofibras de coldgeno/HAp y ob-
servaron que después de 10 dias hubo un incremento significativo en las fibras que
contenian hidroxiapatita (Venugopal et al. 2008); este efecto es debido al intercambio
de iones de la hidroxiapatita y los fosfato del suero fetal bovino presente en el medio
de cultivo (Enayati et al. 2017). Entre las muestras analizadas no se observo una
diferencia significativa, esto es debido a que el PVA se ha comprobado que favorece
el proceso de mineralizacion, como lo reportado por Mejia y colaboradores, donde
muestran que tanto las fibras de PVA 15 % como PVA /fibroina de seda adicionadas
con nanoparticulas de plata presentaban un incremento significativo en los depdsi-
tos de calcio en la linea celular MG-63 despties de 7 y 10 dias (Mejia-Suaza et al.
2023). Demostrando que tanto el PVA como el complejo con nanoparticulas de plata
promueven el proceso de mineralizacion; dejando en evidencia que no hay diferencia
significativa entre el empleo de nanofibras de PVA /Qts en el proceso mineralizacién

con HAp y su uso en fibras.

Para complementar el ensayo de mineralizacion se analizaron 3 proteinas caracteristi-
cas de la diferenciacion y maduracién de las células osteoblasticas a los 7 y 14 dias;

para ello se normalizaron los valores utilizando - actina.

Primero se evalué la fosfatasa alcalina (ALP), la cual se encuentra presente en las
primeras etapas de mineralizacién (Czekanska, Stoddart, Ralphs et al. 2013). En la
figura 18 se observa una ligera disminucién proteica de los tratamientos con respecto
al control al dia 7, mientras que al dia 14 se ve un incremento en todos los grupos
comparados al control, esto es debido a que las células MG-63 presentan una baja ex-
presién génica y proteica de ALP (Czekanska, Stoddart, Richards et al. 2012), como

se aprecia al dia 7; esto se puede correlacionar a lo mostrado en el ensayo de minera-
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lizacién (Fig. 17) en donde no se aprecia un incremento significativo en los primeros
dias. Sin embargo, el uso de materiales similares a la hidroxiapatita natural promue-
ve la expresion y actividad de esta enzima, Tsukamoto y colaboradores midieron la
actividad de la ALP en cultivos de células fibrobldsticas de pulpa humana expuestos
a hidroxiapatita, donde obtuvieron un aumento de esta proteina (Tsukamoto, Fuku-
tani y Mori 1992). En comparacién con nuestros resultados se observé un incremento
en la produccién de ALP por parte de las células expuestos a los tratamientos al dia
14, siendo el tratamiento de PVA /Qts/HAp 10 la que obtuvo una mayor produccion
de ALP con respecto al control; lo que implica que las concentraciones de 10 ug

activaron la produccién de ALP.

En la figura 19 se puede apreciar un incremento en la expresién de la proteina mor-
fogenética 6sea 2 (BMP-2) con los tratamientos, con respecto al control a los 7y 14
dias. Anteriormente se ha reportado que BMP-2 se expresa en células osteoproge-
nitoras y osteoblastos en etapas tempranas de diferenciacion; por lo que en la linea
celular MG-63 pre-osteoblasticas se encuentra en mayor proporcién en los primeros
7 dias, tal y como se observa en la figura 19 (Uribe et al. 2017). Li y colaborado-
res observaron la expresion de BMP-2 a los 1, 7 y 14 dias utilizando como control
GAPDH, ellos encontraron una baja expresion de esta proteina en los tres tiempos,
siendo el més bajo al dia 14 (Y. Li et al. 2018). Comparandolo con los resultados
obtenidos en este trabajo se puede apreciar que los tratamientos no presentan una
diferencia significativa para las fibras de PVA/Qts y PVA/Qts/AgHAp 15 pug/mL,
pero se presenta una disminucién para el resto de las nanofibras, lo que implica que
las concentraciones de 10 pug/mL HAp generaron mayor diferenciacién con relacién

al control.

