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RESUMEN

El objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido el estudio de la degradacion in vitro de
soportes porosos, para ingenieria de tejidos, fabricados con diferentes polimeros
y disolventes y con particulas bioactivas de nanohidroxiapatita. Los polimeros
utilizados han sido la policaprolactona y la polilactida y los disolventes el 1,4
dioxano, el cloroformo y una mezcla de 1,4 dioxano y agua. La técnica de
fabricacion empleada ha sido la separacion de fases inducida térmicamente
(liofilizacién). Tras realizar la degradacion in vitro de los scaffolds hemos
caracterizado los distintos sistemas encontrando que los soportes porosos
fabricados sin nHA, mantienen mejor sus propiedades mecéanicas con el tiempo
de degradacién. También podemos advertir que la adicibn de nanoparticulas
aumenta la velocidad de degradacion, lo cual sugiere la posibilidad de regular

ésta mediante el uso de diversas concentraciones de las mismas.
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1. INTRODUCCION

1.1. INGENIERIA DE TEJIDOS.

La pérdida o fallo de un érgano o tejido debido a accidentes, malformaciones
o enfermedades es y ha sido uno de los mayores problemas para la salud
humana durante toda la historia [1- 5]. La reparacion o sustitucion del érgano o
tejido dafiado ha sido la meta de la medicina desde siempre. Aun asi, el
reemplazo de tejido dafiado o necrosado sigue siendo un area de investigacion
poco desarrollada en la medicina, aunque sea de gran interés en muchos
campos de la misma, como la cirugia de trauma-ortopédica, la reumatologia, la

pediatria y la genética, entre otras [6 -9].

Hoy en dia existen dos soluciones para la sustitucién del tejido dafiado o la
reparacion del mismo [10- 16]. Una de ellas consiste en la utilizacion de prétesis,
las cuales estaran fabricadas con materiales sintéticos, aunque este uso tiene la
desventaja de que en muchas ocasiones no son capaces de recuperar todas las

funciones de los 6rganos o tejidos reemplazados.

Otra solucion pasa por la utilizacién de implantes, aunque también existen
otras técnicas, como las terapias de reconstruccion, las protesis sintéticas y otros
recursos médicos. Esta técnica, es uno de los sistemas mas utilizados en el caso

de pérdida o fallo de un 6rgano o tejido.
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Existen tres técnicas de implante usadas hoy en dia [17]:

» Autoimplantes o implantes autologos
» Aloimplantes o aloinjertos

» Xenoimplantes o xenoinjertos

En los autoimplantes o implantes autélogos el tejido a trasplantar se
obtiene del propio paciente [18]. Este tipo de implantes, a pesar de tener un alto
porcentaje de éxitos y evitar, en la mayoria de los casos, el rechazo del tejido
trasplantado [19], tiene sus limitaciones, como la cantidad de tejido que puede
ser utilizada, asi como la morbilidad asociada al lugar de donde se realice la

extraccion del tejido a trasplantar [20, 21].

Para llevar a cabo los aloimplantes o aloinjertos se usan tejidos u 6rganos
obtenidos de un individuo diferente al paciente con tejidos u 6rganos dafiados,
es decir, es necesario la existencia de un donante para realizar este tipo de
implantes. Esta técnica es menos utilizada que la de los implantes aut6logos,
teniendo un menor porcentaje de éxito, ya que aunque a priori la existencia y
disponibilidad de tejido trasplantable es mayor, este tejido puede causar
problemas en el receptor, como una reaccion inmune en el mismo, pudiendo,

ademas, transmitir patdgenos del donante al receptor [22, 23].

Los xenoimplantes o xenoinjertos representan el mas bajo porcentaje de
uso en lo referido a la terapia de implantes. En este tipo de implantes usaremos
tejido obtenidos de animales de otras especies diferente a la humana. Hoy en

dia se estan investigando animales modificados genéticamente.
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Todas estas técnicas de injertos que hemos visto tienen problemas
asociados a las mismas, como la morbilidad causada por la cirugia adicional
necesaria, en caso de los implantes autdlogos, asi como los efectos
secundarios, tales como el riesgo de infecciébn o dolor crénico en el area
trasplantada. Ademas, otro problema de la técnica de implantes radica en la falta

de tejido existente para realizar los mismos.

Una alternativa muy prometedora a la terapia de implantes pasa por el uso
de tejidos obtenidos mediante la ingenieria de tejidos. Podemos definir la
ingenieria de tejidos como una area interdisciplinar de la medicina regenerativa,
gue combinalos principios de la ingenieria, la biologia, la ciencia de los
materiales y la enfermeria, para obtener un tejido funcional in vitro que pueda ser

trasplantado a un individuo que tenga tejido dafiado o falta del mismo [24].

La ingenieria de tejidos es un campo orientado a la comprension de la
estructura y la funcién de los tejidos normales y patolégicos de los mamiferos, y
el consecuente desarrollo de sustitutos biol6gicos para restaurar, mantener o

mejorar su funcién [25].

El concepto de ingenieria de tejidos fue introducido por los doctores
Langer y Vacanti a mediados de la década de los afios ochenta, definiéndola
como “un campo interdisciplinario de investigacién que aplica los principios de la
ingenieria y de otras ciencias para desarrollar sustitutos bioldgicos para
restaurar, mantener o mejorar la funcién de un tejido” [26]. Inicialmente se
referian al disefio de los scaffolds para transporte celular, en contraposicion al
sembrado de células en matrices naturales, con la dificultad afiadida a la hora de

manipular las propiedades fisicas y quimicas de las mismas. El concepto actual
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de ingenieria de tejidos implica la combinacion de un scaffold con células y/o
biomoléculas para promover la reparacion y/o regeneracion de tejidos dafiados

[27].

Hoy en dia, la ingenieria de tejidos es un disciplina que trata de paliar la
falta de tejido trasplantable, reparando o reemplazando el tejido dafiado [28]. Un
nuevo tejido funcional es fabricado utilizando células vivas, las cuales utilizan

una matriz 3D o scaffold como guia para el desarrollo del mismo [29].

La combinacion de células de tejido vivo, junto con biomateriales para la
produccion de estructuras vivas, con el suficiente tamafio y funcionalidad para
gue ocurra una mejora en la vida de los pacientes es una estrategia de la
ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa. El fin de la ingenieria de tejidos
es la creacion de un dispositivo vivo que pueda restaurar, mantener y mejorar la
funcion del tejido u 6rgano dafado [30, 31]. Este fin, que es el que debe
prevalecer en la fabricacion de nuevos tejidos funcionales, combinara los
esfuerzos de la biologia celular, la ingenieria, la ciencia de los materiales, y la

genética para tener éxito [32].

El proceso seguido en la ingenieria de tejidos para la creacion de tejidos

nuevos es el siguiente, y podemos observarlo en la Figura 1.1:

» En primer lugar deberemos obtener del propio paciente células
madre adultas, para posteriormente realizar una expansion de las
mismas en el laboratorio.

» A continuacién insertaremos las células en una  estructura
tridimensional, denominada andamio poroso o scaffold, en el cual

también se encontrardn diversas sustancias bioactivas, como
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factores de crecimiento, que ayudaran a la diferenciacion celular,
para que crezcay se desarrolle el tejido deseado.

» La combinacién de scaffolds y células madres, tras su crecimiento
en un soporte adecuado, estara preparada para reemplazar el

tejido dafiado o inexistente.

El tejido obtenido mediante la ingenieria de tejidos debe ser funcional,

trasplantable y obtenido in vitro, es decir, en un laboratorio.

Los scaffolds o soportes porosos, son una de las partes o componentes
mas importantes dentro de la ingenieria de tejidos [33-35]. Estos deben disponer

de unas caracteristicas que los hagan 6ptimos para realizar la labor necesaria.

Los materiales usados para fabricar scaffolds, asi como los disefios de los

mismos, juegan un importante papel en la ingenieria de tejidos.

Los scaffolds actian como sustitutos temporales de las matrices
extracelulares para el desarrollo de tejido nuevo, partiendo de células aisladas y
proveen de un soporte tridimensional adecuado y un buen soporte mecanico
para las células trasplantadas, hasta que el tejido regenerado adquiera unas
propiedades estructurales adecuadas [36]. El volumen ocupado inicialmente por

el scaffold, es reemplazado por el nuevo tejido formado [37, 38].
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Figura 1.1. Esquema de la ingenieria de tejidos: Las células madre son
extraidas (1) y cultivadas (2), el uso de matrices tridimensionales asi como
moléculas de sefializacion (factores de crecimiento) facilita su crecimiento y
especializacion (3). El cultivo puede realizarse “in vitro” (4), el objetivo final en

cualquier caso sera el implante para la sustitucion del tejido dafiado (5).
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2. PARTE TEORICA

2.1 HISTORIA DEL ARTE

Podemos definir biomaterial como una sustancia o conjunto de sustancias
gue pueden ser usadas para sustituir un tejido, érgano o funcion en el cuerpo
humano. Otra definicion valida de biomaterial, nos indica que es un material no
vivo, usado como dispositivo médico, que esta dirigido a interactuar con un

sistema biolégico [1].

Los biomateriales han sufrido un desarrollo tecnoldgico gradual durante su
corta historia. Inicialmente, durante la década de 1960 y 1970, se desarrollaron
los que se denominan biomateriales de primera generacion. La meta consistia en
obtener materiales con propiedades fisicas o mas similares posibles a los tejidos
a sustituir. Ademés estos materiales debian serinertes, es decir, que no

reaccionasen con el tejido circundante al implante.

Posteriormente, avanzada la década de 1980, aparecieron los
denominados biomateriales de segunda generacion. La caracteristica que tenian
estos consistia en la induccién de una reaccion controlada en el tejido vivo

circundante, es decir, son materiales bioactivos.

Hoy en dia nos encontramos con los biomateriales de tercera generacion
los cuales son materiales biodegradables y reabsorbibles. Ademas deben ser
materiales capaces de estimular la respuesta celular y molecular de los tejidos

circundantes de forma controlada [2].

Debido a esto, actualmente, la definicion de biomateriales incluye también

dispositivos y sustancias disefiados para el control de medios bioldgicos y tejidos

[3].
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Los biomateriales utilizados en el cuerpo humano pueden ser de uso

temporal o de uso permanente; y pueden ser de uso intra o extra corporeo.

La funcidon que pueden tener estos materiales es amplia [4]:

» Pueden servir para trabajar como soporte del tejido vivo.

» También se usan para realizar los diagnoésticos de distintas

enfermedades, como el cancer.

» Tienen otros usos relacionados con la medicina, como es el de la

liberacion de farmacos para el uso en tratamientos meédicos.

Como hemos indicado anteriormente, hoy en dia, en muchos casos los
biomateriales pueden contener células vivas, entre otras sustancias bioactivas,

para ayudar en la regeneracion y reparacion de los diferentes tejidos dafiados.

Dependiendo de las propiedades que tengan los distintos biomateriales,

en relacion al tejido circundante al mismo, estos se pueden clasificar en [5]:

» Biocompatibles: esta denominacion se utiliza para materiales que
no son toxicos cuando los utilizamos en un entorno bioldgico, y no

presentan una respuesta adversa del mismo.

> Bioinertes: Son materiales en los que no existe relaciéon entre el
material a implantar, y el tejido circundante a la zona de implante.
Como ejemplo de este tipo de materiales nos encontramos el

titanio, o las fibras de carbono.

18
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> Biotolerados: En este caso, existe una reaccion entre el material a
implantar y el tejido circundante. Ejemplo de este tipo de materiales

son diferentes tipos de metales, asi como el polietileno.

