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CAPITULO | - INTRODUCCION

I.1. El tejido éseo

El tejido dseo es una forma especializada de tejido conectivo, involucrado en la
proteccion de érganos, en la provision de estructura, soporte y movimiento del cuerpo, en el
almacenamiento y regulacion homeostdtica de minerales y en la produccién de células rojas y
blancas. Representa la parte principal del esqueleto (gr. skeleton) que significa materia seca.
Sin embargo, los tejidos esqueléticos (tejido conectivo denso, tejido cartilaginoso y tejido
6seo) poseen vida, y el conocimiento de su estructura y su funcién conforma la base para
comprender, diagnosticar y tratar tanto las enfermedades del esqueleto como las que influyen
sobre éste. [Briel et al., 2014]

I.1.a. Su estructura y composicién

Al igual que otros tejidos y érganos el hueso es un tejido vivo que se esta renovando
constantemente en favor de mantener una buena arquitectura capaz de conseguir la
resistencia adecuada para soportar las cargas a las que se encuentra afectado. De alli que su
estructura cuente con distintos niveles de organizacién. La capa externa es llamada hueso
cortical (o compacto), es dura y sélida, sin espacios visibles, y cuenta con un recubrimiento
delgado de tejido conectivo denso llamado periostio. Por dentro, se encuentra una estructura
de soporte que se caracteriza por presentar poros interconectados y es llamada hueso
trabecular o esponjoso por su parecido a una esponja, compuesto por finos listones o
trabéculas que forman el reticulado y en cuyas cavidades (de algunos tipos de huesos) se
encuentra la médula ésea. Finalmente, una delgada membrana interior de tejido conectivo, el
endostio, recubre todas las superficies dseas internas (espacio medular y trabéculas).

Hueso
esponjoso

Hueso
compacto

4
Medula il

- == !
Gsea as

Hueso sano

Figura 1. Estructura del hueso sano.
(Crédito de www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0072377/)



El hueso dseo cortical contiene sistemas de Havers (u osteonas corticales) que son
arreglos cilindricos longitudinales en cuya parte central se encuentra el conducto de Havers
(con capilares, fibras nerviosas y tejido conectivo) envuelto por la matriz ésea dispuesta en
laminillas concéntricas compuestas principalmente por coldgeno de tipo I. Estos sistemas se
encuentran delimitados por lineas de cemento que contienen escasas fibras coldgenas y se
encuentran muy mineralizadas. Las células éseas u osteocitos se ubican en pequefias lagunas
alargadas de las laminillas, que por medio de canales estrechos o canaliculos (ramificaciones
de los osteocitos) y los conductos dseos pueden recibir y secretar sustancias por difusién a

través de la escasa cantidad de liquido tisular que los rodea y la matriz extracelular calcificada.
[Briel et al., 2014]

El tejido dseo trabecular también estda compuesto por laminillas, pero no dispuestas
como en los sistemas de Havers, sino en discos planos u osteonas trabeculares constituidas
por laminillas dispuestas paralelamente a la superficie del disco. En los tejidos dseos de huesos
gue soportan mucho peso como es el caso de las vértebras, las trabéculas son mas gruesas en
la direccién de carga (vertical en posicidon erguida para las vértebras) para conferir mayor
resistencia en esa direccion, e interceptadas por trabéculas transversales a modo de apoyo. Al
no poseer conductos de Havers ni de otro tipo, este tejido no posee vasos sanguineos, por lo
que la nutricidn de los osteocitos se produce por difusién desde la superficie del endostio a
través de los canaliculos comunicantes. [Brieletal. 2014]

La matriz 6sea extracelular (MEC) se compone de una matriz orgdnica y una inorganica.
La primera estd compuesta por fibras coldgenas (fundamentalmente de coldgeno tipo )
incluidas en una sustancia fundamental, mientras que la matriz inorgdnica se compone
principalmente de sales de calcio (fosfato de calcio cristalino en la forma de cristales de
hidroxiapatita, con formula general Caio(PO4)s(OH),, en forma de varas o placas finas de unos
3nm de espesor y hasta 60nm de largo). La resistencia a la compresion del tejido éseo se debe
a contenido de sales inorgdnicas, mientras que sus propiedades elasticas y resistencia a la
traccién dependen en particular del contenido de coldgeno. [Briet et al. 2014]

Si bien el proceso de mineralizacion (calcificacién) no estd completamente dilucidado,
se sabe que implica el depdsito de iones de calcio y fosfato en la matriz organica del cartilago y
el tejido 6seo, que luego se transforman en cristales de hidroxiapatita.

[.1.b. Las células y su funcion

Los tipos de células que van a componer al tejido dseo son cinco: osteoprogenitoras,
osteoblastos, osteocitos, células de revestimiento éseo y osteoclastos.

En la etapa fetal, después del parto y durante la visa posnatal, es decir, durante la etapa
de crecimiento, se lleva a cabo el siguiente proceso de diferenciacion celular:

Células mesenquimaticas pluripotentes -> Células osteoprogenitoras -> Osteoblastos

Ademas, en la edad adulta, la diferenciacién de células osteoprogenitoras a osteoblastos
se observara en relacion a la curacidn de fracturas, el modelado y el remodelado dseo.

Los osteoblastos son células formadoras de hueso (poseen grandes cantidades de
fosfatasa alcalina, enzima involucrada en el proceso de mineralizacidn) que sintetizan vy
secretan matriz dsea organica no mineralizada (osteoide) en las zonas de formacién de hueso,
donde forman una capa de células cubicas sobre la superficie y se transforman en osteocitos
(en un 10%). El resto de los osteoblastos se transforman en células de revestimiento dseo



durante la etapa de formacién de hueso, que forman una capa simple de células planas sobre
todas las superficies dseas internas y externas en las que no hay actividad de osteoblastos u
osteoclastos, impidiendo la resorcién ésea hasta que actle una colagenasa para destruir a la
delgada capa de matriz orgdnica secretada por este mismo tipo celular. Cuando la etapa de
formacién de hueso finaliza los osteoblastos sufren apoptosis. [Brue! et al., 2014]

Como ya se menciond, el osteocito es la célula 6sea madura, es la verdadera célula dsea.
Estos se diferencian a partir de los osteoblastos que quedan atrapados en la matriz ésea recién
formada, en procesos de degradacién paulatina del aparato de Golgi. El osteocito tiene la
capacidad de censar estimulos mecdnicos a través de sus canaliculos: por deformacién
mecanica del hueso, varian las condiciones de las corrientes del liquido intersticial, lo que este
tipo de célula detecta y envia en consecuencia sefales a través de sus prolongaciones a las
células de la superficie del hueso para activar los mecanismos de remodelado dseo. Ademas
participan en la homeostasis del calcio debido a la posible capacidad para degradar tejido éseo
(ostedlisis ostocitica). [Bruel et al, 2014]

Finalmente, los osteoclastos se encargan de la degradacion del hueso. Son células
gigantes multinucleadas diferenciadas a partir de las células progenitoras de osteoclastos:

Células madre de granulocitos-macréfagos (médula dsea) -> Células progenitoras de
osteoclastos -> Pre-osteoclastos -> Osteoclastos

Este tipo celular contiene grandes cantidades de catepsina K, enzima lisosémica

responsable principal del proceso de resorcidon degrada la matriz ésea organica, mientras que
una disminucién del pH en el espacio subosteoclastico disuelve la matriz 6sea inorganica.

|.1.c. Remodelado dseo

Como se menciond anteriormente, el tejido dseo, como los demas tejidos, estd en
constante reconstruccién a lo largo de la vida.

Células de revestimiento

E[FE(EE)&]} Osteoblastos
forman una
nueva matriz

Hueso Gsea que

posteriormen-
te se calcifica

Activacion por estimulo
mecanico o bioguimico

VT ) [0 i Osteoblastos
Las células de Q se mueven
revestimiento se Qﬂo hacia la

retraen y se retira la -

Y cavidad de

membrana e
resorcion

subyacente

N

Atraccion y fusion Digestion del
de los osteoclastos hueso subyacente
para activarse por osteoclastos

Figura 2. Proceso de remodelado del hueso.
(Crédito de: https://catalog.flatworldknowledge.com/bookhub/reader/3728?e=zimmerman_1.0-ch09_s01)
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El proceso de recapitulacidén 6sea o remodelado tiene lugar ya en las primeras etapas de
la vida posnatal. Luego de la infancia y la primera juventud, es decir, luego del periodo de
modelado o crecimiento &seo, es el Unico proceso que dard lugar al mantenimiento de la
estructura ésea y renovacién de su matriz extracelular con los procesos de mineralizacidn con
el reemplazo de tejido 6seo ya formado por tejido dseo nuevo. En esta etapa, la actividad de
los osteoblastos y la de los osteoclastos estan acopladas y en equilibrio, a diferencia de las
etapas de formacién de hueso en donde predominan los procesos de osteogénesis y son
independientes del grado de resorcion.