En cambio la osteocalcina (OCN) se ha descrito como una proteina que expresan
los osteoblastos en etapas tardias de la diferenciacién (Modi et al. 2019). Por ello,
la produccién de OCN (Fig. 20) no presento diferencia significativa dentro de los
primeros 7 dias en todas las muestras; por otro lado, al dia 14 las nanofibras cargadas
con HAp e AgHAp presentaron una expresién significativamente mayor al control
celular y a aquellas tratadas con nanofibras PVA /Qts demostrando la capacidad de
diferenciacion de las células al estar en contacto con materiales con HAp. Tsai y su
equipo de trabajo probaron una matriz de colageno electrohilada en la linea celular
MG-63, donde observaron un mayor incremento en la expresion de OCN al dia 21,
con respecto a los dias 7 y 14; esto nos da indicio que si se prolonga su medicién se

pudiera observar una mayor produccién de OCN (Tsai et al. 2012). Asi mismo, la
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comparacién entre las células expuestas a las fibras de PVA /Qts y aquellas a las que se
les adicioné HAp y AgHAp muestra un incremento significativo de OCN para la fibra
PVA/Qts/AgHAp 10 pg/mL, mientras que la muestra PVA /Qts/HAp 10 pg/mL es
altamente significativa. Xie y colaboradores encontraron que nanoparticulas de plata
mayores a 5 pug disminuye la expresién de OCN en las células MG-63 tras 24 horas
de exposicion, lo que podria explicar porque las fibras con HAp inducen una mayor
produccién de OCN en las células (Xie, Wang y Wu 2018). Ademas, correlacionando
la disminucién en la expresion de BMP-2 y un alza en OCN podriamos decir que las
fibras de PVA/Qts/HAp 10 pug/mL son adecuadas para el proceso de regeneracién

Osea.

Con el fin de evaluar la actividad antimicrobiana, se utilizaron las cepas Escherichia
coli y Staphylococcys aureus, las cuales no disminuyeron la viabilidad de las bacterias,
es decir no tuvo un efecto bactericida a 24 horas al tratarse con las membranas elec-
trohiladas, como se muestra en la figura 21; sin embargo, se aprecié que en las zonas
donde se colocaron las muestras no hubo crecimiento de ambas bacterias, teniendo
un efecto bacterioestatico. Lo anterior, puede deberse a que una baja concentracién
de quitosano, el cual presenta grupos amino cargados positivamente con los que atrae
y desestabiliza la membranan bacteriana, inhibiendo su crecimiento (Barzegar et al.
2021). Previamente se ha descrito que la utilizacién de AgHAp a 10-15 pg/ml presen-
ta un efecto bactericida contra FEscherichia coli y una bacteria gram positiva como
lo es Bacillus subtilis;(Martinez-Sanmiguel et al. 2019). Los resultados obtenidos en
este trabajo contradicen a los reportados a la literatura, esto puede deberse a que la
HAp y la AgHAp se encuentra enlazado a las fibras produciendo una baja liberaciéon
de iones plata y no expuestas directamente a las bacterias. Por ello se realizé un
ensayo en donde se colocé una gota de la solucién con 10-15 pg/ml AgHAp que se
utilizé para producir las nanofibras y se vio que si presenta un efecto bactericida
confirmando que la liberacién ionica en solucién es la responsable de la capacidad

antibacterial de este (Fig. 22, posicién 5).

Las nanofibras de PVA/Qts/AgHAp poseen un tamano nanométrico de 127.5 nm
con propiedades hidrofilicas, una tasa de degradacién prolongada y una buena ca-
pacidad de hinchamiento debido a los grupos funcionales OH y NH3 que contienen;
ademas mostraron no ser téxico para las células MG-63, tanto de sus precursores
como las fibras cargadas con HAp e AgHAp de 5-250 pg/ml. Asi mismo el material
promovio la actividad mineralizante y proteica de las células, principalmente para

aquellas muestras con hidroxiapatita a 10 ug/ml. Finalmente se observé que las fibras
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tienen caracteristicas bacteriostaticas proporcionadas por el quitosano y la plata; sin
embargo, la prueba se realiz6 a 24 horas, probablemente en un ambiente acuoso y
con tiempos mayores se pudiera observar el efecto antimicrobiano. La muestra con
mejores resultados analizando todas las pruebas fueron presentados por las fibras
que contienen 10 pg/ml de HAp sin plata, ya que esta disminuye la produccién de
BMP-2 proteinas y aumenta la OCN por parte de las células, siendo un buen modelo
para regeneracion; sin embargo, la utilizacién de fibras con 10 ug/ml de AgHAp,
podrian ser empleadas en un modelo para reparacién ésea, asi como en modelos

contra osteomielitis.
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9. Conclusioén