> Bioactivos: este tipo de materiales tienen una reaccion con el tejido
circundante cuando se implantan, y ademas se produce una union
entre la superficie del tejido y el implante. A este grupo

pertenecerian los materiales ceramicos, como la hidroxiapatita.

> Biodegradables: En este caso los materiales a implantar son
materiales en los que se produce una degradacion del mismo en un

entorno biologico.

2.2.TIPOS DE BIOMATERIALES.

Dependiendo del origen que tengan los biomateriales, estos pueden ser

naturales o sintéticos [6].

En el caso de los biomateriales de origen natural, existen abundantes
materiales usados como scaffolds 3D en la ingenieria de tejidos, entre los que se
encuentran el colageno, la hidroxiapatita y el chitosan entre otros. Estos se
pueden considerar como los primeros materiales biodegradables usados

clinicamente.
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En lo referente a los biomateriales de origen sintético existen cuatro

grupos principales de los mismos [8, 9]:

» Materiales metalicos: Hoy en dia son los mas utilizados en el
tratamiento de fracturas, debido a sus elevadas propiedades
mecanicas, asi como a su gran estabilidad mecanica. Sin embargo
esto es también un problema, ya que los materiales metalicos son

muchos mas rigidos que el material del hueso y fragilizan éste.

» Materiales ceramicos: Estos materiales comenzaron a utilizarse
como materiales que imitaban al hueso. La ventaja de los
materiales ceramicos radica en su similitud quimica, composicion y
estructura con la parte mineral del hueso, y su mayor desventaja
radica en su fragilidad. Al realizar un soporte cerdmico poroso, la
fragilidad del mismo y sus propiedades mecénicas no son las

adecuadas para su utilizacién como scaffold.

» Materiales poliméricos: Para intentar paliar los problemas
asociados a los materiales metéalicos, se desarrollaron materiales
poliméricos semirrigidos, utilizandose a dia de hoy polimeros
biodegradables. El problema de algunos polimeros radica en sus
propiedades mecanicas, debido a que no son las adecuadas para
determinadas aplicaciones. Los materiales poliméricos tienen
ventajas con respecto a los otros materiales usados. Dentro de
estas ventajas se encuentran la facilidad de fabricacion con
diversas formas, variedad en las propiedades mecéanicas y cinética

de degradacion, dependiendo del uso que se quiera dar al mismo.
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» Materiales compuestos: El desarrollo de los materiales compuestos
se llevo a cabo combinando un material polimérico y uno ceramico.
De esta forma combinamos las ventajas de ambos materiales,
minimizando sus desventajas. Mediante esta combinacion
obtenemos un material con propiedades superiores a las de los

materiales ceramicos o poliméricos por separado.

Los biomateriales de origen natural tienen algunas desventajas, en
comparacion con los de origen sintético. Entre ellas se encuentran la falta de
control sobre sus propiedades fisico-quimicas y sus ratios de degradacién, asi
como la necesidad de desarrollo de técnicas de purificacion de los mismos,
debido a la posible presencia de patdégenos, unido esto a que la resistencia
mecanica de los biomateriales de origen natural es menor que la de los de origen
sintético. Asimismo, los polimeros sintéticos son, en la mayoria de los casos,
mas baratos de producir que los polimeros naturales. Ademas los polimeros
sintéticos tienen otra ventaja con respecto a los naturales, ya que disponen de
unas propiedades, tanto fisicas como mecanicas, predecibles y reproducibles,
Los polimeros naturales también tienen ventajas con respecto a los de origen
sintético, siendo la principal su mayor hidroficidad, ya que debida a ella, las

interacciones del polimero con las células son mas sencillas [7].

Los materiales metalicos y ceramicos han contribuido mucho al avance en
el campo médico, principalmente en el campo de la ortopedia. Sin embargo
tienen el handicap de no ser biodegradables, ademas de disponer de una
procesabilidad limitada. En cambio, los materiales poliméricos tiene la gran
ventaja de tener un gran y facil control sobre la biodegradabilidad y la

procesabilidad [10].
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Los biomateriales usados hoy en dia, deben tener unas caracteristicas
concretas que hagan que sean validos para su uso en la ingenieria de tejidos.
Las propiedades que deben tener los materiales son las siguientes [11-13]:

» EIl material debe ser biocompatible, es decir, debe ser compatible

para su uso en ambientes bioldgicos.

» En caso de que el biomaterial que usemos sea biodegradable,
debe tener una velocidad de degradacion y resorcion controladas y

controlables.

» Debe ser quimicamente estable tanto el material propiamente dicho

como sus productos de degradacion.

» El material debe ser osteoconductor y osteoinductor, es decir, debe

ser osteoactivo.

» No debe causar ningun tipo de molestias ni respuesta inmune de

ningun tipo al receptor del dispositivo.

» No debe ser toxico, ni el material usado, ni los productos de su

degradacion.

» Debe tener el tamafio y la forma adecuados para realizar
perfectamente su labor. Dicho de otra forma, su disefio debe ser

perfecto para realizar su funcién.

» Deben ser reproducibles y facilmente procesables y fabricados.
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Como ya hemos indicado anteriormente los polimeros utilizados para su
uso en ingenieria de materiales pueden ser, o bien polimeros naturales o

polimeros sintéticos.
Los polimeros naturales se pueden clasificar en:

» Proteinas, como la seda, el colageno, la gelatina, la elastina y la

gueratina.
» Polisacaridos, como la celulosa, la amilasa y el dextrano.
» Polinucledtidos, como el ADN o el ARN.
Los polimeros naturales mas utilizados en la ingenieria de tejidos son:

» Colageno: Utilizado con la glicosamina, se utiliza para la regeneracion de
piel y del nervio ciético, asi como el menisco. Tiene la ventaja de tener un

ratio de degradacion y porosidad controlable.

> Acido alginico: Es un polisacéarido obtenido de algas marinas, usado en la
ingenieria de tejidos en combinacién con el calcio. Su principal desventaja

se encuentra en la falta de una estructura uniforme.

» Chitosan o quitosano: Se trata de un polisacarido natural, con una
estructura similar a la de la glicosamina. El chitosan tiene diversas
aplicaciones biomédicas, como membranas para hemodidlisis, sistemas
para liberacion de farmacos, asi como para la sintesis de piel artificial.

También se utiliza para realizar recubrimientos ortopédicos y dentales.
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> Polipéptidos: Si los utilizamos combinados con aminoacidos estos
favoreceran la adhesion celular y tienen gran potencial para su uso en la

ingenieria de materiales.

» Hidroxiapatita: Es uno de los fosfatos organicos mas importante y ha sido
estudiado en las décadas pasadas como material biomédico, siendo el
componente mineral mas comun en el hueso humano. Esta puede ser de
origen natural o sintético, aunque normalmente, para el uso en ingenieria

de tejidos se utiliza la sintética.

Los principales polimeros sintéticos utilizados en ingenieria de tejidos

incluyen [14-16]:

> Poliésteres: Entre los mas usados, se encuentran el acido poliglicélico
(PGA), el &cido polilactico o polilactida (PLA) y los copolimeros de ambos
0 PLGA. Se utilizan tanto en suturas, como en ortopedia en la fijacion de
fracturas, ademas de como material para la realizacién de scaffolds o

andamios porosos.

» Polianhidridos: EIl principal uso de este tipo de polimeros es el de la
liberacién de farmacos, debido a la rapida degradacion del mismo en

ambiente biolégico.

> Poliortoésteres: La aplicacion de este tipo de polimeros es la liberacion de
farmacos. La ventaja que tienen radica en la variacion del ratio de
degradacion del mismo, dependiendo de la composicion, lo que los hace

validos para diversas velocidades de liberacion de farmacos.
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» Policaprolactonas(PCL): Estos polimeros se emplean principalmente en
dispositivos ortopédicos, asi como su uso como scaffold o andamio
poroso. Tiene una lenta velocidad de degradacién, si lo comparamos con

otros polimeros sintéticos.

> Policarbonatos: Se emplean mayoritariamente en la liberacion controlada
de farmacos, aunque los policarbonatos derivados de la tirosina son
buenos candidatos para la realizacion de andamios porosos en la

ingenieria de tejidos.

» Polifumaratos: Este tipo de polimeros, a diferencia de los vistos hasta
ahora no se presentan en forma solida, sino en forma liquida o cemento.
Esto es lo que los hace ideales para uso como elemento para relleno de

defectos en la ingenieria 6sea de tejidos.

> Poliuretanos: El principal uso de este grupo de polimeros radicaen los
implantes médicos, aunque también se pueden utilizar para elementos

gue se deban degradar.

Dependiendo del uso que vayamos a dar al polimero, utilizaremos uno u otro,
segun sus propiedades y la exigencia que tenga el implante. Hoy en dia esta
mas extendido el uso de los polimeros sintéticos, en comparacion con los

polimeros naturales.

Uno de los polimeros sintéticos méas utilizados es el &cido polilactico o
PLA que un es termoplastico, semicristalino, biocompatible y biodegradable
poliéster alifatico [17], ampliamente usado en aplicaciones biomédicas, tales

como sistemas de liberacion de farmacos, fijacion de protesis e ingenieria de
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tejidos [18, 19]. Las caracteristicas que hacen que sea muy usado son,
principalmente, su alto mddulo de elasticidad, su alta rigidez y la facilidad para
ser moldeado, ademé&s de su comportamiento termoplastico y su
biocompatibilidad, unido a la facilidad para combinarlo con otros polimeros, tanto

biodegradables como no [20, 21].

El PLA es un poliéster alifatico que pertenece a la familia de los acidos
poli-a-hidroxi ésteres. Hay varios modos de sintetizar el PLA, pero la mas
utilizada es la sintesis del mismo mediante la polimerizacion por apertura del
anillo de la lactida, un éster ciclico, obteniendo asi un polimero de mayor peso
molecular, para lo que se utiliza habitualmente octoato de estafio, aprobado por
la FDA para su uso como aditivo alimenticio. La descripcién de esta reaccion la

realizo primeramente Carothers et al. [22].

También se utilizan otros métodos para la sintesis de PLA, como la
policondensacion. Las condiciones de este tipo de polimerizacion deben estar
perfectamente controladas, por lo que la reaccién se desarrollard en atmosferas
completamente secas, a presion reducida y altas temperaturas, aunque también

existen metodologias para sintetizar PLA a temperatura ambiente.

)
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Figura 2.1. Reaccion de polimerizacion del PLLA.
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El PLA es una molécula quiral, lo que quiere decir que existen dos
estereoisdbmeros o enantiomeros, que daran lugar a cuatro polimeros que seran

morfolégicamente distintos:

> EIPLLA Yy el PDLA: estos polimeros los obtendremos si partimos de
L-lactida o D-lactida, respectivamente. Ambos polimeros seran
estereoregulares, siendo la molécula de uno imagen especular del
otro.

» A partir de la D,L-lactida podemos obtener meso-PLA o D,L-PLA,

gue tendran forma racémica.

El uso del PLLA para aplicaciones en humanos esta aprobado por la FDA
[23]. La temperatura de fusion del PLLA se encuentra en un rango de entre 173
y 178°C, y la temperatura de transicién vitrea entre 60 y 65°C. Estas
temperaturas pueden variar debido a la presencia de otros elementos. El PLLA
tiene una gran sensibilidad térmica e hidrolitica, por lo que se degrada con gran

facilidad [24].