En particular, a partir de la adultez y asociado a un cambio en el perfil hormonal, el
balance de este equilibrio se ve comprometido y comienzan a preponderar los procesos
resortivos por sobre los de osteogénesis, situacion inversa al periodo de crecimiento, lo que da
lugar a que una alta proporcion de esa poblacidn etdrea padezca de osteopenia, pardmetro
que se basa en la evaluacién de la densidad mineral 6sea (DMO). En Argentina, dos de cada
cuatro mujeres padecen osteopenia, una presenta osteoporosis y solo una de cuatro presenta
DMO normal. El valor de DMO que un paciente presente esta directamente relacionado al
riesgo que presenta de sufrir lesiones dseas y fracturas, las cuales pueden incluso comenzar a
acaecer y pasar inadvertidas por un tiempo prolongado en lo que se conoce como una
enfermedad silenciosa que podra derivar en fracturas multiples. (05620146«

Masa osea a lo largo del ciclo de vida

pubertad pico de masa 6sea  mengpausia
Hombres

Mujeres

Masa dsea

i 1 I 1 1 1 1 1 |

0 20 30 40 50 60 70

Figura 3. Masa 6sea a lo largo del ciclo de vida. (Crédito de: www.iofbonehealth.org/news/bone-healthy-lifestyle-
teenage-years-pays)

I.1.d. Principales enfermedades dseas y tipos de fractura

La presencia de ciertas patologias de base, asociadas directamente o no al metabolismo
6seo, pueden favorecer el evento de fractura. A continuacién mencionaremos algunas de las
enfermedades dseas mds comunes y el tipo de fractura que mas comunmente se ocasionan a
partir de ellas, asi como de por accidentes.

Osteoporosis. Es una enfermedad asociada a un desbalance en el equilibrio de actividad
osteoblastica frente a la osteoclastica, donde los procesos resortivos se encuentran
exacerbados. El cuadro clinico del paciente estara fuertemente marcado por la reduccién de la
resistencia 6sea, lo que lleva a un incremento del riesgo de micro y macro fracturas. Esta
resistencia dsea estara no solo referida a la masa dsea (cantidad), sino a su calidad. Es
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prevalente en ancianos y mujeres postmenopausicas, siendo la mayor causa de fracturas en
huesos de la cadera, vértebra y mufeca, que en muchos casos conforman el primer sintoma
visible de la enfermedad si el paciente no venia siendo monitoreado. Una mala dieta en calcio
y vitamina D, un estilo de vida sedentario, y deficiencias de hormonas sexuales son las
principales causas. Los tratamientos apuntan a la prevencidn de fracturas, a través de la dieta,
ejercicio y agentes antiresortivos para disminuir la pérdida de hueso, o a favorecer la
osteogénesis [NIH Health Report 2015c].

Enfermedad de Paget. Su causa aun no se ha terminado de dilucidar. Esto hace que las
terapias convencionales apunten a reducir el dolor dseo y a detener o enlentecer el progreso
de la enfermedad asociado a la alteracion focal esquelética con remodelado dseo acelerado
que ésta causa, pero aun se desconoce cual es la alteracion metabdlica que existe detras. El
resultado es una osteitis deformante, que a través de los procesos inflamatorios del tejido
6seo genera huesos grandes y débiles, sobre todo los de la columna vertebral, pelvis, craneo y
pierna, llevando inevitablemente a un mayor riesgo de fractura. Se desarrolla con mayor
frecuencia en personas mayores y en hombres mas que en mujeres, [N'H Health Report 2015b]

Osteogénesis imperfecta. Es una enfermedad que obedece a un desorden genético,
involucrando a genes que juegan un rol esencial en la produccion de colageno. Se caracteriza
por huesos que se fracturan facilmente, a menudo con poca o ninguna causa aparente. Los
tratamientos estan dirigidos a prevenir o controlar los sintomas, maximizando Ila
independencia de movimiento, y desarrollando una masa ésea éptima y resistencia muscular,
para disminuir los riesgos de fractura. [N'H Health Report 2015a]

Tumores 6seos. Estos pueden originarse en el hueso (tumores primarios) o ser el
resultado de un tumor ajeno al hueso (metastasis), el cual es mucho mas comun, sobre todo,
en cancer de mama, préstata, pulmodn, tiroides y renal. Dentro de los primarios encontramos
los benignos (por ej, osteocondroma) y los malignos (osteosarcoma y sarcoma de Ewing). Para
la mayoria la causa es desconocida, y el sintoma mas comun es el dolor, aunque varian
dependiendo del lugar y tamafio del mismo. Si bien la cirugia es el principal tratamiento,
también se suele amputar el miembro comprometido, y hacer quimio y radioterapia para
asegurar su remisién, (056, 2014a]

Asi mismo, encontramos que las fracturas se pueden clasificar de acuerdo a su etiologia
como fracturas por fragilidad, que pueden ser espontdaneas o por caidas y son tipicas en
personas con osteoporosis u osteopenia, fracturas patolédgicas, las que pueden ocurrir
espontaneamente o con traumas minimos y ocurren en huesos estructuralmente anormales,
producto de enfermedades como Paget, osteomalacia/ricket, metastasis en hueso, cancer,
entre otras y las conocidas como fractura de alta energia, que estan asociadas a un gran
trauma y pueden afectar a huesos normales, o desencadenadas por un entrenamiento
excesivo que lleva a una repeticidén de traumas menores.

Las mismas podran clasificarse, a su vez, de acuerdo al tipo de dafo que se generd en el
tejido déseo. Las fracturas simples son aquellas fracturas que no comprometan la funcionalidad
del hueso una vez recuperado, las fracturas complejas comprenden un dafio critico en el
hueso que el organismo es incapaz de regenerar o la necesidad de fijar al hueso con la
intervencién quirdrgica para lograr recomponer la posicién normal y asegurar un soldado
adecuado, y, por ultimo, las conocidas como fracturas conminutas que comprenderdn a
aquellas fracturas que presenten al hueso dividido en mas de dos fragmentos, en general en
multiples y pequeios fragmentos.
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I.2. Las lesiones dseas complejas. ¢ Como las abordamos?

Las lesiones dseas complejas, producto de fracturas complejas o conminutas por
trauma de alto impacto, o las lesiones secundarias a tumores déseos, presentan una alta
complejidad técnica para su resolucién quirdrgica, un tiempo prolongado de inmovilizacién y
muchas veces una reparacidon dsea aberrante que lleva al deterioro de la matriz 6sea o al
déficit funcional de la zona afectada. A su vez, representan una seria problemdtica socio-
econdmica ligada a un enorme costo material y social para el sistema de salud a nivel mundial.

I.2.a. Bioingenieria de tejidos para lesiones 6seas

Los tratamientos para este tipo de lesiones se enfocan muchas veces en transplantar
tejido de un sitio a otro, sea éste del mismo paciente, autoinjerto, de otro individuo: aloinjerto
o de otra especie animal: xenoinjerto. Pero, si bien han sido enfoques revolucionarios en su
momento, los injertos de hueso siguen trayendo aparejados muchos problemas, como muerte
del sitio donor y dolor (en autoinjertos), hasta riesgos de respuesta inmunoldgica y rechazo (en
los aloinjertos y xenoinjertos). La bioingenieria de tejidos, por el contrario, apunta a regenerar
el tejido dafiado en lugar de reemplazarlo, mediante biomateriales que restauren, mantengan
o mejoren la funcién de los tejidos. [0 Brenetal, 2011] Ecte campo, acufiado en 1988, se basa
ampliamente en el uso de andamios o scaffolds porosos 3D de manera de proporcionar el
entorno adecuado para la regeneracién de tejidos y 6rganos y ha ido avanzando sélidamente
en el estudio de este tipo de patologias de pérdida de tejido dseo, ya sea por traumatismos o
por enfermedades crénicas. [¢°ne€ta 20151 En nyestro pais, el Ministerio de Ciencia y Tecnologia,
que definid entre sus “Temas estratégicos” la tematica “Bioingenieria aplicada a la medicina
regenerativa”, hace especial hincapié en los procesos ligados al “desarrollo de nuevos
Biomateriales para el desarrollo de tejidos y érganos” en el Sector Salud de dicho plan.

En particular, y como se detallara en la seccion anterior, la regeneracion de hueso es un
proceso activo que recapitula el desarrollo esquelético y su pérdida en lesiones complejas
causada por enfermedades dseas o fracturas representa un desafio en el campo en la medicina
regeneradora y reparadora, dado que el proceso de generacion de nuevo tejido éseo depende
de varios factores, incluyendo interacciones de tipo matriz-célula (que dependeran del
material elegido y su biocompatibilidad, la geometria, arquitectura, porosidad y propiedades
mecanicas, asi como de la velocidad de degradacion), la presencia de sustratos inorganicos que
aporten a los procesos de mineralizaciéon, o la presencia de moléculas solubles como
citoquinas, factores de crecimiento, hormonas, iones y vitaminas para estimular las funciones
que regulen la produccién osteogénica. [Lanza et al., 2009; Henckel et al., 2013]

I.2.b. Biomateriales para ingenieria de tejido dseo

El advenimiento de biomateriales y materiales hibridos basados en biopolimeros,
sales inorgdnicas, y otros productos avizora un futuro distinto para la regeneracion de tejido
6seo, donde estructuras 3D cada vez mas adaptadas a la fisiologia natural del hueso son
propuestas para ayudar a que los osteoblastos vayan a poblar los espacios del tejido dafiado
inmediatamente después de la lesion o remocidn del hueso, para promover la produccion de
células de recubrimiento 6seo, y con esto la regeneracion de nuevo tejido, para una reparacion
del hueso mas eficiente, es decir, que en un corto periodo de tiempo luego de la lesidn se
reconstituya un hueso sano y no aberrante. [Henckel etal, 2013; Gong et al., 2015]
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Para esto, el biomaterial que constituya el scaffold junto a otros agregados buscara
conformar un sistema que asegure la osteoproduccidn, osteoinduccidn, osteoconduccion,
resistencia mecanica y vascularizacién. El desempefio de estos sistemas puede mejorarse a
través de la incorporacion de moléculas bioactivas las cuales se liberen de una manera
controlada a medida que el andamio se degrada y el tejido nativo lo reemplaza. De esta
manera, son disefiados para la reparacidn y regeneracion in situ mediante una cirugia minima
invasiva. Para asegurar una rapida curacion, los scaffolds podrian funcionar como bioreactores
que mimeticen a la estructura y composicién de la MEC del tejido éseo nativo impulsando la
migracion de pre-osteoblastos dentro de ellos, soportando y promoviendo su diferenciacion y
la deposicion de nueva MEC en procesos de mineralizacién.