De acuerdo a los objetivos se desarrollo y evalué el potencial de nanofibras electrohi-
ladas de PVA/Qts/AgHap en el proceso de regeneraciéon éseo en un modelo in vitro
de células osteobléasticas MG-63 Para ello se optimizaron los parametros del electro-
hilado con un voltaje de 20 kv, velocidad de flujo de 1 uLi/h y una distancia entre el
eyector y el colector de 10 cm. Las fibras producidas presentaron un tamano prome-
dio de 127.5 nm, propiedades hidrofilicas lo cual permite que los grupos radicales de
las membranas interactiien con el medio acuoso y por ende con las células. Ademads,
las nanofibras presentaron una tasa de hinchamiento del 200 al 300 % después de
una hora y un porcentaje de degradacion del 47 al 79 % después de 30 dias, siendo la

fibra de PVA/Qts/HAp 10 ug/mL la que menor porcentaje de degradacién mostro.

Ademas, se examiné su actividad biolégica en la linea celular MG-63, empezando por
la viabilidad de las nanofibras y los precursores de HAp/AgHAp, encontrando que
estas no son citot6xicas en concentraciones de los 5-250 pug/mL; asi mismo, se analiz6
su capacidad mineralizaciéon mostrando un incremento cercano al 300 % respecto al
control, pero sin mostrar diferencia significativa entre las fibras de PVA /Qts y aque-
llas a las que se les adicioné HAp e AgHAp; ademas, se determind un aumento en
la expresién de proteinas relacionadas con la mineralizacién como lo es ALP y OCN
y una baja produccion de proteinas tempranas de diferenciacién como lo es BMP-2,
siendo que la muestra PVA /Qts/HAp 10 pug/mL mostré una capacidad de diferen-
ciacién mayor las demas fibras. Finalmente, se evalu6 la activada de las nanofibras
cargadas con Ag/HAp en contacto con las bacterias E. coli y S. aureus en donde se
observo un efecto bacteriostatico, siendo la que produjo una mejor inhibicién de cre-
cimiento la fibra de PVA /Qts/AgHAp 15 pug/mL; sin embargo, probablemente en un
ambiente acuoso y con tiempos mayores se pudiera observar el efecto antimicrobiano.
Concluimos que las fibras con 15 ug/mL de AgHAp sean utilizadas para modelos de
reparacion y tratamientos de osteomielitis, mientras que las fibras adicionadas con

10 pug/mL con HAp se utilicen para modelos de regeneracion.
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10. Perspectivas

Caracterizar por difraccion de rayos X la hidroxiapatita y la hidroxiapatita adicio-
nada con plata, presente en las nanofibras para confirmar los resultados obtenidos
por FT-IR; asi como determinar el perfil de liberacion de la HAp e HAp a diferentes

tiempos por un mes.

Complementar el ensayo de viabilidad realizado (actividad metabdlica por MTS) con
un ensayo de fluorescencia para poder observar la adherencia celular a la membrana

con el reactivo DAPI.

Incrementar los tiempos de exposicién de las membranas en las células MG-63 a
21 dias para observar la diferenciacion celular, actividad mineralizante, asi como su

capacidad de producir proteinas relacionadas a la reparacién del hueso.

Evaluar la actividad antimicrobiana a tiempos superiores a un dia en medio acuoso

para determinar su efecto en las cepas F. coli y S. aureus

Implementar los ensayos realizados en este trabajo en una linea celular de hueso sana

(hFOB) para observar su efecto comparado con la linea celular MG-63.

Implementar un modelo in vivo para evaluar el efecto de regeneracién désea de las
fibras de PVA/Qts, PVA/Qts/HAp y PVA/Qts/AgHAp.
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