Figura 2.2. Modelizacion de una molécula de PLLA.
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El mecanismo de degradaciéon del PLLA es autocatalitico, no enzimatico
[25]. Al introducir el PLLA en un medio acuoso tiene lugar la degradacion del
mismo mediante la escision por hidrolisis no enzimatica de las cadenas que
forman el polimero, dando lugar de esta forma, a productos de degradacion
como el &cido lactico, que serd metabolizado por el cuerpo, lo que permite crear
estructuras completamente reabsorbibles [26- 28]. La respiracion es una de las
principales formas de oxidacion del &cido lactico, que finalmente se vera

descompuesto en CO; y eliminado a través de los pulmones [29].

El tiempo de degradacion completo del PLLA puede llegar a ser mayor de
24 meses [30], dependiendo su degradacion del peso molecular del polimero, su
cristalinidad, el pH del medio, asi como las dimensiones de la muestra; también
se vera influida por el tanto por ciento de PBS absorbido por la muestra durante
la degradacion [31-36]. La degradabilidad del polimero es muy importante, ya
gue al ocurrir, permite la penetracion y crecimiento de las células [37]. Aunque
una rapida degradacién del polimero no pone Unicamente en peligro el soporte
mecanico que debe aportar el scaffold, sino que también produce una
acumulacion de materia acida, pudiendo producir inflamaciones en el tejido
circundante. La relacion existente entre la cristalinidad y la historia térmica del
polimero ha sido demostrada [38]. Ademas también influyen en la degradacién
del polimero el tratamiento posterior al que sometamos la muestra [39], asi como
otros parametros de los scaffolds, como la porosidad, que mejora los efectos de
la difusion en el interior del mismo. Ademas, con un material poroso, se facilita la

salida de los productos de degradacion del interior del polimero.

La policaprolactona (PCL) es un polimero biocompatible y biodegradable,

ampliamente usado en dispositivos medicos [40, 41] La policaprolactona es un
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poliéster alifatico lineal, reabsorbible y semicristalino, con una cristalinidad que
puede llegar al 69%, una temperatura de transicién vitrea de unos -60°C, y una
baja temperatura de fusién de alrededor de 60°C [42]. Ademés es considerado
no téxico y compatible con diferentes tejidos. Dentro de la familia de las lactonas

es el polimero mas ampliamente estudiado.

La policaprolactona es un material que tiene buenas propiedades
mecanicas y buena solubilidad con otros polimeros, siendo uno de los primeros

polimeros sintetizados, en la década de 1930 [43].
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Figura 2.3. Reaccion de polimerizacion del PCL por apertura del anillo.

Los principales métodos de polimerizacion son mediante la apertura del
anillo, a partir del monémero ciclico e-caprolactona, o por policondensacion a

partir de acido 6-hidroxihexanoico.

La unidad de celda de la policaprolactona es la ortorrombica, dependiendo
sus propiedades fisicas, térmicas y mecanicas de varios factores, tales como su
peso molecular y grado de cristalinidad. A temperatura ambiente es altamente

soluble en cloroformo, benceno o tolueno.
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La policaprolactona es un polimero que estd sujeto a degradacion por
hidrélisis de sus enlaces éster, por lo que es un material polimérico,
bioreabsorbible y biodegradable, dependiendo la cinética de degradacion, en
gran parte, del peso molecular del polimero usado [44]. Las estructuras con gran
peso molecular emplean mas tiempo en degradarse debido a que la longitud de
las cadenas poliméricas en estos casos es mayor. Esto requerirh un mayor
namero de enlaces éster que se deberdn escindir, generando de esta forma
mondmeros/ oligdmeros solubles en agua, aunque debido a esto la degradacion

nos llevara mas tiempo [45].

Durante los afios setenta y ochenta, la PCL y sus copolimeros fueron
ampliamente utilizados como dispositivos liberadores de farmacos, debido a las
ventajas que dispone frente a otros polimeros, asi como por su cinética de
degradacion y propiedades mecanicas. Para la liberacion de farmacos es
también un factor a su favor el alto tiempo de degradacion. La policaprolactona
estd aprobada para su uso médico por la FDA [46] y es un material con muchas
posibilidades para su utilizacién en la ingenieria 6sea de tejidos, aunque en la

mayoria de los casos lo utilizaremos junto con otros elementos [47-49].

Como hemos indicado anteriormente, el tiempo de degradacion de la
policaprolactona en muy elevado, pudiendo llegar a ser mayor de tres afios [50],
y dependera de factores como el peso molecular, la cristalinidad [51] o las
condiciones de degradacion, asi como de su copolimerizacion [52], y sera tan
elevado debido a la alta cristalinidad y gran hidrofobicidad del polimero. La forma
de la muestra, asi como el tipo de cristales formados también tienen su influencia
en el ratio de degradacion del mismo, ademas del pH del medio de degradacion

o su hidroficidad o hidrofobicidad [53]. Este largo periodo de degradacion ha sido

30



2. PARTE TEORICA

el responsable de que la policaprolactona haya sido olvidada durante las ultimas
décadas por la mayoria de los investigadores, pero sus buenas propiedades

reologicas y viscoelasticas han reavivado el interés.

La degradacion natural tiene lugar inicialmente en la parte amorfa del
polimero [54, 55], variando este mecanismo de degradacién dependiendo de la
temperatura a la que nos encontremos. La degradacion se trata de una reaccion
autocatalizada por la liberacion de &cidos carboxilicos procedentes de la
hidrolisis. El producto de degradacioén, el acido caproico, se metaboliza mediante
el &cido ciclico tricarboxilico, y se elimina mediante secrecioén renal [56].En la
naturaleza existen diversos microorganismos capaces de realizar la degradacion

enziméatica.

La policaprolactona es utilizada en diferentes campos, estando entre ellos
la ingenieria de tejidos o sistemas de liberacion de farmacos, pero también como
adhesivos en microelectronica o embalajes, asi como plastificante para el PVC

[57-61].

La hidroxiapatita es una particula bioactiva utilizada para la realizacién de
scaffolds, bien mezclandola con polimeros, o bien en solitario. Esta formada por

fosfato de calcio cristalino, siendo su formula estequiométrica: HCasO3Ps.

La hidroxiapatita es uno de los fosfatos organicos mas importante [62] y
ha sido estudiada en las décadas pasadas como material biomédico, siendo el
componente mineral mas comun en el hueso humano. Esta puede ser de origen
natural o de origen sintético, aunque normalmente, para el uso en ingenieria de

tejidos se utiliza la sintética.
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Una de las razones del éxito de la hidroxiapatita como aditivo de los
polimeros en la ingenieria de tejido 6seo, asi como de otros materiales
bioceramicos con base de fosfato célcico, radica en la mejora de la
osteoconductividad [63], asi como de la compatibilidad de los implantes. Esto es
debido a la alta similitud quimica que tiene con los materiales que se encuentran
en el tejido 6seo. También es capaz de variar la cinética de degradacion del
polimero con el que ha sido mezclada, ademas de aumentar considerablemente

la resistencia a la compresion del scaffold [64].

Los métodos de obtencién de la hidroxiapatita sintética son variados,
debido a las crecientes aplicaciones de la misma. Dependiendo cual sea la
temperatura de obtencion de la hidroxiapatita, esta presentara distintas
caracteristicas. La hidroxiapatita sintetizada a altas temperaturas tendra una
cristalinidad elevada, asi como un tamafo de cristal grande. En cambio, en la
sintetizada a baja temperatura se observa una baja cristalinidad y un tamafio de
cristal pequefio. ElI método de sintesis mas utilizado es la técnica de
precipitacion, aunque también son bastante utilizados el método sol-gel, o el

método de coprecipitacion [65, 66].

Cuando afiadimos hidroxiapatita a una matriz polimérica, podemos
convertir un polimero, que inicialmente no era bioactivo, en un polimero bioactivo
0 aumentar su bioactividad si ya lo era anteriormente, y a la vez, mejorar sus
propiedades mecéanicas [67-69]. La adicion de particulas bioactivas, como la
hidroxiapatita, para formar un andamio, se ha comprobado que aunque mejora
la osteoconductividad en la ingenieria 0sea de tejidos (BTE), también modifica la

cinética de degradacioén [70, 71].
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La HA, ademas de ser bioactiva y biodegradable, dispone de la capacidad
de estimulacion del hueso para acelerar su crecimiento, razones por las cuales
Su uso estd muy extendido en aplicaciones biomédicas y en regeneracion ésea
[72, 73].La interaccion que tenga lugar entre la HA y el polimero con el que
realicemos los scaffolds, determinar4, en gran medida, las propiedades

resultantes del scaffold.

2.3.SOPORTES POROSO0OS O SCAFFOLDS.

Podemos definir los scaffolds, andamios porosos o también denominados
matrices tridimensionales, como las estructuras poliméricas sélidas, porosos y
tridimensionales que se utilizan como base en la ingenieria de tejidos. Estos,
tienen un rol Unico en la ingenieria regenerativa y reparadora. Como ya hemos
indicado, muchos materiales biocompatibles tienen potencial para ser usados en

la construccién de scaffolds.

Los scaffolds deben de cumplir unas determinadas funciones, que los haga
validos, siendo las principales las de dirigir y facilitar el crecimiento y la migracion
de las células que se encuentran localizadas en el tejido alrededor del mismo,
promoviendo de esta forma la formacion del nuevo tejido [74]. Los scaffolds

deben:

» Promover la interaccion entre las células insertadas y el material
utilizado para su fabricacion. Ademas deben facilitar la adhesion

celular entre ellos.
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» Permitir el transporte de nutrientes y factores que permitan la

proliferacion y diferenciacion celular.

» Ser biodegradables, con una velocidad de resorcion controlada.

» Provocar un grado minimo de inflamacién y toxicidad, tanto a la

hora de realizar el implante, como en su degradacion in vivo.

Como ya hemos indicado anteriormente, los materiales utilizados para la
fabricacion de scaffolds pueden ser sintéticos o naturales, degradables o no
degradables, dependiendo del uso que vayamos a darle. Las propiedades de los
distintos polimeros dependeran de su composicion, estructura y disposicion de
sus componentes. Los andamios utilizados en la ingenieria de tejidos desarrollan
muchas funciones, y la que tendra durante la formacion del tejido dependera de

las caracteristicas especificas del polimero elegido.

Los biomateriales usados para la fabricacién de scaffolds deben promover
la formacion de un nuevo tejido, para lo que deben tener unas caracteristicas

gue los hagan adecuados [75-83]:

> Deben ser biocompatibles, es decir, deben integrarse en el tejido del

huésped sin que aparezca respuesta inmune debido al mismo.

> Los materiales usados en la fabricacion del scaffold, asi como su disefo

juegan un papel muy importante en la ingenieria de tejidos.

> Los scaffolds fabricados deben ser tridimensionales, con una forma
especifica para ayudar al crecimiento de O6rganos Yy tejidos

tridimensionales.
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Deben ser muy porosos, con una estructura de poros interconectada, para
permitir y promover el transporte de nutrientes y para facilitar que tenga
lugar la proliferacion y diferenciacion celular, e inducir la migracion celular
de un punto a otro. Ademas, de esta forma también se consigue la
evacuacion de los residuos metabdlicos generados por las células y por la

degradacion del scaffold mas facilmente.

Deben ser biodegradables, con una velocidad de resorcion controlada. El
ratio de resorcion debe ser parecido al ratio de formacion del tejido a
sustituir, para que, cuando el tejido esté completamente formado, el

scaffold no realice trabajo sobre el mismo.

No deben ser toxicos ni carcindgenos, ni el scaffold ni los productos que

aparecen en la degradacion de los mismos.

El tamafio de poro que tengamos en el scaffold debe ser el necesario para
el tipo del tejido que pretendamos sustituir. Ni demasiado grande ni
demasiado pequefio, dependiendo del uso que se le vaya a dar. Los
tamafios de poro grande seran ideales si lo que buscamos es reemplazar
tejido muscular. En cambio, si lo que necesitamos es reemplazar tejido

0seo, se necesitaran tamafios mas pequefos.