Este es un enfoque en donde la matriz 3D a implantar es un “smart scaffold” que
contiene moléculas activas que se pueden ir siendo liberadas controladamente en el tiempo
para autoalimentar a la matriz y transformarla en un sistema que evoluciona hacia tejido éseo
nuevo, y que a la vez promueve a células vecinas a generarlo.

[.2.b.i. Matrices hibridas a base de Seda de origen natural

Como se mencionara anteriormente, un paso critico en este tipo de estrategias es poder
mimetizar la estructura de la matriz extracelular (MEC) del tejido éseo y sus propiedades
fisicoquimicas, proveyendo asi de la estabilidad mecanica y el ambiente apropiados para que
las células migren, se diferencien, crezcan y puedan restaurar el hueso. [6°ne et al, 20151 |
combinacion de polimeros naturales y sélidos inorganicos se ha convertido en un grupo
emergente de materiales hibridos, llamados bionanocompositos. [P2¢ €t al- 2010l

Dentro de los biopolimeros naturales empleados en ingenieria de tejidos se encuentra la
seda de origen natural. La seda proveniente de gusanos o araiias, es una proteina que permite
el agregado de otros compuestos para la obtencién de un material hibrido que cumpla con
varios de los requisitos para este tipo de terapias. En particular es un material con una gran
versatilidad, de bajo costo y caracteristicas amigables con el medio ambiente. El capullo de
seda de la especie Bombix mori contiene una proteina fibrosa conocida como fibroina de seda,
y una proteina de unién llamada sericina que rodea las fibras para cementarlas entre si. [c°net
al., 2015; Ding et al,, 2017; Dang et al, 2010] | 5 sedg de alli extraida en forma de solucién acuosa presenta una
interesante combinacion de propiedades deseables para la entrega controlada de moléculas,
incluyendo métodos de purificacién y procesamiento a base de agua que evitan la presencia de
entre-cruzadores quimicos para la obtencion de formas gelificadas o sélidas, compatibilidad
con métodos comunes de esterilizacidn, biodegradacion controlable y mediada por superficie
en subproductos no inflamatorios, biocompatibilidad, capacidad de estabilizacién de drogas y
robustas propiedades mecénicas. [Yuce'€tal. 20141 Entre |as variedades de posibles estructuras a
formar a partir de seda, las esponjas tienen una excelente interconectividad entre sus poros,
pudiendo ser de importancia para el agregado de moléculas bioactivas en su matriz durante el
procesado. [Rockwood et al, 20111 Gin embargo, para la generacién de cualquier de este tipo de
estructuras 3D que desde ella se pueden generar (films, fibras, espumas, bloques sélidos, o en
este caso esponjas) es necesario disolver y regenerar la seda natural, proceso por el cual
termina exhibiendo propiedades mecanicas empobrecidas respecto a la forma original y mayor
fragilidad.

Asi, para obtener materiales flexibles pero a la vez con alta resistencia, algunos rellenos
de refuerzo han sido estudiados e incorporados a estructuras a base de seda. [Pagetal 2010 o
polivinil alcoholes, por ejemplo, son interesantes como biopolimeros a incorporar en mezclas
biopoliméricas por su capacidad para gelificar en procesos acuosos, generar estructuras
porosas y aumentar la flexibilidad del material sin ir en detrimento de su resistencia mecanica.
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[Correia et al,, 2009; Martinez et al, 2012; Gomez et al, 2016] pgr otro lado, es sabido que algunos compuestos
inorganicos (como sales de CaCOs, hidroxiapatitas o los conocidos como biovidrios) facilitan los
procesos de mineralizacién y/o mejoran las propiedades mecdanicas del material hibrido. Este
es el caso de ciertas arcillas como la montmorillonita (MMT) que se ha demostrado presenta
capacidad de promover la adhesidn, proliferacidon y diferenciacidn osteogénica de células
madres (hMSC), manteniendo una alta viabilidad celular, aumentando los marcadores
osteogénicos y produciendo MEC, Mieszawska et al, 20111 harg que por si mismas no poseen las
propiedades mecdnicas necesarias para la construccién de estructuras 3D porosas adecuadas
para el sostén, desarrollo y diferenciacidn de las lineas celulares del tejido éseo, asi como para
que dichas estructuras soporten carga. De aqui que sea una alternativa interesante la
fabricacidon de materiales hibridos. En este ultimo caso las nanoarcillas naturales argentinas, de
acuerdo a estudios reportados y a pruebas de concepto llevadas a cabo por este equipo, han
sido incluidas en las matrices biopoliméricas de seda/PVA para conferir mejoras en sus

propiedades mecanicas en la busqueda de agregar funcionalidad especifica segun el tejido a
emular [Botana et al., 2010; Dan et al., 2011; Lombardi et al., 2013]

[.2.b.ii Liberacién controlada de moléculas desde matrices 3D

Dentro de las propiedades y capacidades buscadas en la matriz hibrida del scaffold
puede tenerse en cuenta la posibilidad de ser cargada por moléculas activas pequefias para su
posterior liberacion, o la incorporacion en su estructura de moléculas que al irse degradando
el biomaterial se expongan y cumplan con una funcion determinada. Como se detallaba
previamente, la promocién de osteogénesis o la inhibicién de los procesos resortivos son dos
de los bancos para acelerar el modelado del hueso que debe volverse a generar luego de una
lesion. Entre las moléculas con actividad antiresortiva, se encuentran los bisfosfonatos,
moléculas usadas en terapias para la osteoporosis (como el alendronato (ALEN) por ejemplo)
con alta afinidad por la hidroxiapatita que inhiben la formacién de nuevos osteoclastos, llevan
a la muerte a osteoclastos diferenciados y, en menor medida, a los osteoblastos. [Faetal, 20151 A
su vez, moléculas como los factores promotores de osteogénesis en el seno de cualquier
material hibrido que se desee desarrollar, aumentara ademas su eficiencia a la hora de emular
la mineralizaciéon en el proceso de recapitulaciéon 6sea, o bien favorecerd los procesos de
diferenciacidn celular, dependiendo del origen de la molécula en cuestion. La incorporacién de
un principio activo en este tipo de matrices puede mejorar sus propiedades funcionales y a la
vez proteger al organismo de grandes dosis circulantes de principios activos que puedan tener
efectos secundarios, como es el caso de los bifosfonatos, que en forma oral requieren ser

administrados en grandes dosis por su baja biodisponibilidad, lo que ocasiona efectos adversos.
[Hirabayashi et al., 2003; dos Santos Ferreira et al., 2015]

La incorporacién de pequefias moléculas a liberar desde el seno de un scaffold puede
llevarse a cabo directamente en su forma libre durante la sintesis del material hibrido o por
absorcion/adsorcion de la molécula cargo una vez finalizado el proceso de sintesis, o bien,
incorporarlo encapsulado en un transportador que retrase su liberacion en el tiempo desde la
matriz hibrida. Una opcién como carrier para el encapsulado de principios activos son los
sistemas liposomales, y en particular las estructuras esféricas de capa lipidica con solucion
acuosa en su interior, que presentan la posibilidad de cargar moléculas tanto de naturaleza
hidrofilica, afines al centro hidrofilico del liposoma, como de naturaleza hidrofdbica, por su
interaccidon con la membrana de naturaleza lipidica. [Laouini et al., 2012] A su vez, estas
vesiculas lipidicas se ven estabilizadas en presencia de sales como hidroxiapatita, carbonato de

calcio o silice, que se depositan como sélidos inorganicos en las membranas que las conforman.
[Xu et al., 2007; Bellino et al., 2009]
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Hipotesis y objetivos

La seda de origen natural, una proteina generada por la especie de gusano Bombix mori,
mecanicamente robusta y flexible, versatil en términos de estructura y morfologia, y capaz de
integrarse con el crecimiento celular del tejido dseo en una estructura de tipo esponja con
porosidad, tamafio de poro e interconexidn entre poros para emular la MEC natural del mismo,
es un excelente ejemplo como base para la generaciéon de un material hibrido de osteogéneis
[Wang Y et al., 2006; Vepari C et al., 2007; Kaplan D, 2004-2017, Mandal BB et al., 2012] En este contexto, el desarrollo de
matrices hibridas a base de seda y sales inorganicas, asi como la presencia de moléculas
especificas promotoras de procesos de osteosintesis o de inhibidores de procesos de resorcion
6sea encapsuladas en el seno de la estructura soporte, permitiria favorecer la recapitulacion
del proceso de formacion de tejido dseo tanto en las etapas de diferenciacidn celular como en
las que involucren los mecanismos naturales de mineralizacion.