Debe tener un alto ratio area-superficie, para facilitar la interaccién entre

las células y la superficie y ayudar al anclaje celular.

La superficie de los scaffolds debe ser la adecuada, tanto topografica
como quimicamente, para permitir y facilitar la adhesion, diferenciacion y

proliferacion celular. Las propiedades quimicas idoneas de la superficie
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ayudaran a la adhesién celular, mientras que las propiedades topograficas

tendran relacidn con el proceso de osteoconduccidén o migracion celular.

» Las propiedades mecanicas de los scaffolds deben ser similares a las del

tejido a sustituir, mientras dure la formacién del mismo.

» Elimplante no debe causar ni molestias ni infecciones al huésped.

» Los scaffolds deben ser quimicamente estables, tanto el scaffold

propiamente dicho, como los productos de su degradacion.

» En caso de que el scaffold tenga fibras, estas deberan tener una
disposicion adecuada para dirigir la orientacion tanto de las células como

del nuevo tejido a formar.

> El éxito de un biomaterial depende, en gran parte, de la union entre el
tejido y la superficie del biomaterial. Tanto la topografia, como el grado de
hidroficidad o hidrofobicidad de la superficie del material serdn muy

importantes en esta union.

» El material ideal para la realizacién de un scaffold debe ser facilmente

reproducible en la forma que sea necesaria.

2.4. TECNICAS DE FABRICACION DE SCAFFOLDS.

Dependiendo de la técnica que utilicemos para la realizacion de los
scaffolds, ademas del polimero y disolvente utilizados, estos poseeran unas

caracteristicas u otras. Aunque algo importante que debemos tener en cuenta es
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gue la técnica de fabricacion utilizada no afecta a las diferentes propiedades que

debe tener, como la biocompatibilidad.

Los materiales utilizados pueden ser naturales o sintéticos, aunque los
materiales que utilicemos deben de estar aprobados por la FDA [84, 85] para su

uso en humanos.

Las propiedades mecanicas de los scaffolds son especialmente
importantes cuando el tejido a regenerar es un tejido duro, como el hueso o el
cartilago. Hay muchas caracteristicas de un scaffold que pueden hacer que las
propiedades mecanicas del mismo sean afectadas. Entre ellas estan la
porosidad, la forma de procesarlo, el peso molecular del material que lo forma,
asi como su cristalinidad. La forma de un scaffold también influye en sus

propiedades mecanicas.

Existen diferentes técnicas de fabricacion de scaffolds. Las principales

utilizadas hoy en dia son [86- 92]:

» Union de fibras (Fiber Bonding): Con esta técnica obtenemos scaffolds en
forma de fibra. Esta técnica de fabricacion es utilizada, también, para la
produccion de suturas biodegradables utilizadas como suturas en
medicina. Mediante esta técnica de fabricacion obtenemos fibras que

poseen una gran porosidad y area.

Una técnica similar es utilizada para la fabricacién de scaffolds con forma
tubular. La eleccion del disolvente, asi como la inmiscibilidad de los
polimeros usados y la diferencia en sus temperaturas de fusion son las

mayores restricciones de esta técnica.
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» Gel casting: El desarrollo de esta técnica vino dado por la necesidad de
evitar los inconvenientes que se encontraron con la de la unién de fibras.
Para la fabricacion mediante esta técnica realizaremos, primeramente una
disolucion con el polimero utilizado, para posteriormente eliminar el
disolvente, con lo que el resultado sera el scaffold. En la mayoria de los
casos, para obtener una porosidad concreta se utilizan porégenos como el

cloruro sédico.

También podemos aplicarle distintos tratamientos térmicos, con lo que
podremos preparar distintos soportes porosos en cuanto a porosidad,

tamafio de poro o cristalinidad, en funcién de su utilizacion.

Mediante esta técnica se pueden obtener scaffolds con forma de
membrana o film, con porosidades superiores al 93%, con una estructura

de poros interconectada.

Esta técnica tiene también limitaciones ya que el scaffold producido es
guebradizo, con lo que dependiendo del uso que le vayamos a dar puede
gue no sea apropiado. Ademas mediante esta técnica no podemos
fabricar scaffolds tridimensionales directamente, ya que obtenemos un
film, con lo que tendremos que laminar o fundir la membrana obtenida

para a adecuarse a la forma necesitada.

» Liofilizacion (Freeze drying): Con este método de fabricacién obtenemos
scaffolds con una porosidad y tamafio de poro variable. Para la
fabricacion inicialmente realizaremos una emulsion con el disolvente
utilizado y el polimero, para posteriormente realizar la liofilizacion de la

emulsion realizada y separar el disolvente del polimero. Mediante esta
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técnica se obtiene una superficie de poro mayor y un tamafio de poro

menaor.

Separacion de fases (Phase separation): Inicialmente este método se
utilizo para resolver el problema de la liberacion de farmacos, para

posteriormente ser utilizado en la fabricacion de scaffolds.

Primeramente se disolvera el polimero en el disolvente a baja
temperatura. Tras esto, enfriamos controladamente la disolucion para
propiciar una separacion de fases liquido-liquido. A continuacion se enfria
para crear un solido bifasico. Entonces el disolvente solidificado es
eliminado mediante un proceso de sublimacién, transformandose el

espacio ocupado inicialmente por el disolvente en los poros.

Laminacion de membranas (Membrane lamination): Mediante esta técnica
obtendremos materiales muy porosos con formas determinadas. Se
produciran inicialmente membranas con la forma necesaria para realizar
el mismo. Posteriormente, tras la obtencion de diferentes capas, iremos
uniendo cada una de las membranas obtenidas, hasta la consecucion de

la forma y tamafio deseado.

Moldeado por fusion (Melt molting): Es un método que tiene ventajas
sobre el método de laminacion. Primeramente introduciremos un
porégeno, gelatina en la mayor parte de los casos, en un molde de teflon.
A continuacion verteremos el polimero en forma de polvo o granza en
dicho molde. Una vez vertido el polimero, calentamos el molde por encima

de la temperatura de fusiéon del mismo. Una vez solidificada la mezcla, la
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separamos del molde, y la introducimos en un medio donde el porégeno

sea soluble, para deshacernos de esta forma del mismo.

Con este método se puede variar la forma del scaffold, asi como su
porosidad y tamafio de poro con facilidad. Ademas se pueden afiadir con
facilidad particulas bioactivas, y se pueden satisfacer los requerimientos

de cualquier tipo de scaffolds.

Extrusion: Este método, a pesar de ser muy utilizado en los procesos
industriales, no esta muy extendido en la fabricacion de scaffolds.
Usualmente se suele utilizar en combinacion con el método de solvent-

casting, para la produccion de scaffolds tubulares.

El principal pardmetro que define este método es la temperatura de
extrusion necesaria. Cuanto mayor es ésta, menor sera la presion para
realizar la misma, a no ser que las temperaturas de extrusion utilizadas

sean muy elevadas.

Impresion 3D (3D printing): Mediante este método se pueden crear
scaffolds tridimensionales con formas muy complejas. Pertenece a la
familia de las técnicas conocidas cono SFF (Solid Freform Fabrication),
entre las que se encuentran también la estereolitografia y el laser

sintering.

Para realizar un scaffold mediante esta técnica se depositara inicialmente
un aglutinador mediante la impresion del mismo. Posteriormente
introduciremos el polimero en forma de polvo en un cilindro, y se

espolvoreara el mismo sobre el aglutinador. Este proceso se repetira
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hasta que el scaffold que queramos construir esté acabado. La forma del
aglutinador impreso la controlaremos mediante un disefio CAD/CAM
previamente realizado. Si queremos aumentar la porosidad del scaffold
podemos incorporar materiales porégenos como el cloruro de sodio.
Ademas los poros que aparecen en los scaffolds realizados mediante este

meétodo son longitudinales e interconectados.

Saturacion con gas (Gas foaming): Con esta técnica de fabricacion se
crean soportes porosos sin la necesidad de utilizar disolventes organicos,
con las ventajas que esto conlleva. En el proceso de fabricacion mediante
saturacion con gas, se comprime inicialmente el polimero a utilizar, para
posteriormente exponerlo a dioxido de carbono (CO,) a alta presion, que

dara lugar a la formacion de poros.

Esta técnica se utiliza en muchas ocasiones en combinacién con la de
arrastre de particulas, que consiste en la eliminacion de los pordégenos

utilizados mediante disolucién de los mismos.

Espumas de materiales compuestos polimero/material ceramico (Polymer/
ceramic composite foams): En esta técnica se afaden elementos
ceramicos al polimero, para mejorar las propiedades mecanicas del
scaffold resultante. Para ello se introducen unas fibras del material

compuesto con un pordgeno en una disolucion realizada con el polimero.

La técnica también se puede llevar a cabo realizando una emulsién con el
disolvente, el polimero y las fibras, para posteriormente retirar el

disolvente mediante la técnica de liofilizacion.
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» Polimerizacion in situ: En todas las técnicas vistas hasta ahora, la
fabricacion del scaffold se realizaba fuera del cuerpo receptor del mismo.
En algunos casos, como en el caso de la cirugia ortopédica Osea, es
necesario realizar la restauracion inmediatamente e in situ. Para esto, se
inyecta el polimero en forma de liquido o cemento en el miembro a

restaurar, pudiendo modelarlo con la forma que sea necesaria.

> Electrohilado (Electrospinning): Para la realizacion de scaffolds mediante
esta técnica se aplica un campo eléctrico con un alto voltaje, de entre 1y
10 KV entre un capilar metélico que contiene la solucién polimérica y el
electrodo colector. Mediante esta técnica se puede cambiar la porosidad y

el tamarfio de scaffold con facilidad.

2.5. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA DEGRADACION.

La degradacion es un factor muy importante a tener en cuenta a la hora
de la eleccién del material para la fabricacion de un scaffold, ya que la velocidad

de degradacion debe ser muy similar a la velocidad de formacién del tejido.

La degradacion de cualquier polimero depende de varios factores, sobre
los cuales podremos actuar, y de esta forma adecuaremos el scaffold a las
necesidades del tejido que va a reemplazar. Los factores que afectan a la

degradacion son [94]:
» El peso molecular del polimero utilizado.

» La cristalinidad inicial del polimero.
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» Laformay el tamafio del scaffold, asi como el tamafio del poro del mismo.

» La composicion de los materiales con los que se realice el polimero, es

decir, si es un polimero o un copolimero.

» La temperatura y el pH del ambiente en el que se degrada también es

importante.

» La hidroficidad o hidrofobicidad del polimero usado.

» La estructura quimica del mismo.

Ademas, la técnica utilizada en la realizacién del scaffold también tiene

influencia en la degradacion del polimero.

Una perfecta comprension de la cinética de degradacion de los scaffolds es
muy importante, ya que la velocidad de degradacion debe ser similar a la
velocidad de formacién del tejido para no poner en peligro el mismo. En caso de
gue la velocidad de degradacion del scaffold sea mayor que la velocidad de
formacioén del tejido, no solo pondriamos en peligro la estabilidad estructural del
tejido en formacion, sino que podria causar una acumulacién de productos de
degradacion, produciendo una respuesta inflamatoria en los tejidos circundantes

[95].
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3. TECNICAS EXPERIMENTALES

3.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC).

La calorimetria diferencial de barrido, o DSC, es una técnica de analisis
térmico en la cual la diferencia de calor transmitido entre una muestra y una
referencia es medida en funcion de la temperatura. Esta técnica fue
desarrollada por E.S. Watson y M.J. O'neill en 1962. Tan solo dos afios

después aparecio el primer equipo de medida [1].