Objetivo general

De acuerdo a estudios preliminares y en la bisqueda de recrear la estructura 3D del
tejido dseo trabecular en terapias de reemplazo de tejido éseo, se estudiara la posibilidad de
generar un material hibrido a partir de seda de origen natural proveniente de la especie
Bombix mori y arcillas nacionales (Montmorillonitas) con el agregado de polivinil alcoholes y
sistemas lipidicos para la posible liberacion controlada de moléculas promotoras de procesos
de recapitulacién dsea.

Objetivos especificos

- Sintetizar y caracterizar estructuras hibridas 3D basadas en estudios previos realizados
a base de seda, y PVA con el agregado de un agente osteogénico (la arcilla Montmorillonita) y
un agente antiresortivo (el bifosfonato Alendronato).

- Sintetizar y cargar sistemas liposomales con una molécula modelo (Fluoresceina) para
ser incorporados a la/las matrices hibridas seleccionadas y estudiar la carga y el perfil de
liberacion desde los sistemas hibridos.

La realizacion de este trabajo plantea desarrollar un entrenamiento basado en técnicas
generales de obtencion, manipulacion y caracterizacion de sistemas biopoliméricos, andlisis de
estudios fisicoquimicos en los materiales desarrollados (espectroscopia visible-UV, FTIR,
fluorescencia, SEM, TGA, DSC, DLS etc.) y liberacion controlada de moléculas (ensayos de carga
y liberacion de moléculas desde nanotransportadores, rendimientos de incorporacion de la
molécula cargo a los sistemas 3D desarrollados y perfiles cinéticos de entrega).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
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CAPITULO Il - MATERIALES Y METODOS

II.1. Materiales. Obtencion de fibroina de seda y preparaciéon de soluciones
Il.1.a. Materiales

La fuente de seda de gusano empleada en este trabajo fue de la especie Bombix mori
cultivado en Japdn, cuyos capullos secos fueron donados por el Instituto de Ingenieria de
Tejidos de la Tufts University (Boston, USA). El polivinialcohol seleccionado para este trabajo
fue donado por la Dra. Silvia Goyanes de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad
Nacional de Buenos Aires. Las arcillas nacionales fueron provistas por la Minera Castiglione
(MMT), bentonita comercial ampliamente estudiada en Argentina; o extraidas de una cantera
de nacional de Zona Sur y molidas en Benito Judrez, provistas por la minera no metalifera
argentina Minera Cema (MMTA y MMTB), inexploradas por otros grupos de trabajo. El
bifosfonato empleado fue donado por el Laboratorio Farmacéutico del Estado Mayor Conjunto
Argentino. Los restantes reactivos fueron de grado analitico o superior de Sigma (St. Louis, MO,
EE.UU.) o Merk (Darmstadt, Alemania).

[I.1.b. Obtencion de fibroina de seda

La obtencién de seda se lleva a cabo siguiendo el protocolo previamente descrito (Diab
et al., 2012) con algunas modificaciones.

Para tal fin se llevo a ebullicién en un vaso de precipitados 2 L de agua de calidad MiliQ
con 4,24 g de Na,COs (0,02M NaxCOs+inal) Y 5 g de seda a proveniente de capullos de Bombyx
mori cortados. Asi, se lo dejé digiriendo durante 20 o 40 minutos para obtener seda 20 o 40
MB (minutes boiling) respectivamente. Luego se sometid a ciclos de lavado (3 lavados de 20
minutos en recipientes con 2,5 L de agua MiliQ y bajo suave agitacién). Una vez concluidos los
lavados, se lo deja overnight en flujo laminar vertical (ESCO Class Il BSC).

Capullos de seda de Cortar capullos y sacar el Hervir capullos cortados en Enjuagar fibras por 20
Bombyx mori gusano 0,02M de Na2C0s 3 veces

£ '
f \4"/

Exprimir exeso de agua y Agregar 9,3 M LiBr encima

dejarla secando overnight de la seda e incubar a 60 9C i
por 4 hs Agregar la sc seda/LiBr a jalizar contra agua
saco/cassette de didlisis bidestilada durante 48 hs

® &

Remover sc de seda del Centrifugar 20" a Almacenar a 49C
sistema de didlisis 14000 rpm

Figura 1. Obtencién de solucién de fibroina de seda (seda) a partir de la especie Bombix mori. Los
diferentes tiempos de la digestion dan como resultado cadenas de seda de diferentes pesos
moleculares. En este trabajo se usaron dos tipos: Seda 20 MB y seda 40 MB (muestra de seda natural

que sufrié una digestion por temperatura durante 20 minutos o 40 minutos respectivamente)
Adaptado de (Rockwood, 2011)
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Al siguiente dia se procede a digerir la seda en LiBr segun protocolo y se procede a la
didlisis de la solucidn obtenida en bolsas de didlisis (Fisher Band MWCO: 3500 Da) en un
recipiente con 3 L de agua bidestilada y agitacidon suave de acuerdo a los ciclos reportados.
Finalizado el dltimo, se centrifuga con centrifuga (Du Pont RC5C y rotor SS-34) durante 20
minutos a 14.000 rpm vy se filtra con filtro tambor de 40 um (FALCON QTY1).

Se determina la concentracion de la solucidn de seda obtenida, por secado overnight a 60 2C .

11.2. Obtencion de estructuras 3D -scaffolds- hibridas porosas

I1.2.a. Gelificacion por salt-leaching

La eleccién del conjunto de sistemas hibridos 3D (scaffolds) a sintetizar y caracterizar se
baso en resultados previos del grupo de trabajo para estudios realizados entre diferentes tipos
de PVA y diferentes tipos de arcillas en colaboracidon con una minera argentina no metalifera
de Benito Juarez, Minera Cema, asi como en estudios de colegas reportados en la bibliografia
sobre las interacciones existentes entre seda proveniente del gusano Bombix mori y arcillas del
tipo de las Montmorillonitas, o entre seda y polivinilalcoholes. Para la sintesis de los scaffolds
se us6 un solo tipo de PVA (PM=61kDa y grado de hidrélisis 98%) debido a su capacidad de
integrarse con la seda y a la vez interaccionar con las Montmorillonitas, y tres tipos de
Montmorillonitas: MMT, MMTA y MMTB.

Para la sintesis se siguid el protocolo para scaffolds porosos reportado previamente
(Correia et al., 2012) con algunas modificaciones. En este caso se utilizaron tubos de 3ml y se
sintetizaron scaffolds con mezclas de reaccién de 1 ml.

Las masas totales de los distintos reactivos agregados (PVA Alendronato y arcillas)
siempre fueron constantes e iguala 6,2 mg finales. Para el proceso de salt-leaching se utilizé
NaCl tamizado en un rango de 500 a 590 um. Luego de dejar en reposo over-night se procedio
al lavado con agua de calidad MiliQ y bajo agitacion a temperatura por 24hs.

Finalizado el lavado, se procede a retirar los scaffolds porosos de los moldes y se
almacenan en agua calidad MiliQ a 42C hasta su uso.

En los casos de scaffolds con MMT agregadas por el método de deposicién, una vez
retirados de los tubos, se los dejé secar 30 minutos antes de proceder al proceso de deposicion.
El agregado de la solucidn con cada arcilla se hizo con la cantidad total de masa a agregar
disuelta en 100 pl y dejo secar al sistema por 2hs a temperatura ambiente sin agitacién antes
de su almacenaje.

| > [»fle >

1

Agregado de sc de  Verter NaCl sobre la Owvernight para que Remowver NaCl de los Scaffold listo
=zeda con o sin sales =eda, rotando el gelifiqgue la seda sistemas para usar o

a tubito de plastico tubito para distribuir almacenar a 4°C

la sal
Figura 2. Proceso de sintesis de scaffolds porosos de seda por salt-leaching con NaCl.
Adaptado de (Rockwood, 2011)
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I1.2.b. Gelificacidn por ciclos de congelado-descongelado

Los scaffolds con PVA fueron sometidos, o no, a ciclos de tipo Freeze & Thawing
siguieron un protocolo previamente reportado (Tamada, 2005) con modificaciones. Se
realizaron 4 ciclos de congelamiento de 20 hs con periodos de descongelamiento de 8 hs.

11.3. Agregado de moléculas osteogénicas y antiresortivas
II.3.a. Método por deposicidon

Este método se consigue al agregar la/las molécula/s osteogénicas y antiresortivas antes
del agregado de NaCl durante el proceso de gelificacion por salt-leaching. La masa final
siempre fue de 6,2 mg para cada molécula agregada a la solucion de seda.

II.3.b. Método por inclusién

Luego del proceso de gelificacion por salt-Leaching mencionado mas arriba, y una vez
retirados los scaffolds de los moldes, se los deja secar alrededor de 30 minutos, se les agrega
la/s molécula/s deseada/s en una cantidad final de 6,2 mg y se las deja decantar durante 2 hs.

11.4. Caracterizacion fisicoquimica de los sistemas hibridos
Il.4.a. Analisis estructural y mecdnico (SEM y ensayos de compresion)
II.4.a.i Andlisis estructural: SEM

Las imagenes obtenidas por la técnica de microscopia electrénica de barrido se
recolectaron del relevamiento de un equipo JEOL GCM-6000 de 15 kV en condiciones de alto
vacio. A las muestras previamente se las metalizd con oro en una metalizadora Dentom
vacuum — Desk V durante 1 minuto 30 segundos a un vacio de 5x102 mm Hg para lograr un
sputtering de 30 nm de espesor promedio.

I1.4.a.ii Analisis mecanico: Ensayos de compresion

Para testear la resistencia mecanica se midié (por duplicado) la diferencia de altura del
scaffold, antes o durante el ejercicio de una diferencia de presién sobre su superficie superior
de un peso de 10 gr. Se normalizaron los datos respecto a la diferencia de altura medida en el
scaffold de seda 100%. Para la evaluacién de la deformacién del material se sacaron fotos
antes y después del esfuerzo aplicado y las imagenes se analizaron con el software Image J.

P
€=90/L
‘ ' s & =PL/AE E‘=AP'L
NI G = P/A A. AL
N Y

Figura 3. Modelo de perturbacion para evaluar respuesta mecdnica de un
material frente a un esfuerzo de compresidén axial. €= Deformacidn unitaria
5= Deformacién del material o= Esfuerzo axial. E'=pseudomédulo de
eslasticidad.
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[11.4.b. Andlisis de las interacciones fisicoquimicas (FT-IR, TGA y DSC)
[11.4.b.i Espectrofotometria infra-roja por Transformadas de Fourier

En nuestro caso se utilizd un Espectrémetro Infrarrojo por Transformadas de Fourier
Nicolet 6700 Thermo Scientific. (beam splitter de KBr y detector de tipo DTGS KBr) Las
formulaciones fueron analizadas luego de deshidratadas y preparadas en pastillas por la
mezclas de cada muestra al 5,0 % (p/p) con bromuro de potasio (KBr, Pike technologies) y
barridas con una correccion de fondo para 256 barridos, contra una fuente de alta energia de
ceramica y un detector. Los espectros correspondientes a los andlisis de FT-IR fueron
realizados para el intervalo de 4000 — 500 cm™ con 4 cm™ de resolucion.

[11.4.b.ii Analisis térmicos

Los ensayos termogravimétricos se llevaron a cabo con un Analizador
Termogravimétrico Shimadzu TGA-50 en cdpsulas de platino con rampas de calentamiento de
10.00 °C/min desde 30 hasta 600.00 ° C y balance de gas de N> a 40 mL/min y N, 30 mL/min
para la muestra.

Los analisis térmicos diferenciales se llevaron a cabo en un Calorimetro diferencial
dindmico Perkin-Elmer Pyris 1 con un detector DSC-50. Se utilizaron capsulas de aluminio para
iguales rampas de temperatura (10°C/min) y bajo atmosfera de nitrogeno.

I1.5. Obtencion de sistemas lipidicos para transporte de principios activos
II.5.a. Método de obtencidn de sistemas liposomales deformables por sonicacion

Se realiz6 a través del método de hidratacion de un film delgado reportado previamente
(Wu et al., 2010) con modificaciones. Se utilizaron 50 mg de B-sitoesterol se agité la mezcla en
shaker durante 1 hora a 302C luego del agregado de los detergentes. Para la evaporacién del
solvente se utilizd un rotavapor TE-211 (TECNAL) a 569C y se hidraté con PBS de pH: 6,8
durante al menos 1 hora a 302C con agitacidn y se lo almacena a 42C overnight.

Una vez concluida la hidratacion, se realizd la sonicacién con un Ultrasonic Processor
Cole Parmer (Fuente: 130 MW y 20 Khz —Cole Parmer-) y se almacenaron a 42C hasta su uso.

Hidratacion

A B C D
Figura 4. Esquema de una sintesis clasica de liposomas por sonicacién. Adaptado de (Bellino, 2009)

[1.5.b. Carga de los sistemas liposomales con una molécula modelo: fluoresceina

Se procede del mismo modo que el método de obtencidn por sonicacion mencionado
antes, pero con la diferencia que la hidratacion se hace con PBS y 12,5 mg de fluoresceina
disuelta, para llegar a una concentracion final de 0,025% p/v.
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I1.6. Caracterizacion de los sistemas lipidicos

I1.6.a. Estabilidad: Tamafio y carga superficial en el tiempo (DLS y Pot-Z)

Para estas medidas se utilizé un Particle Size Analyser 90 Plus/Bi-MAS Multi Angle
Particle Sizing (Brookhaven Instruments Corporation) a una fuerza idnica constante: 103 M KCl.

I1.6.a.i Medidas del tamafio de los liposomas por dispersion de luz

Las muestras de LP almacenadas a 42C fueron diluidas 10 veces el mismo dia de la
medida y se utilizaron 2 6 3 mL en una cubeta de plastico transparente para realizar la medida.

I1.6.a.ii Estudios de carga superficial

Las muestras de LP almacenadas a 42C fueron tratadas igual que en 11.6.a.i.

I1.6.b Eficiencia de carga liposomal y perfiles de liberacion de fluoresceina

Para evaluar la carga total de fluoresceina se centrifugaron pequefias columnas de
Sephadex 50 (G50; SIGMA BIORED) con los liposomas cargados de fluoresceina, segun
protocolo del fabricante y en reportes previos (Ortiz Lopez et al., 1987). Para esto se centrifugd
en centrifuga Minispin (Eppendorf) durante 4 minutos a 4300 rpm para eluir la solucién de
almacenamiento. Luego se usaron liposomas cargados con fluoresceina sonicados el mismo dia,
adicionando una cantidad de 100 pL (volumen maximo permitido por esta columna) y se volvio
a centrifugar con los mismos parametros, para eluir los liposomas y retener a la fluoresceina
(Ortiz Lopez et al., 1987). Al volumen obtenido se le agregd Triton X-100 al 1% en una relacidn
2:1 (Triton:LP) y se lo dejoé durante 45 minutos. Pasado este tiempo se procedié a medir la
fluorescencia con los mismo parametros de la curva de calibracién y usando como blanco LP
vacios tratados de igual manera.

El ensayo de liberacidn se lleva a cabo con un frasco de 250 mL con solucidn fisioldgica y
liposomas en bolsa de didlisis (Fisher brand MWCO: 3500 Da). La relacién de LP tratados a
solucion fisioldgica fue de 1:7 en volumen. Las primeras muestras se tomaron cada hora
durante 6 hs y luego 1 por dia.

I.7. Incorporacion de sistemas lipidicos a scaffolds hibridos

Il.7.a. Eficiencia de carga y perfiles de liberacién de fluoresceina desde la matriz
cargada con los sistemas lipidicos

La eficiencia de carga de fluoresceina en los diferentes scaffolds se determiné luego de
lavar a los sistemas por 24 hs bajo agitacidon en una relacidon de volimenes de 1:500 para los
scaffolds y 1:2500 para el volumen de LP incluidos en las matrices. Se trabajé a temperatura
ambiente y contra agua de calidad MiliQ.

Los perfiles de liberacidon analizaron a partir de liberaciones de fluoresceina libre o
encapsulada en liposomas desde los diferentes tipos de scaffolds estudiados. Para esto se
trabajé a 37 2C y contra solucidn fisioldgica en frascos tipo Falcon de 15 ml. La relacion de
volumenes respecto del scaffold fue de 1:5 mientras que respecto del volumen incluido de
liposomas en cada scaffold (200 pL) fue de 1:20 1 [solucidn fisioldgica:liposomas] y las
muestras se tomaron durante las primeras 6 hs, a las 24 hs 1 dia durante 3 semanas.
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Todos los andlisis fueron realizados como experimentos individuales por duplicado. Las
medidas se expresaron como el promedio de los valores obtenidos + la desviacién estandar
correspondiente. Ademads, se analizaron muestras de a pares con Test-t de Student para
detectar si habia diferencias: p<0,5 fue considerado como diferencia significativa.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO 11l - RESULTADOS Y DISCUSION

I1l.1. Observacion macroscdépica de los scaffolds hibridos sintetizados

La preparaciéon de sistemas hibridos 3D (scaffolds) a base de seda de la especie de
gusano Bombix mori (Tabla 1) se llevd a cabo por el método de salt-leaching segin se
especificé en la seccidn correspondiente del Capitulo Il. EI PVA seleccionado previamente se
incorpord en diferentes relaciones a la seda (datos no presentados en este trabajo) y bajo
métodos de gelificacion del scaffold de salt-leaching o acompanado también de ciclos de
congelado-descongelado con el objetivo de reforzar la matriz de seda. Las arcillas con
potencial actividad osteogénica seleccionadas se agregaron a la matriz durante la sintesis de
los scaffolds por el método de inclusidn o, una vez ya sintetizados, por el método de
deposicidn en la busqueda de ser incorporadas de la manera mas eficiente y acompafiar las
posibles mejoras mecdnicas del PVA. A su vez, el bifosfonato Alendronato, con capacidades
anti-resortivas demostradas, fue incorporado en todos los sistemas por el método de inclusion
descripto anteriormente.