El analisis térmico se ocupa de la medida de los cambios ocurridos en las
propiedades fisicas o quimicas en funcion de la temperatura, detectando de
esta forma, en los elementos analizados fenébmenos fisicos, como la fusion o
la cristalizacién, asi como reacciones quimicas, como la oxidacion o la
degradacion.La calorimetria diferencial de barrido mide las temperaturas y los
flujos de calor asociados a transiciones, en funcion del tiempo y la

temperatura [2-5], representandolos en un termograma.

Segun la norma ASTM E 473, la definicion de DSC es la siguiente: “la
calorimetria diferencial de barrido es una técnica que mide la diferencia de
energia entre un material y una referencia en funcion de la temperatura,
cuando se someten tanto al material como a la referencia a un programa

controlado de temperatura”.

El DSC proporciona una importante informacion que se puede emplear
para caracterizar materiales, disefio de productos, seleccionar los mejores
materiales para una aplicacion especifica, predecir las prestaciones de un

producto, optimizar las condiciones de un proceso, y mejorar la calidad.
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En la Figura 3.1 se presenta el diagrama de la seccién recta de la célula
DSC estandar. La célula se basa en un disefio de "flujo de calor" que emplea
un disco de constantan como medio principal de transferencia de calor a la
muestra y referencia de posicion. La muestra contenida en un crisol metélico,
en la mayor parte de los casos aluminio, y la referencia (un crisol vacio) se
colocan en una plataforma elevada que tiene el disco de constantan.
Conforme se transfiere calor al disco, se mide la diferencia de flujo de calor
entre la muestra y la referencia mediante los termopares formados por la
union del disco de constantan y las obleas de cromel que estan en la cara
opuesta de la plataforma. Esta medida continua y directa de la temperatura de
la muestra significa una gran repetitividad en las temperaturas de las
transiciones y una precision no disponibles en ningun otro disefio de DSC de
flujo de calor o de compensacion de energia que determinan la temperatura
de la muestra mediante célculo. La temperatura del ambiente que rodea la
muestra se controla mediante un sofisticado control de temperatura de
retroalimentacion (feed-back) programado con su propio sistema de termopar

colocado en el bloque de calentamiento.

Esto permite que la temperatura de la muestra se mantenga constante o
suba o baje a una velocidad preprogramadas. Es necesario un ambiente
uniforme y térmicamente estable que asegure una excelente planitud de la
parte central de la curva de referencia y una excepcional sensibilidad (relacién

sefall/ ruido).

La técnica permite obtener precisiones cercanas al 0,1% en la medicion
de calor y de 0,05 °C para la temperatura, con ratios de calentamiento entre

los 0,1 y 200 °C por minuto, y rangos de temperatura desde -180 hasta725 °C,
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ademas, si bien la sensibilidad térmica es dificil de estimar, se pueden

observar efectos tan pequefios como 1,0 pJ.s'l.

— Camara Dinamica de la Muestra

—Capsula de Referencia
‘/‘_"—_\ Capsula de la Muest

} ’Entrada de Gas de Purga
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Alambre de Alumel Il Termopar
Alambre de Cromel Disco Termoeléctrico

(Constantan)

Figura 3.1. Seccion recta de la Célula DSC.

En un DSC de “flujo de calor”, la muestra del material, encapsulado, se
coloca junto a otra capsula vacia, utilizada como referencia en unos discos
termoeléctricos en un horno. A medida que la temperatura del horno va
variando, normalmente de forma lineal, el calor se transfiere a la muestra 'y a
la referencia a través de los discos termoeléctricos. La diferencia entre el flujo
de calor de la muestra y el de la referencia es medida mediante unos

termopares usando la equivalencia térmica de la ley de Ohm.
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q=AT/R (3.1)
donde q es el flujo de calor de la muestra.
AT diferencia de temperatura entre la muestra y la referencia.
R la resistencia del disco termoeléctrico.

Esta simple relacién no tiene en cuenta, sin embargo, los flujos de calor
externos a través del sensor, o entre el sensor y la capsula de la muestra. El
sensor de la célula consta de un cuerpo separado con plataformas elevadas
para contenerla muestra y la referencia. Las plataformas estan conectadas al
bloque de calentamiento (base) por tubos de paredes finas que crean
resistencias térmicas entre las plataformas y la base. Detectores de area
(termopares) en la parte inferior de la plataforma miden la temperatura de la

muestra y de la referencia. Un tercer termopar mide la temperatura en la base.

3.1.1. Preparacion de muestras.

Para los ensayos de calorimetria hemos utilizados cédpsulas de aluminio
del tipo Tzero donde se introduce una cantidad de entre 4 y 11 miligramos de

muestra.

Las caracteristicas térmicas de los polimeros se determinaron mediante
un calorimetro diferencial de barrido (DSC, Q200 de TA Intruments) equipado
con un enfriador, empleandose como gas de purga nitrégeno, con el fin de evitar

la degradacion termo-oxidativa de las muestras durante los experimentos.
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Figura 3.1. C4psulas utilizadas en el DSC.

Las muestras se someten a un calentamiento desde -20 °C hasta 150 °C,
con una velocidad de 10 °C/ minuto, y a continuacibn a un proceso de
enfriamiento hasta -20 °C, con una velocidad de 20 °C/ minuto, para finalizar con
un calentamiento hasta la temperatura de 150 °C y con una velocidad de 10 °C/

minuto.

Tras estos ciclos de calentamiento y enfriamiento obtenemos los
termogramas de los cuales, tras su analisis, extraemos las entalpias de fusion,
la temperatura de fusién y temperatura de transicion vitrea. Con las entalpias de

fusién podremos calcular la cristalinidad usando la siguiente férmula:

%C=1L x 100 (3.1)
0
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siendo:

%C el tanto por ciento de la cristalinidad del scaffold.

Aht la entalpia de fusion del scaffold

Ahg la entalpia de fusién de un polimero que sea 100 % cristalino, para el cual

utilizaremos los valores 136 J/ g [6, 7] para el PCL y 93 J/ g [8- 10] para el PLLA.

Figura 3.2. Prensa utilizada para el cierre de las capsulas.
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Figura 3.3. DSC Q-200.

Se recomienda utilizar como gases de purga aire, argoén, helio, nitrégeno

u oxigeno.

3.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM).

El funcionamiento de un microscopio electronico de barrido se basa en
la formacién de una imagen de barrido, obteniendo de esta forma informacion
sobre la superficie de la muestra, o para muestras mas gruesas de las

estructuras cercanas a la superficie [11].
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Su funcionamiento bésico se basa en enviar un haz de electrones sobre
la muestra que queremos observar, y comprobar la interaccién entre ambos
mediante los detectores adecuados. Al bombardear la superficie de un sdlido
con un haz electronico tienen lugar varios fenémenos, tales como la emision
de una parte de la radiacién incidente, o como la emision de luz o electrones
secundarios. La imagen se crea utilizando la sefal obtenida por un detector de
los electrones secundarios obtenidos. Los electrones secundarios son
electrones con poca energia, ya que disponen de menos de 50 eV de energia.
Estos, al interaccionar con la materia sufren mayor dispersion que los haces
de luz, y al ser ésta mayor y la penetracion de los electrones muy pequefia,
los haces de electrones no llegaran a la superficie de la muestra a analizar.
Para evitar dicha dispersion los microscopios electronicos deben liberar el
camino que deben seguir los electrones hasta la muestra. Para ello es
necesario que exista el vacio, asi como un sistema que garantice el mismo

dentro de la columna. Este vacio deberd ser como minimo de 107 Pa.

Un microscopio electronico de barrido esta compuesto por [12]:

> Un cafdn de electrones o emisor de electrones. Los electrones que
formaran el haz que enviamos sobre la muestra se deben generar con un
emisor adecuado. En la mayoria de los casos este emisor se trata de un
filamento de wolframio. Hoy en dia es también cada vez mas utilizado un
emisor de hexaboruro de lantano (LaBg), que tiene ventajas e inconvenientes
con respecto a los filamentos de wolframio. En el campo de las ventajas se
encuentran la mayor duracion y brillo. Como inconveniente principal destaca la

necesidad de un vacio mas alto para poder trabajar con él.
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También podemos emplear un cafidon de electrones basado en el efecto
de emision de campo. Si lo comparamos con las anteriores técnicas esta
Ultima es capaz de producir una mayor densidad de corriente. El problema
gue plantea es el pequefio tamafio de la zona emisora, con lo que Unicamente
resulta Gtil para trabajar con imagenes producidas por electrones secundarios.

> Un sistema de lentes magnéticas, situadas en la columna, que son
las encargadas de direccionar los electrones, ya que una vez producidos los
electrones necesitamos producir un haz fino para enfocarlo sobre la muestra.
Para ello utilizamos un conjunto de lentes magnéticas convencionales, que
mediante la utilizacion de campos magnéticos son capaces de redireccionar y
producir el haz necesario. En la columna, en la que estan situadas estas
lentes magnéticas tiene que existir el vacio, como hemos comentado
anteriormente, para que el haz de electrones llegue sin problema a la
superficie que queremos estudiar.

> Un sistema de barrido, para que el haz de electrones formado
realice el recorrido del barrido sobre la superficie de la muestra. Esto se
consigue mediante la interaccion de distintos campos magnéticos con el haz
electronico.

> Un sistema adecuado de deteccion. Cuya funcion es la de recoger
las sefiales que produce la interaccion del haz electronico con la muestra,

para formar asi la imagen resultante del barrido.

El resultado del estudio de la muestra, y de la interaccion del haz de

electrones con la misma producira una imagen o micrografia.
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3.2.1. Preparacion de muestras.

Figura 3.5. Muestras metalizadas
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Las muestras fueron recubiertas con una fina capa de oro de una micra
aproximadamente mediante la técnica de sputtering y en alto vacio para que
fueran conductoras. Se colocaron en un portamuestras pegandolas con una cinta

adhesiva de grafito por las dos caras, que ademas es conductora.

El SEM utilizado para obtener las micrografias es de la casa comercial

JEOL JSM-6400.

Figura 3.6. Metalizador.

3.3. CROMATOGRAFIA DE PERMEACION DE GEL (GPC).

La cromatografia de permeacion de gel o Gel Permeation Cromatography

(GPC) en una técnica cromatografica de exclusion por tamafio o Size

69



3. TECNICAS EXPERIMENTALES

Exclusion cromatography (SEC) que nos posibilita conocer la distribucién de
pesos moleculares promedio en peso (My), el peso molecular promedio en
namero (M) y el indice de polidispersidad (I=M,/ M;) de un polimero. Se trata
de una cromatografia de columna, en la que la fase movil es el polimero en
disolucién, generalmente se utiliza tetrahidrofurano (THF) como disolvente,
gue se hace fluir a través de una columna rellena con un gel microporoso con
una distribucion de poros perfectamente definida, y cuya eleccién dependera
de la resolucién y el peso molecular del polimero a fraccionar, que constituye

la fase estatica.

El gel tiene la funcidén de tamiz molecular, y separa las macromoléculas en
funcién de su tamafio, teniendo las moléculas de mayor tamafio acceso
Unicamente a los poros mayores eluyendo antes, mientras que las de menor
tamafo se quedan retenidas en el gel tardando mas tiempo, produciéndose de
este modo una elucion gradual en funcion del tamafio molecular de mayor a
menor tamafo, pudiendo detectarse, mediante un detector adecuado la
concentracion del polimero, como podemos observar en la Figura 3.5. De este
modo podemos relacionar la concentracion y el peso molecular, o que nos

permite determinar la distribucion de pesos moleculares de la muestra.