Los sistemas fueron observados a ojo desnudo en cuanto a su apariencia y consistencia.
Se observé el grado de homogeneidad e integridad de su estructura externa luego de los
lavados, la presencia de poros visibles y homogéneos a simple vista y su grado de resistencia a
la manipulacién una vez deshidratados y en solucidon acuosa. También se evalud la posibilidad
de integrar en sus estructuras a las MMT ensayadas haciendo uso de SEM, asi como la
distribucidn y tamafio de poros. (Véase para esto la siguiente seccidn)

Luego de una comparacién cualitativa en base a estas propiedades y a la observacion
por la técnica de SEM, el relevamiento general de las combinaciones propuestas para estos
materiales permitié reducir el conjunto de sistemas a estudiar. De entre todos los sistemas
desarrollados se seleccionaron aquellos scaffolds que presentaban mayor resistencia al
manipuleo, con una estructura homogénea y reproducible a nivel de poros interconectados en
su interior. Estos scaffolds fueron los compuestos por seda digerida por 20 minutos (20 MB),
sintetizados por salt-leaching sin ciclos de congelado-descongelado y los que incluian MMT vy
MMTB. (Tabla 2) Luego, fueron estos scaffolds los que se caracterizaron y estudiaron para
evaluar la posibilidad de ser utilizados como estructuras de andamiaje y liberacién de
moléculas pequefias para bioingenieria de tejido dseo, para lo que se utilizd a una molécula
modelo trazable: la fluoresceina. (Fig. 1y Fig. 2)

Método de HISEEDED
Scaffolds sintetizados Seda utilizada e ez Tipo de MMT | incorporacion
gelificacion
de MMT
Seda salt-leaching
salt-leaching
Seda-PVA , y congelado - - -
20 MB 6 40 MB
descongelado
Seda-Alen
Seda -PVA- Alen salt-leachinng
Seda-PVA-MMT MMT, MMTA deposicidn 6
Seda-PVA-MMT-Alen 6 MMTB inclusion

Tabla 1. Scaffolds sintetizados para su relevamiento cualitativo en cuanto a estructura y consistencia
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En general se pudo observar que la presencia de las Montmorillonitas ejercié una
contraccion en el volumen final de los scaffolds y un aumento en el grado de dureza de la
estructura que las contenia. Sin embargo este cambio no fue tan evidente en el caso de la
MMTA. Por otro lado el Alendronato y el PVA también permitieron cambios notables entre las
estructuras de seda y sus respectivos hibridos, siendo mas importante el cambio observado en
el caso de la mezcla Seda-Alen-PVA (Fig. 1.c). Por otra parte, los sistemas que fueron
sintetizados por una incorporacion de las MMT por deposicién (Fig. 1.f y Fig. 1.g) conservaron
mas su estructura que en el caso de su incorporacién por el método de inclusidn (Fig. 1d y Fig.
1.e) A su vez, todos los sistemas formulados a partir de seda 40MB, si bien conservaron una
estructura homogénea, fueron mas débiles al tacto y con poros mds abiertos a simple vista.

. Método de
. Método de . W
Scaffolds seleccionados Seda gelificacion incorporacion
de MMT
Seda
Seda-PVA
Seda-Alen i
Seda -PVA- Alen salt-leaching
Seda-PVA-MMT 20 MB
Seda-PVA-MMTB deposicion 6
Seda-PVA-MMT-Alen inclusion
Seda-PVA-MMTB-Alen

Tabla 2. Scaffolds seleccionados para futuros analisis. Observacidn cualitativa de la
homogeneidad en estructura, firmeza en la consistencia y presencia de poros
uniformes.

- - - A= - -

Figura 1. Scaffolds seleccionados para ensayos posteriores de liberacién de moléculas. Cargados
con liposomas trasnportadores de fluoresceina (a-h) o con fluoresceina libre (i). a. Seda-PVA; b.
Seda-Alen c. Seda-PVA-Alen d. Seda-PVA-MMT-Alen(i) e. Seda-PVA-MMTB-Alen(i); f. Seda-PVA-
MMT-Alen(d); g. Seda-PVA-MMTB-Alen(d); h. Seda; i. Seda-Fluoresceina libre.

111.2. Andlisis de SEM

Todos los scaffolds seleccionados para el relevamiento (Tabla 1) fueron analizados por
SEM. Si bien se pudieron llevar a cabo todas las medidas, las muestras obtenidas de cortes
transversales de los sistemas hibridos fueron muy diferentes entre si a simple vista. Como se
mencionaba en la seccidn anterior, la presencia y distribucién de los poros fue uno de los
factores de seleccién propuestos. En alguno de los casos, las muestras presentaron
inestabilidad estructural debido a la presencia de poros de diametros incompatibles con las
dimensiones totales de la estructura de la matriz, debilitdndola. Luego de deshidratar los
scaffolds y someterlos a un corte transversal para llevar adelante la observacion por SEM, en
algunos de los casos se encontraron “poros unicos”, lo que permitié descartar al sistema. (No
se muestran estos resultados)

Para el conjunto de sistemas que se decidid estudiar se presentan las imagenes de SEM
en la Figura 2. En todas las muestras se observaron poros interconectados y de diametro
regular.
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Al comparar los sistemas hibridos con el de seda, puede observarse, excepto para el
caso del sistema Seda-PVA, que los compuestos inorganicos presentes (el bifosfonato o las
arcillas) actuan de nucleo de precipitacion para los polimeros (la seda o, eventualmente PVA).

Esto se evidencia en la formacion de microparticulas de seda durante el proceso de salt-
leaching desde la solucion sobre las laminas de seda de algunos cientos de nandmetros de
espesor que forman las cavidades de los microporos interconectados en su matriz, proceso
caracteristico de muestras envejecidas de scaffolds de seda conservados en medios acuosos.

Por otro lado, se observaron dos tendencias de cambio de macro y micro-estructura
frente a la presencia de Alendronato y frente a los métodos de incorporacion de MMT. Cuando
el bifosfonato formaba parte de los sistemas hibridos se observé una mayor regularidad en la
formacién de los poros en cuanto a los limites de éstos, formados por ldminas mas lisas y
continuas. Por otro lado, los procesos de deposicion de MMT permitieron una menor
desestructuracion de la disposicion de los mismos en el seno de cada scaffold. (Fig. 2g vs Fig.
2hy Fig. 2i vs Fig. 2gj)

Figura 2. Imagenes de SEM para tres diferentes magnificaciones de
los diferentes grupos de sistemas hibridos seleccionados a. Seda b.
Seda-PVA c. Seda-Alen d. Seda-PVA-Alen e. Seda-PVA-MMT f. Seda-
PVA-MMTB g. Seda-PVA-MMT-Alen(d) h. Seda-PVA-MMT-Alen(i) i.
Seda-PVA-MMTB-Alen(d) j. Seda-PVA-MMTB-Alen(i)
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Por otra parte, los scaffolds formulados a partid de seda de menor peso molecular
(40MB) mostraron ser mucho mas abiertos y con poros formados por laminas de seda aiin mas
discontinuas en todos los casos, es decir en presencia o no de PVA, Alendronato o cualquiera
de las arcillas, en concordancia con la debilidad que presentaban en la observacién cualitativa.

I11.3. Analisis de resistencia a la compresion mecanica

Para evaluar el efecto en las propiedades mecdnicas de los scaffolds seleccionados
relacionado a la presencia de un polimero organico, como el PVA, y los dos compuestos
inorganicos utilizados en la formulacion de los sistemas hibridos, se procedié a someter a los
materiales a una fuerza de compresidn y evaluar su respuesta en comparacidén con la
respuesta del sistema de seda puro. A partir de los valores de desplazamiento del material
como consecuencia de una misma fuerza de compresidn para todos ellos, se normalizaron los
valores en funcion de la respuesta observada para el sistema puro de seda. (Tabla 3) A su vez,
se procedié a calcular el Mddulo de Young como se detallara en la seccion de Materiales &
Métodos correspondiente y cuyos calculos se detallan en el ANEXO II. (Fig. 3)

Scaffolds Resistencia rel?'tiva ala
compresion

Seda 1

Seda-PVA 1,7
Seda-Alen 1,9
Seda -PVA- Alen 2,6
Seda-PVA-MMT(i) 1,7
Seda-PVA-MMTB(i) 1,7
Seda-PVA-MMT-Alen(i) 1,6
Seda-PVA-MMTB-Alen(i) 1,6
Seda-PVA-MMT (d) 2,0
Seda-PVA-MMTB(d) 3,0
Seda-PVA-MMT-Alen (d) 3,4
Seda-PVA-MMTB-Alen (d) 3,0

Tabla 3. Estudio mecanico de resistencia a la compresion.
Valores relativos a las propiedades mecanicas del sistema
de Seda puro.

Como puede observarse en la Tabla 3 y la Figura 3 los resultados son muy variados en
cuanto a al menos grupos de sistemas con propiedades diferentes. En primer lugar se observa
un aumento de la resistencia, significativa en todos los casos. El agregado de PVA, un poli-
alcohol podria ser explicado por la presencia de interacciones de tipo intermolecular con la
seda teniendo en cuenta su naturaleza proteica, con grupos carboxilicos y grupos aminos
disponibles. A su vez, el agregado de Alendronato también le confirid al sistema una mejora en
sus propiedades, que con la presencia conjunta del PVA resulté en un efecto sinérgico.

Por otra parte todas las muestras que contenian alguna MMT vieron aumentada esta
capacidad mecdnica. Las muestras de Seda-MMT y Seda-MMTB (no mostradas en la tabla)
superaron incluso a las reportadas. Sin embargo fueron descartadas por no mantener la
estructura homogena del material. Con respecto a las MMT fueron a partir de estos resultados
se pudo concluir sobre el debilitamiento de la estructura cuando las arcillas son incorporadas
durante la sintesis del scaffold respecto al método de deposicidn, que resguarda el proceso de
ordenamiento vy cristalizacién de la seda durante el intercambio de sus moléculas de agua con
los iones Na+ y Cl- durante el proceso de salt-leaching. Las observaciones a simple vista fueron
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consistentes. Sin embargo, estos resultados hablarian de una incorporacion “efectiva” de las
arcillas a los sistemas en cuanto a propiedades mecanicas generadas, que no necesariamente
depende de la cantidad que se pueda observar adherida a las paredes de los poros. Las
imagenes de SEM llevarian a concluir que los procesos por inclusion son mas efectivos en
términos de cudnta arcilla queda adherida en comparacién a los de deposicidn, pero no estaria
brindado informacidn sobre las propiedades mecanicas conferidas.