El equipo utilizado consta de dos columnas, siendo una la de referencia y
haciendo circular por la otra la muestra. Las muestras eluidas se detectan
mediante un sensor, habitualmente un refractometro diferencial, que realiza la
comparacion entre la muestra de referencia y la muestra problema, lo que nos
permite obtener un cromatograma con informacion sobre los pesos

moleculares.
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En realidad lo que medimos mediante esta técnica es el volumen eluido
(Ve), mediante el cual calculamos los pesos moleculares (M) que

corresponden a dicho volumen, aplicando la siguiente ecuacion:

LogM=A-B.Ve (3.2)

siendo Ay B constantes que dependen del polimero y disolventes utilizados,

temperatura o cromatografo usado.

Antes de utilizar el equipo deberemos calibrarlo, pudiéndose utilizar para
ello una serie de patrones de muestras monodispersas del mismo polimero
que estamos utilizando o utilizando muestras con una distribucion de pesos
moleculares conocida. El sistema utilizado es el calibrado universal, que se
basa en la separacién por tamafios moleculares, por lo que sera posible
obtener una relacion entre el volumen de elucién y tamafio molecular,

independiente del polimero utilizado.

El volumen hidrodinamico (Vy) de una macromolécula se mide mediante

su viscosidad intrinseca (n):

Vu=[n]M (3.3)

Se supone que a igual volumen hidrodindmico el volumen de elucion sera
el mismo, a pesar de ser dos polimeros quimicamente distintos. El volumen
hidrodinamico (V) y el volumen de elucion (Ve) se relacionan mediante la

siguiente formula:

log Vi = log ([n]. M) = A — B.Ve (3.4)
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Figura 3.5. Principio de funcionamiento de una columna GPC.

Se debe tener en cuenta que cada columna tendra sus propios limites de

exclusién y permeacion total, lo que nos indicara el tamafio maximo y minimo

gue podran discriminar [13].

3.3.1 Preparacion de muestras.

Se prepar6 una pequefia cantidad de disolucion de polimero en THF y se

almacend en una jeringuilla para poder inyectarla en la columna y medir asi los

72



3. TECNICAS EXPERIMENTALES

tiempos de elucién. La concentracion a utilizar depende principalmente del peso
molecular y viscosidad de la muestra mientras la cantidad puede depender del
equipo, la columna, asi como del caudal utilizado. Se determiné el peso
molecular promedio en peso (M), el peso molecular promedio en nimero (M;) y
el indice de polidispersidad (I= M,/ M,), mediante el uso de un cromatografo de
permeacion de gel (GPC, Perkin Elmer 200). Para ello las muestras fueron
disueltas en tetrahidrofurano (THF) al 2 % y se utilizé un refractometro diferencial
Perkin Elmer 200 como detector. La calibracion se realiz6 de acuerdo a los
estandares del poliestireno con un caudal de 1 ml/ min. Se utilizaron cuatro

columnas Phenogel (Phenomenex) en serie con un tamafio de particula de 5 um.

3.4. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE

FOURIER. (FTIR).

La espectroscopia infrarroja permite identificar los grupos funcionales
presentes en la molécula y las interacciones existentes, lo que posibilita obtener
una caracterizacion orientativa del producto que estamos analizando. Si
quisiéramos determinar la estructura quimica de los compuestos deberiamos

complementar esta técnica con otras como la resonancia magnética nuclear.

La mayoria de equipos de espectrometria infrarroja se basan en el empleo
del interferémetro de Michelson, los principales elementos son: una fuente
luminosa, el propio interferometro y un detector. Como se puede ver en la Figura
3.6, el interferometro de Michelson esta formado por un divisor de haz, que no es
mas que un espejo semirreflejante colocado con una inclinacion de 45° y que

divide el haz emitido por la fuente en dos haces iguales pero perpendiculares.
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Uno de los haces incide sobre un espejo fijo y el otro sobre un espejo mévil que
se puede desplazar a velocidad constante con la ayuda de un motor. Finalmente
los haces se recombinan de nuevo en el divisor creando una interferencia que
serd constructiva o destructiva en funcién de la posicion del espejo movil

respecto al fijo.

espejo

|
? A
L /
firente /_- -‘| espejo
divisor de haz < [ —p|

\J

detector

Figura 3.6. Interferémetro de Michelson.

El haz resultante pasard por la muestra donde se dara una absorcion
selectiva de longitudes de onda y llegara finalmente al detector. El
interferograma obtenido contiene la absorcion completa de la muestra para
cada longitud de onda por la correspondiente disminucién de intensidad
luminosa, o lo que es lo mismo, se capta la radiacion de todo el espectro
simultaneamente, por eso el barrido es tan corto. Este interferograma (Figura
3.7) sera digitalizado y un ordenador desarrollara el célculo de la Tranformada
de Fourier para obtener un espectro de absorbancia o transmitancia de la

muestra problema [14].
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Figura 3.7. Interferograma tipico.

Como interesa el espectro producido Unicamente por la muestra, es
necesario restar el espectro total resultante de la distribucion del fondo (que
depende de la fuente emisora, las caracteristicas del equipo y las impurezas
del ambiente), lo que puede realizarse si justo antes de realizar el espectro de
la muestra se realiza un espectro en blanco (backup) que se resta del

obtenido para la muestra.

3.4.1. Preparacion de las muestras.

La técnica de ATR (Attenuated Total Reflactance) o RTA (Reflexion Total
Atenuada) es la técnica mas utilizada en conjuncion con la técnica de FTIR,
siendo de mucha utilidad para hallar los espectros infrarrojos de muestras que

son dificiles de tratar para someterlas a un analisis FTIR.
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Esta herramienta nos permite hacer analisis tanto cualitativos como
cuantitativos sin practicamente necesidad de preparacion y con una alta
velocidad. Debido a la limitada penetracion de la onda en la muestra, ésta
debe estar en contacto con el prisma, encontrando en el accesorio ATR,

elementos para aplicar presion de la muestra sobre el prisma.

Figura 3.8. Accesorio ATR.

La gran ventaja que tiene esta técnica es la escasa preparacion requerida
para las muestras a analizar, Unicamente teniendo que asegurar que el

contacto entre la muestra y el prisma es correcto.
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Muestra en contacto con el

/ haz reﬂejado

\ Haz IR \ Cristal ATR

Al detector

Figura 3.9. Esquema de funcionamiento del ATR.

Los espectros infrarrojos han sido realizados con un FTIR Thermonicolet
Avatar 370, utilizando un ATR con un cristal de ZnSe. Se realizaron 32
repeticiones del escaneado entre las longitudes de onda de 4000 y 650 cm™, con

una resolucién 4 cm™.

3.5. PROPIEDADES MECANICAS.

Las propiedades mecanicas pueden definirse como aquellas que tienen
gue ver con el comportamiento de un material bajo fuerzas aplicadas [15]. Estas
se expresan en términos de cantidades que son funciones del esfuerzo o de la
deformacion o ambas simultaneamente. Las fundamentales son la resistencia, la
rigidez, la elasticidad, la plasticidad y la capacidad energética. La resistencia de
un material se mide por el esfuerzo segun el cual desarrolla alguna condicién
limitativa especifica, siendo las principales condiciones limitativas o criterios de

falla la terminacion de la accion elastica y la rotura [16].

77



3. TECNICAS EXPERIMENTALES

Tres factores se encuentran involucrados en la definicion de la manera en
gue la carga se aplica: la clase de esfuerzo inducido, la velocidad a la cual la se
aplica la carga y el numero de veces que es aplicada. Existen cinco tipos
primarios de cargas en los ensayos mecdanicos; segun lo dictado por la condicion

de esfuerzo a inducir: tension, compresion, corte directo, torsion y flexion.

Con respecto al ritmo segun el cual se aplica, los ensayos pueden
clasificarse en tres grupos. Si la carga es aplicada durante un periodo de tiempo
relativamente corto, pero con lentitud suficiente para que pueda considerarse
gue la rapidez del ensayo tenga un efecto practicamente despreciable sobre los

resultados, el ensayo se denomina estético.

Si la carga es aplicada muy rapidamente de modo que el efecto de la
inercia y el factor tiempo queden involucrados, los ensayos se llaman dinAmicos.
Si la carga es sostenida durante un largo periodo, el ensayo se denomina de

larga duracion.

Con respecto al numero de veces que la carga es aplicada, los ensayos
pueden clasificarse en dos grupos: En el primer grupo, el cual incluye el mayor
namero de ensayos realizado, una sola aplicacion de carga constituye el ensayo.

En el segundo grupo, la carga se repite muchas veces, millones si es necesario.

3.5.1. Preparacion de muestras.

La medicion de las distintas propiedades mecanicas se ha realizado en

una maquina de medicion universal INSTRON modelo 4502(Reino Unido). Los
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soportes porosos fueron cortados en discos de 11 mm de didmetro, con un
espesor de 2 mm. El médulo de compresion se defini6 como el modulo lineal
inicial, y el limite elastico se determino mediante la interseccion de dos tangentes

de la curva tension-deformacion alrededor del limite de elasticidad.
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4. MATERIALES

Para realizar los soportes porosos de este estudio, hemos utilizado
dos polimeros: la poli-L-lactida y la poli-e-caprolactona. La poli-L-lactida o
PLLA, tiene menos de un 0,01 % en contenido residual de disolvente, y
menos de un 0,1 % de mondmero residual y ha sido suministrada por la
casa Biomer L 9000 (Alemania). En lo referente a la poli-e-caprolactona
fue proporcionada por la casa PURAC BIOMATERIALS PURASORB
(Holanda).

Ambos polimeros fueron purificados disolviéndolos en cloroformo
antes de su utilizacion. Podemos observar sus pesos promedios en
namero, asi como en peso, ademas del indice de polidispersidad de los

mismos, calculados mediante GPC en la Tabla 3.1.

Polimero M My I =M/Mp,
PLLA 95680.8 1419408 14835
PeCL 79760 130490 1.636

Tabla 4.1. Pesos moleculares promedio en namero y promedio viscoso e

indices de polidispersidad de los polimeros utilizados.

En la realizaciéon de la disolucién de los polimeros hemos utilizado
1,4 dioxano, cloroformo y agua destilada en diferentes proporciones. El
1,4 dioxano estad estabilizado con 22 ppm de BHT (Butilhidroxitolueno),

con un maximo del 0,5 % y un peso molecular de 119,38 g/ mol. El
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cloroformo, triclorometano o tricloruro de etilo se ha estabilizado con
etanol, con un maximo de 0,2 % y un peso molecular de 88,11 g/ mol. El
agua destilada tiene un peso molecular de 18,016 g/ mol. Todos los
disolventes han sido suministrados por la casa PANREAC S.A. de

Barcelona y destilados antes de su utilizacion.

También hemos utilizado nanohidroxiapatita como agente bioactivo,
tiene un tamafio menor de 200 nm, y un peso molecular de 502,31 g/ mol
y ha sido suministrada por la casa ALDRICH-CHEMISTRY de SIGMA —

ALDRICH.

Para realizar la degradacion se utilizd una solucién tampon salina
(PBS) suministrada por FLUKA ANALYTICAL (SIGMA ALDRICH, EEUU)

con un pH de 7,2.
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Para realizar este estudio, hemos realizado scaffolds con dos tipos de
polimeros diferentes, la policaprolactona (PCL) y la poli-L-lactida (PLLA)

utilizando la técnica de separacion de fases inducida térmicamente (TIPS).