0,08 I
*
L 0,06 _ I { 1
0,04

0,02

o A S & & D & & o & & &
+ & S S = @ ¥ ® & K = #
= 5 < 3 = L3
\d = & < N = ~ &
) \al o I \ < ol £
) W & <@ A7 —fb‘\ &
Ea QK\F g R

Figura 3. Estudio de resistencia a la compresion. Médulo de Young para los scaffolds
estudiados. (*) Grupos de sistemas relacionados que no presentaron diferencias
significativas entre si (p<0,5).

l11.4. Analisis FT-IR

Para comenzar a explorar alguna de las posibles interacciones presentes en las matrices
estudiadas se estudié una dupla de moléculas de la cual en bibliografia se conoce bastante
acerca de sus interacciones y se compard con nuestro material de estudio. La posibilidad de
interaccion entre el PVA y la MMT nacional (MMTB) se debe a la presunta presencia de
formacién de puentes de hidrégeno, que se tested por espectroscopia FT-IR. De acuerdo a la
bibliografia segln lo reportado por Arredondo et al. en 2011, los picos caracteristicos del PVA
son a 3280 cm™ (O-H estiramiento), a 2908 cm™® (C-H2 estiramiento) y 1142 cm™ (C=0
estiramiento). Al observar el espectro obtenido en este caso podemos encontrar en 3265,89
cm™ el pico correspondiente al enlace O-H que se encuentra formando puentes de hidrégeno
por autoasociacion, en 2913,3 cm™ el correspondiente a la vibracién simétrica del enlace C-H2
y a 1141,98 cm? se visualiza el pico que corresponde al grado de cristalinidad de este
polimero. (Fig. 4 inf.)

Para el espectro de la mezcla PVA-MMTB se puede visualizar el pico caracteristico de la
MMTB a 1042 cm™ que corresponde a los enlaces de vibracién Si-O y Si-O-Si reportados por
Bukka et al., 1992 en 1040 cm™. (Fig. 4 sup) En referencia a los picos de PVA antes
mencionados, vemos que, por un lado, la banda que corresponde al enlace O-H se corre hacia
menores nimeros de onda con un delta de 8 cm™ debido a una menor fuerza del enlace
dentro del polimero, lo que indica que hay puentes de hidrégeno formandose con otra
molécula, en este caso, al interaccionar con la MMTB como se sugiere en el trabajo de Luo et
al., 2013. Por otro lado, la cristalinidad del PVA no se ve comprometida ni por un corrimiento
ni por un cambio significativo en la intensidad de la banda asociada al grado de cristalinidad.
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Figura 4. Andlisis espectroscopico FT-IR para PVA (inferior) y PVA-MMTB
(superior)

I11.5. Andlisis TGA y DSC

Con el objetivo de entender cdmo puede influenciar la presencia de mezcla PVA-MMTB
en un scaffold de seda, que de por si se conoce que sus componentes suelen interaccionar con
la seda incrementando sus propiedades mecanicas al hacerla mas resistente y eldstica como se
ha reportado en Kharlampieva et al. en 2010 para el caso de las MMT y Li et al. en 2001 para el
caso de PVA, se procedio a evaluar el comportamiento térmico del material hibrido Seda-PVA-
MMTB en funcidn de analisis de TGA y de DSC.

En la Figura 5 se observan los termogramas y sus derivadas para el PVA puro y la mezcla
PVA-MMTB. Es sabido que las moléculas de PVA de acuerdo a su PM y su grado de hidratacion
presentan perfiles caracteristicos cuando se las analiza con este tipo de técnicas. En especial, el
PVA 61kDa y 98% de hidratacién reportado en bibliografia presenta un perfil que se condice
con el hallado en este trabajo.[Bamer€tal. 20071 | 3 primera regidn se corresponde a la pérdida de
agua por evaporacion, seguida de otra regidén que comienza luego de los 200 2C debida a la
pérdida de moléculas de agua internas a la molécula, lo que implica el comienzo de su
degradacion. Finalmente se encontré una region que inicia aproximadamente a los 4002C y
gue se debe al rompimiento de la cadena principal de PVA.

Al observar esta curva perteneciente al PVA, se pueden apreciar bien estas distintas
regiones, en dénde en la primera se pierde un 7,3% del peso debido a la evaporacién del agua,
luego un 77,5% debido a la degradacion de las cadenas laterales y sus subproductos en
321,7°C (segun DTG) vy, por ultimo, a 443,652C (segin DTG) un 12,2% debido a la ruptura de la
cadena principal de PVA.

30



DSC (mW)

i \ 14 N 67.14% [ia4

& \ 604 t

\ 7 a5% N

40 . w ? f
£ g \\ F1o

p E = [

& x o ’ t
g ] e \\ 17.75% Fos

E N ) s
b Fos

04 A \
0] [ \l 44437 i
/ \ »
_—2&1'0 12867°C /f Foz2

4 = 40 = I
P———— 0 "74/ \\___/ e 4 ]
} 0: &0 4

100 200 300 400 500 600 0 1o 200 300 400 00 600
Temperature (°C) Temperature (*C)

Figura 5. Andlisis de TGA ( )y DTA (azul) para a. PVAy b. PVA-MMTB.

Si analizamos el segundo espectro se pueden observar datos similares a los reportados
en el mismo trabajo citado, pero para un composito de PVA y otra Montmorillonita. Una
primera regién entre 80-1002C correspondiente a la evaporacion del agua, una segunda region
entre 350-3902C en donde se produce la degradacién de las cadenas laterales del polimero
PVA-MMTB, y una tercera regidn debida a la escisidn de la cadena principal del mismo. Aqui
se observa un incremento en el pico de la regién de los 3003C, que de 321°C para el PVA puro
se incrementd en 132C para la mezcla, indicando un aumento en la cristalinidad del PVA por
interaccion con la MMT que le permitiria un ordenamiento durante el proceso de nucleacién.
Ademads se puede observar que el principal evento de degradacion genera una pérdida de
masa alrededor de un 10% menos del compuesto frente al PVA puro, y se da a una
temperatura sensiblemente mayor, dejando en claro asi la mayor estabilidad térmica del
composito, en consonancia con los resultados de FTIR que se discutieron previamente
(consultar también para mas detalle de los espectros el ANEXO V) y los analisis de DSC (Figura
6 a y b), que presentan corrimientos de la temperatura maxima vy la de transicién (Figura6ay
b curvas derivadas), debido a las interacciones formadas entre ambos compuestos.
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Figura 6. Analisis de DSC para a. PVA y b. Silk-PVA-MMTB (curvas negras) y su derivada (curvas rojas)
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Figura 7. Analisis de TGA ( ) y DTA (azul) para inset. Seda pura y b. Seda-PVA-MMTB.

Por ultimo, el analisis termogravimétrico del scaffold hibrido Seda-PVA-MMTB mostré
un corrimiento en el pico maximo de la seda cuando se encuentra en presencia de la mezcla.
(Figura 7) La descomposicion de la seda sola luego del tratamiento de digestidon para su
obtencidn (seda 20MB) se da a 277 2C, mientras que en la muestra al ser mayoritaria en masa
se ve claramente su corrimiento hasta casi 2862C con un delta de 92C, aunque la temperatura
de degradacion del PVA haya disminuido, su presencia junto a la MMTB permitié el aumento
en la estabilidad del scaffold hibrido.

I11.6. Estudios cinéticos de liberacion de fluoresceina desde liposomas deformables
incoporados a la matriz de los scaffolds hibridos sintetizados

Finalmente se hizo un relevamiento de todos los sistemas seleccionados para evaluar la
capacidad de cargar y liberar con diferentes perfiles cinéticos pequefias moléculas que puedan
servir luego para el desarrollo de un scaffold activo con funciones de regeneracion dsea, en
donde la molécula cargo pueda ejercer su efecto para el propio scaffold y para su entorno en
los procesos de reclutado, adhesion, diferenciacién, crecimiento y migracién celular de los
linajes asociados al crecimiento de hueso, asi como en los procesos de mineralizacion y
remodelado dseo. En este sentido se procedid a estudiar la cinética de carga de una molécula
modelo que se pueda tracear facilmente: la fluoresceina. (Ver ANEXO 1) A su vez se ensayaron
sistemas lipidicos (LP) de carga que sean capaces o bien de ir liberando al principio activo, o
bien presentar la capacidad de deformarse para difundir a través de la matriz hibrida del
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scaffold. Para esto se cargaron los LP con fluoresceina y luego se incorporaron a los scaffolds
durante su sintesis. (Véase M&M y ANEXO Ill para ensayos de carga y estabilidad de los
transportadores liposomales). Las liberaciones se hicieron en tubos falcons contra solucién
fisioldgica, a 372C, y bajo agitacién circular tomando muestras a distintos tiempos hasta un
tiempo final de 3 semanas y calculando las masas acumuladas y los porcentajes liberados en el
tiempo. (Figuras 8 y 9)

Comenzando por los sistemas mas simples (Fig. 8) se pudo observar que respecto de la
carga con fluoresceina libre, la seda con liposomas cargados con la fluoresceina presentaron
un perfil totalmente distinto si se comparan las curvas de liberacidon durante las primeras
horas, en donde el sistema liposomal retarda claramente la salida de la molécula cargo. Sin
embargo, los valores finales liberados no difieren mucho a partir de los 7 dias
aproximadamente: 95% liberado desde el sistema liposoma frente a un 100% de la
fluoresceina no encapsulada.
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Figura 8 . Sistemas de liberacion para fluoresceina. De arriba hacia abajo:
fluoresceina libre desde un scaffold de seda; o encapsulada en lisposomas
incorporados a scaffolds de: Seda; Seda-PVA;y Seda-PVA-Alen.