Inicialmente, para determinar las condiciones oOptimas de fabricacion se
han realizado los scaffolds con un 2.5 % de polimero en relacion a la cantidad de
disolvente usado, en proporcion peso/ volumen. Para la fabricacion de los
soportes porosos hemos utilizado los disolventes 1,4 dioxano asi como
cloroformo, usando estos tanto puros, como con un 1, 2, 5y 10 % de agua
destilada respectivamente. Ademas, antes de someter los scaffolds al proceso

de liofilizacion hemos templado las muestras a -60, -15y 0 °C.

Para estudiar la degradacion in vitro de los scaffolds, hemos fabricado los
soportes porosos con nanohidroxiapatita con un 0, 10, 30 y 50 %, en referencia
al polimero utilizado. La concentracion del polimero en la disolucion sera del 2,5

% en relacion peso/ volumen.
El proceso de fabricacion ha sido el siguiente:

1. Se disolvié la cantidad de polimero necesaria. Para ello se introdujo el
polimero en un matraz esférico, y sometimos la mezcla a agitacion.
Ademas, mientras la misma se agitaba, la calentamos a 50 °C, para
ayudar a su disolucién. Este proceso dur6 dos horas aproximadamente.
Para los scaffolds fabricados con agua destilada, la hemos vertido en el
matraz en la Ultima parte del proceso de agitacién, gota a gota, hasta

completar la cantidad necesaria.
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Figura 5.1.Preparacion del scaffold.

2. Transcurridas dos horas, cuando la disolucion es ya homogénea
rellenamos un molde de aluminio con ella.
Si el scaffold lleva nanohidroxiapatita, antes de verter la disolucién en el
molde, se debe introducir en el mismo la cantidad necesaria. Para
conseguir una distribucibn homogénea de la nanohidroxiapatita en el
soporte poroso, hemos usado un sonicador, donde permanecio alrededor

de cinco minutos.
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Figura 5.2. Sonicador usado.

3. A continuaciéon se mete el molde con la disolucibn homogeneizada en el
liofilizador, donde permanecera durante varios dias. De esta forma se
elimina el disolvente existente en el scaffold por sublimacion, el espacio
ocupado por el disolvente seran los poros de la espuma polimérica

fabricada.

5.1. SEPARACION DE FASES INDUCIDA TERMICAMENTE. LIOFILIZACION.

El proceso denominado TIPS (Thermally Induced Phase Separation)
consiste en disminuir la temperatura de una solucion polimérica hasta inducir una
separacion de fases, es decir, una fase que tiene una alta concentracion de
polimero y otra fase que tiene una baja concentracién del mismo. Después se
retira el disolvente (por extraccién, evaporacion o sublimacién) y el espacio

ocupado por el mismo se convertira en los poros del scaffold fabricado. Se trata
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de un proceso que requiere de dos etapas: la separacion de fases en si y la

eliminacion del solvente.

La morfologia de los poros obtenidos variara como vamos a comprobar
dependiendo del polimero, del disolvente, de la concentracion de polimero en la

solucion, asi como de la temperatura de temple [1].

Dependiendo de la temperatura a la que ocurra la separacion de fases,

tendremos dos tipos [2]:

-Separacion sélido-liquido: Si al bajar la temperatura el solvente cristaliza, el
polimero se vera expulsado del frente de cristalizacién y hablaremos de una
separacion solido-liquido. En este caso la progresion del frente de cristalizacion

del solvente definira la principal orientacién de poros.

-Separacion liquido-liquido: Esta separacion tendra lugar cuando la temperatura
de cristalizacion del solvente sea mas baja que la temperatura de separacion de
fases de la solucion polimérica. En este caso pueden ocurrir dos tipos de

separacion de fases [3, 4] al enfriar la solucién polimérica:

a) Entre las curvas binodal y espinodal del diagrama de fases se dara
un fendbmeno de nucleacién y crecimiento. Las particulas pequefias
al tener un area superficial mas grande seran menos estables, por
lo que tenderan a disolverse y formar particulas mas grandes
(fendbmeno de coalescencia). El resultado sera una estructura mas

dispersa.
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b) Debajo de la curva espinodal la solucion polimérica tendera a una
separacion de fases liquido-liquido espontanea (descomposicion

espinodal). Obtendremos una red interconectada de dos fases.
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Figura 5.3. Diagrama de fases de una solucion polimérica.

Para la realizacion de nuestros andamios poliméricos nos interesaba la
consecuciéon de una red de poros interconectada y lo mas regular posible, por lo

gue trabajamos con una separacién de fases solido-liquido.

5.1.1. Liofilizacién.

La liofilizacion es un proceso en el cual se deshidratan los productos a

baja presién y temperatura. En los otros procesos de deshidratacién esta se
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realiza evaporando la humedad, en cambio con la liofilizacion, al trabajar a baja
presion y temperatura, dicha deshidratacion se realiza mediante sublimacion del

agua desde el estado solido, con lo que la humedad debe estar en este estado.

La técnica de la liofilizacion se desarrollo en los procesos industriales a
partir de los aflos 50, aunque esta técnica era ya utilizada por los Incas,
aprovechando las bajas presiones y temperaturas existentes en Los Andes. Es
un proceso de freeze-drying o congelacién desecacion, que consiste en desecar
una sustancia o producto, mediante sublimacién, para lo que sometemos la
sustancia a un alto vacio, suministrando, en muchas ocasiones, calor a la
muestra. De esta forma es posible eliminar la humedad de una sustancia,

evitando el deterioro debido al recalentamiento.

El proceso de sublimaciéon consta de dos etapas:

12 etapa: Congelacion. Etapa de congelacion inicial. La duracion de esta
etapa depende de varios factores, como la cantidad y concentracion del
producto. Una congelacién adecuada al producto a liofilizar es basica para que
éste presente un buen aspecto, que sus propiedades originales se conserven,
asi como que permita que la rehidratacion sea rapida. La velocidad de
enfriamiento es importante, ya que determina el tamafio de los cristales
formados por el disolvente, lo que también definira el tamafio de los poros. Si la
congelacion es rapida se produciran cristales pequefios, con lo que ser4d mas
dificil eliminar el disolvente existente. Si la velocidad de congelacion es lenta, los

cristales producidos tendran mayor tamafio.
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22 etapa: Secado. Se realizara a bajas presiones, para que la sublimacién
tenga lugar. Este secado se produce en dos fases, siendo la primera de
desecacion primaria, y la segunda de desecacidén secundaria. Para que ocurran

estos fendmenos, el disolvente debe de encontrarse en estado solido.

En la primera fase, llamada de desecacion primaria o sublimacion, el
material congelado es sometido al vacio para que tenga lugar la sublimacion. En
este momento es cuando ocurre la eliminacién de la mayor parte del disolvente
presente en el producto. En esta fase debemos tener cuidado al modificar los
paradmetros de presion, temperatura y tiempo, ya que al estar los tres parametros
relacionados, al variar alguno de ellos modificaremos también los otros. Esta
fase finaliza en el momento que se ha sublimado la dltima porcion de hielo

existente en la muestra.

En la segunda fase de desecacion secundaria o resorcion se eliminan las
Ultimas trazas de disolvente que puedan existir en el producto, realizandose la
resorcion del disolvente adsorbido por la superficie de la muestra. La
temperatura que se alcanzard en esta fase sera inferior a la temperatura de
desnaturalizacién del producto. Tras esta, se logra una humedad final en el
producto menor del 1 %, y se le puede suministrar energia a la muestra en forma
de calor, para ayudar a la eliminacion del disolvente restante, que se puede
realizar por conduccion, conveccién o radiacién. Es importante en esta fase
lograr las condiciones de presion que permitan la eliminacion de las cantidades
residuales de disolvente que permanezcan en el producto. Para que la
sublimacién tenga lugar el producto debe encontrarse con unas caracteristicas
de temperatura y presion parcial inferior al punto triple del disolvente que

deseemos eliminar.
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Figura 5.4. Liofilizador Telstar lyoquest -85.

5.2. Estudio de la degradacion in vitro y caracterizacion de muestras.

Una vez finalizado este proceso dispusimos de los scaffolds necesarios para

realizar el estudio de la degradacion in vitro.

Figura 5.5. Scaffolds resultantes tras el proceso de liofilizacién.
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Las muestras fueron cortadas en trozos rectangulares de unos 0,5 cm?y
peso similar, en torno a los 20 mg. Tras ser pesadas se introdujeron en tubos de
ensayo idénticos que contenian 10 ml de soluciéon tampén salina (PBS),
sumergiéndolas por completo. La degradacion tuvo lugar en una estufa

termostatizada a 37 °C y en condiciones estaticas.

Figura 5.6.Degradacion in vitro en la estufa a 37°C.

Transcurridos los periodos de degradacion establecidos (1, 2, 3, 4,6y 8
semanas para las muestras de PLLAy 1, 2, 3, 4, 6, 8,12 y 16 semanas para las
de PCL), las muestras eran extraidas, se les retiraba cuidadosamente la
humedad superficial y eran pesadas para determinar la absorcién de agua.
Finalmente las muestras se dejaron secar varias semanas durante las cuales
fueron regularmente pesadas hasta que su peso se estabiliz6. Asi se pudo

determinar el peso en seco tras la degradacion.
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5.2.1 Absorcién de agua y pérdida de masa.
El porcentaje de agua absorbida (W,%) se calculé6 mediante la siguiente

ecuacion:

W, % = % x 100 (5.1)

a
donde W, es el peso de la muestra tras retirar el agua superficial y W, es el peso

residual de la muestra seca después de la degradacion.

El porcentaje de pérdida de masa (W %) se estim6 mediante la siguiente

ecuacion:

Wo—Wy

W, % = X 100 (5.2)

0

donde Wy es el peso inicial de la muestra.

5.2.2. Porcentaje de porosidad.

La picnometria de mercurio es una técnica que nos permite calcular la
porosidad de cada una de las muestras. La técnica consistid6 en sumergir el
andamio en un recipiente lleno de mercurio y medir el volumen de mercurio
desplazado, que sera igual al volumen de la probeta. Para ello primero se pesé
el andamio y después se sumergi6 en el vaso lleno de mercurio con la ayuda de
una pieza metdlica. Se peso el volumen de mercurio desplazado por el andamio
mediante una balanza. Conocida la densidad del mercurio (pne= 13,57 g/cm®) y
su peso calculamos el volumen de mercurio (Volys). El volumen desplazado de
mercurio era igual al volumen de la muestra en cuestion. De este modo conocido

el peso del andamio podemos calcular su densidad.
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Pa= Ma/ Volug (5.3)

Conocida la densidad del andamio, asi como la densidad del polimero, se

calcula el porcentaje de porosidad de acuerdo a la siguiente ecuacion:

%P= (1-pa/pp) X 100 (5.4)

donde %P es el porcentaje de porosidad.

5.2.3. Cromatografia de permeacion de gel (GPC).

Esta técnica nos permite determinar el peso molecular promedio viscoso
(My), el peso molecular promedio en nimero (M,) y el indice de polidispersidad
(I=My/ Mp) mediante el uso de un cromatégrafo de permeacion de gel (GPC).
Para ello las muestras se disolvieron en tetrahidrofurano (THF) al 2% y se utilizé
un refractometro diferencial PERKIN ELMER 200 como detector. La calibracién
se realizé de acuerdo a los estandares del poliestireno con un caudal de 1
ml/min. Se utilizaron cuatro columnas Phenogel (Phenomenex) en serie con un

tamafo de particula de 5 pum.