A su vez, el agregado de PVA al sistema liposomal permitiéd un enlentecimiento en la
liberacion: libera 5% menos a los 7 dias y recordemos ademds un aumento en las propiedades
mecdanicas. En comparacién con el PVA, el Alendronato que también se observdo que
modificaba las propiedades mecdanicas del scaffold, acortd los tiempos alin mas. Finalmente,
en este primer grupo de sistemas observamos que la presencia sinérgica en el caso de evaluar
propiedades mecanicas de la PVA-Alen con la seda no se relaciona con los perfiles de
liberacion. En el sistema Seda-PVA-Alen, la liberacidn total es casi como la de fluoresceina libre
de los sistemas puros, y la carga inicial es significativamente menor (52% frente a casi el 80%
en el caso del PVA solo).
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Figura 9. Sistemas de liberacidn para fluoresceina encapsulada en lisposomas
incorporados a scaffolds. De arriba hacia abajo, scaffolds de: Seda-PVA-MMT-
Alen(i); Seda-PVA-MMTB-Alen(i); Seda-PVA-MMT-Alen(d); y Seda-PVA-MMTB-
Alen(d).

En el segundo grupo de muestras, por el agregado del antiresortivo Alendronato a las
mezclas de Seda-PVA-MMT, es decir en los sistemas que podrian tener funcion anti-resortiva y
osteogénica, a la vez que alta resistencia por la presencia de las MMT y PVA, se pudo observar
que los perfiles de liberacion varian entre ellos para los 2 tipos de MMT (Fig. 9) Por otro lado,
los porcentajes totales de liberaciéon al dia 7 fueron menores que para la seda pura en todos
los casos: 64y 69 % para la MMT y MMTB respectivamente, por lo que estos sistemas podrian
resultar interesantes para ensayar con moléculas de actividad especifica para la regeneracion
de tejido dseo.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
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CAPITULO IV — CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

En este trabajo exploratorio se pudieron evaluar algunas caracteristicas de
sistemas hibridos a base de seda por el agregado de moléculas con funciones
especificas en la regeneracién de tejido dseo y, a la vez de interés para el refuerzo
mecanico del material de base.

En particular se observd que una montmorillonita nacional confiere propiedades
de resistencia mecanica a la vez que retarda los perfiles de liberacion de una molécula
modelo desde el seno de las matrices hibridas. Por otro lado, gracias a técnicas
analiticas se pudo inferir sobre qué tipo de interacciones se puedan estar dando entre
el polivinialcohol y la Montmorillonita nacional que sean responsables de los
resultados cinéticos y mecanicos observados. Por utlimo, todos los sistemas ensayados
mostraron sistemas hibridos con un comportamiento optimizado en cuanto a las
propiedades mecanicas de la seda pura, asi como en los perfiles de liberacién. Las
diferencias encontradas en los estudios cinéticos sugiere una potencial herramienta
qgue la formulacion de diferentes combinaciones del hibrido implica: el posible
manipuleo de los perfiles de liberacion de acuerdo a la composicion de la matriz.

Asi, mediante una primera exploracion sobre la posibilidad de utilizar un recurso
natural y nacional para la ingenieria de tejido 6seo como son las arcillas del tipo de las
Montmorillonitas, se obtuvo un relevamiento de diferentes combinaciones en relacién
a otras moléculas interesantes para trabajar con la seda en este campo, como es el
polivinilalcohol en cuanto a sus propiedades mecdanicas y reoldgicas y el bifosfonato
Alendronato en relacion a su funcidn en la regeneracidon 6sea. A partir de estos
estudios surgieron varios interrogantes que proponen ser estudiados a medida que se
vayan evaluando distintas caracteristicas del material, al ensayar nuevas formulaciones
y entender mas acerca de las interacciones quimicas entre los componentes. Se
plantea ademads necesaria e interesante la exploracidén de estas matrices con principios
activos definidos, relacionados a la reparacion del tejido dseo, y su respuesta en
modelos in vitro e in vivo.
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ANEXO |

Curva de calibracién, carga y liberacién de fluoresceina
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El limite de deteccién encontrado fue dentro del rango: 0,0075 - 7,5 uM

Como se menciona en materiales y métodos, se toman 0,1 ml de la solucién de LP con
fluoresceina para centrifugarlos con una columna con Sephadex 50 y a lo obtenido se lo trata
con Triton X-100 de manera de disolver las membranas y obtener la fluoresceina encapsulada
en estos. Asi, midiendo la fluorescencia de esta muestra y usando la curva de calibracién, se
puedo obtener la masa de fluoresceina dentro de los LP en el volumen de 0,1 mL.

Se encontrd una eficiencia de encapsulamiento (EE) para la Fluoresceina en los sistemas
liposomales del 26,3% de la masa inicial.
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ANEXO Il

Ensayos de compresidon mecdnica. Cdlculo del Médulo de Young

Con el objetivo de caracterizar de una manera sencilla alguna de las propiedades mecanicas de
los scaffolds obtenidos y observar comparativamente sus respuestas frente a la seda pura, se procedié a
analizar un aspecto del comportamiento viscoelastico de la seda como polimero proteico. Para esto se
caracterizd a los sistemas de acuerdo a su resistencia a la compresion mediante el mdédulo de
pseudoelasticidad (pseudo mddulo de Young). Este parametro fue calculado al ejercer esfuerzos de
compresion bajos sobre el material para obtener deformaciones menores al 10%, region en la cual se
pudo analizar su comportamiento segun las ecuaciones clasicas de elasticidad. Para esto se realizaron
las siguientes suposiciones.[Bm""" et al. 2014; Bosio et al. 2017; Yin et al. 2017]

a. Las deformaciones son pequefias
Los médulos son constantes
Las deformaciones son independientes de la velocidad de carga o historia y son
inmediatamente reversibles.
El material es isotropico

El material se comporta del mismo modo en tensién y compresion.

0,00499109
6,932| 0,665 19,635 0,098 0,05206654| 0,0033
7,897 | 0,738 19,635 0,09810,05340734| 0,0021
6,672| 0,653 19,635 0,098 10,05095721| 0,0042
8,154 | 0,668 19,635 0,098 [ 0,06096978 | 0,0020
9,225| 0,894 19,635 0,0980,05153081| 0,0057
9,241| 0,784 19,635 0,098 0,05886744| 0,0059
9,521| 0,575 19,635 0,09810,08264373| 0,0039
9,333| 0,729 19,635 0,098 10,06389824| 0,0025
9,316| 0,503 19,635 0,098 0,0924393| 0,0081
8,718| 0,403 19,635 0,098 (0,10797097| 0,0034
8,136| 0,438 19,635 0,09810,09271116| 0,0114

E": Médulo de Young' (mddulo de pseudo-elasticidad)

AP: Diferencia de fuerza aplicada al scaffold

L: Altura inicial del scaffold

BL: Diferencia de alturas del scaffold (entre deformaciones)
A: Area transversal a la aplicacién de la P

E,_AP.L
T A.AL
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ANEXO Il

Ensayos de estabilidad de los sistemas transportadores de fluoresceina:

Caracterizacion y estabilidad de liposomas con fluoresceina por DLS y Potencial Z

Dinamic Light Scattering (Dispersidn dindmica de luz) es una técnica para medir el tamafio
de particulas sumergidas en un liquido en la regién del sub micrdn. Se basa en un laser que
provee una fuente de luz para iluminar la muestra contenida en una celda, un atenuador para
ajustar la cantidad de luz que llegue a esta y un detector que medira la luz dispersada por la
muestra, la cual se procesara y nos dard informacidn sobre el tamafio medio de particulas,
como asi también la polidispersién, dando una idea de la homogeneidad de la muestra y su
estabilidad en el tiempo.

A su vez, el andlisis de Potencial Z determina la carga de nanoparticulas en solucion
(coloides). Estas tienen una carga superficial que atrae iones de carga opuesta a su superficie,
formando una fina capa. Esta doble capa de iones viaja con la particula mientras difunde a
través de la solucién. El potencial eléctrico en el limite de la doble capa es conocido como
potencial Z, y su magnitud es predictiva de la estabilidad coloidal.

Mediciones de diametro aparente (Dapp) y carga superficial como Potencial Z de los
sistemas liposomales:

176,6 +1,5
0,267 £ 0,009

179,1+1,6
0,262 £ 0,01

179,8 +2,2
0,28 + 0,005

178,5+2,3
0,281 + 0,007

LP con fluoresceina

200,2 +2,3 206,8+2,1 212+3,4 208,3+2,4
0,294+ 0,006 |0,316+0,005 |0,291+0,006 |0,323+0,007
LP vacios

A partir de los valores de didametro aparente (Dapp) y carga superficial (Pot Z) medios
sobre las muestras de liposomas a través del tiempo con la molécula cargo (fluoresceina) y sin
cargar se puede observar que no se produjeron cambios significativos ni en las cargas
superficiales ni en el tamafio de los mismos, lo que habla de su estabilidad frente a procesos
de almacenado de al menos hasta tres semanas.
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ANEXO IV

Espectros FTIR de PVA (a) y PVA-MMT (b)
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