5.2.4. Propiedades mecanicas.

La medicion de las propiedades mecanicas se ha realizado en una
maquina de medicion universal INSTRON modelo 4502(Reino Unido). Los
scaffolds fueron cortados en discos de 11 mm de diametro, con un espesor de 2
mm. El modulo de compresion se definio como el médulo lineal inicial, y el limite
elastico se determino mediante la interseccion de dos tangentes de la curva
tension-deformacion alrededor del limite de elasticidad.
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5.2.5. Variacion del pH.

Tras el periodo de degradacién correspondiente se realizo la medicion del
pH del PBS sobrante en el tubo de ensayo. Las variaciones en el pH de la
solucion tampon fueron determinadas utilizando un pH-metro PCE 228

(Instrumentos PCE, Espafia) y corregidas por temperatura.

5.2.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Las caracteristicas térmicas de los polimeros se determinaron mediante
un calorimetro diferencial de barrido (DSC, Q200 de TA Intruments) equipado
con un enfriador. Se utilizaron muestras de entre 4 y 11 mg que fueron
encapsuladas en crisoles de aluminio del tipo Tzero. Como gas de purga se
empled nitrogeno con el fin de evitar la degradacion termo-oxidativa de las
muestras durante los experimentos. Los barridos comprendieron temperaturas
de -20 a 150 °C con ratios de calentamiento de 10 °C/min y ratios de

enfriamiento de 20 °C/min.

5.2.7. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Se regqistrd el espectro de absorcién en el infrarrojo de las muestras
mediante un Espectrémetro de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR,
Thermo Scientific Nicolet Avatar 370), equipado con un accesorio de reflectancia
total atenuada (ATR, Pike Smart MIRacle) y un cristal de ZnSe. Se realizaron

barridos entre 4000 y 650 cm™ a una resolucién de 4cm™.
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Para la obtencién de los espectros IR por medio de ATR lo Unico que
tenemos que hacer es asegurarnos que la muestra a analizar esté en estado
so6lido, como es nuestro caso, y que el contacto entre la muestra y el cristal del
ATR sea Optimo. Para ello usaremos un accesorio que incluye el ATR para

facilitar esta labor.

5.2.8. Microscopia electronica de barrido (SEM).

La morfologia de los andamios se evalu6 mediante el uso de un
microscopio electrénico de barrido (SEM, HITACHI S-3400N, Tokio, Japén).
Antes del andlisis las muestras fueron metalizadas con una fina capa de oro en

un metalizador EMITEC K550X a 1200 Vy 5 mA.

La Tabla 5.1 recoge la composicion de las muestras fabricadas, asi como

su método de fabricacion y tratamiento térmico empleado.
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COMPOSICION TEMPLE CICLO DE
POLIMERO | CANTIDAD DISOLVENTE CANTIDAD(mI) | CANTIDAD O LIOFILIZACION | POROSIDAD (%)
(mg) nHA (mg) (horas)
PCL 302 1,4 dioxano 12,08 - 0-5 150 >95 %
PCL 276 1,4 dioxano 11,04 - -15 150 >95 %
PCL 167 1,4 dioxano 6,68 - -60 150 >95 %
PCL 203 1,4 dioxano 8,12 - 0-5 174 >95 %
Agua(1%) 0,081
PCL 197 1,4 dioxano 7,88 - -15 174 >95 %
Agua(1%) 0,079
PCL 153 1,4 dioxano 6,12 - -60 174 >95 %
Agua(1%) 0,061
PCL 199 1,4 dioxano 7,96 - 0-5 200 >95 %
Agua(2%) 0,159
PCL 188 1,4 dioxano 7,52 - -15 200 >95 %
Agua(2%) 0,150
PCL 236 1,4 dioxano 9,44 - -60 200 >95 %
Agua(2%) 0,189
PCL 159 1,4 dioxano 6,36 - 0-5 120 >95 %
Agua(5%) 0,318
PCL 211 1,4 dioxano 8,44 - -15 120 >95 %
Agua(5%) 0,422
PCL 150 1,4 dioxano 6 - -60 120 >95 %
Agua(5%) 0,300
PCL 161 1,4 dioxano 6,44 - 0-5 174 >95 %
Agua(10%) 0,644
PCL 184 1,4 dioxano 7,36 - -15 174 >95 %
Agua(10%) 0,736
PCL 177 1,4 dioxano 7,08 - -60 174 >95 %
Agua(10%) 0,708

Tabla 5.1. Composicion de los andamios fabricados.
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COMPOSICION TEMPLE CICLO DE
POLIMERO CANTIDAD DISOLVENTE CANTIDAD CANTIDAD O LIOFILIZACION | POROSIDAD (%)
(mg) (mg) nHA (mg) (horas)

PCL 154 Cloroformo 6,16 - 0-5 150 <50 %

PCL 260 Cloroformo 10,4 - -15 150 <50 %

PCL 405 Cloroformo 16,2 - -60 150 <50 %

PCL 382 Cloroformo 15,28 - 0-5 174 <50 %
Agua(1%) 0,153

PCL 398 Cloroformo 15,92 - -15 174 <50 %
Agua(1%) 0,159

PCL 376 Cloroformo 15,04 - -60 174 <50 %
Agua(1%) 0,150

PCL 311 Cloroformo 12,44 - 0-5 200 <50 %
Agua(2%) 0,249

PCL 154 Cloroformo 6,16 - -15 200 <50 %
Agua(2%) 0,308

PCL 167 Cloroformo 6,68 - -60 200 <50 %
Agua(2%) 0,134

PCL 180 Cloroformo 7,2 - 0-5 120 <50 %
Agua(5%) 0,360

PCL 207 Cloroformo 8,28 - -15 120 <50 %
Agua(5%) 0,414

PCL 175 Cloroformo 7 - -60 120 <50 %
Agua(5%) 0,350

PCL 137 Cloroformo 5,48 - 0-5 174 <50 %
Agua(10%) 0,548

PCL 211 Cloroformo 8,44 - -15 174 <50 %
Agua(10%) 0,844

PCL 153 Cloroformo 6,12 - -60 174 <50 %
Agua(10%) 0,612

Continuacion Tabla 5.1
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COMPOSICION TEMPLE CICLO DE
POLIMERO | CANTIDAD DISOLVENTE CANTIDAD CANTIDAD (°C) LIOFILIZACION | POROSIDAD (%)
(mg) (mg) nHA (mg) (horas)

PLLA 263 1,4 dioxano 10,52 - 0-5 150 >98 %

PLLA 140 1,4 dioxano 5,6 - -15 150 >95 %

PLLA 128 1,4 dioxano 5,12 - -60 150 >90 %

PLLA 165 1,4 dioxano 6,6 - 0-5 174 >98 %
Agua(1%) 0,066

PLLA 230 1,4 dioxano 9,2 - -15 174 >95 %
Agua(1%) 0,092

PLLA 129 1,4 dioxano 5,16 - -60 174 >90 %
Agua(1%) 0,052

PLLA 231 1,4 dioxano 9,24 - 0-5 200 >98 %
Agua(2%) 0,185

PLLA 155 1,4 dioxano 6,2 - -15 200 >95 %
Agua(2%) 0,124

PLLA 175 1,4 dioxano 7 - -60 200 >90 %
Agua(2%) 0,140

PLLA 194 1,4 dioxano 7,76 - 0-5 120 >98 %
Agua(5%) 0,388

PLLA 185 1,4 dioxano 7.4 - -15 120 >95 %
Agua(5%) 0,370

PLLA 126 1,4 dioxano 5,04 - -60 120 >90 %
Agua(5%) 0,252

PLLA 115 1,4 dioxano 4,6 - 0-5 174 >98 %
Agua(10%) 0,460

PLLA 181 1,4 dioxano 7,24 - -15 174 >95 %
Agua(10%) 0,724

PLLA 402 1,4 dioxano 16,08 - -60 174 >90 %
Agua(10%) 1,608

PLLA 322 Cloroformo 12,88 - 0-5 150 <50 %

Continuacion Tabla 5.1
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COMPOSICION TEMPLE CICLO DE
POLIMERO CANTIDAD DISOLVENTE CANTIDAD CANTIDAD (°C) LIOFILIZACION | POROSIDAD (%)
(mg) (mg) nHA (mg) (horas)

PLLA 155 Cloroformo 6,2 - -15 150 <50 %

PLLA 213 Cloroformo 8,52 - -60 150 <50 %

PLLA 171 Cloroformo 6,84 - 0-5 174 <50 %
Agua(1%) 0,068

PLLA 163 Cloroformo 6,52 - -15 174 <50 %
Agua(1%) 0,065

PLLA 149 Cloroformo 5,96 - -60 174 <50 %
Agua(1%) 0,060

PLLA 147 Cloroformo 5,88 - 0-5 200 <50 %
Agua(2%) 0,118

PLLA 151 Cloroformo 6,04 - -15 200 <50 %
Agua(2%) 0,121

PLLA 133 Cloroformo 5,32 - -60 200 <50 %
Agua(2%) 0,106

PLLA 401 Cloroformo 16,04 - 0-5 120 <50 %
Agua(5%) 0,802

PLLA 187 Cloroformo 7,48 - -15 120 <50 %
Agua(5%) 0,374

PLLA 145 Cloroformo 5,80 - -60 120 <50 %
Agua(5%) 0,290

PLLA 138 Cloroformo 5,52 - 0-5 174 <50 %
Agua(10%) 0,552

PLLA 174 Cloroformo 6,96 - -15 174 <50 %
Agua(10%) 0,696

PLLA 113 Cloroformo 4,52 - -60 174 <50 %
Agua(10%) 0,452

PCL 543 1,4 dioxano 21,72 - -60 240 >95 %

Continuacion Tabla 5.1
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COMPOSICION TEMPLE CICLO DE
POLIMERO | CANTIDAD DISOLVENTE CANTIDAD CANTIDAD (°C) LIOFILIZACION | POROSIDAD (%)
(mg) (mg) nHA (mg) (horas)

PCL 542 1,4 dioxano 21,68 54,2(10%) -60 240 >95 %

PCL 573 1,4 dioxano 22,92 171,9(30%) -60 240 >95 %

PCL 611 1,4 dioxano 24,44 305,5(50%) -60 240 >95 %
PLLA 520 1,4 dioxano 20,80 - -60 240 >90 %
PLLA 571 1,4 dioxano 22,84 57,1(10%) -60 240 >90 %
PLLA 549 1,4 dioxano 21,96 164,7(30%) -60 240 >90 %
PLLA 576 1,4 dioxano 23,04 288(50%) -60 240 >90 %

Continuacion Tabla 5.1
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo de la memoria se realiza una descripciéon y discusion de
los resultados obtenidos. Para lo cual hemos dividido la presentacion de los

mismos en tres apartados.

En el primero de ellos estudiaremos la influencia de diversos factores,
como el tipo de disolvente o el tratamiento térmico utilizado en la morfologia final
de los scaffolds fabricados. Para realizar los soportes porosos sometidos a
estudio hemos utilizado la técnica de separacion de fases inducida térmicamente
(TIPS). De esta forma obtendremos las condiciones de fabricacién 6ptimas para
la realizacion de los mismos, que posteriormente analizaremos en el segundo y

tercer apartado del capitulo.

El segundo apartado se centrara en el estudio de la degradacion in vitro,
en una solucion tampoén salina de pH 7,2 y a 37 °C, del sistema formado por el
polimero PLLA usando como disolvente el 1,4 dioxano. Ademas en este sistema
incorporaremos  diferentes cantidades de particulas bioactivas de

nanohidroxiapatita.

En el tercer apartado realizaremos una discusiéon de los principales

resultados obtenidos en la degradacion in vitro para el sistema PCL/nHA.

En la degradaciéon in vitro analizaremos los principales resultados
obtenidos de FTIR, DSC, SEM, porcentaje de la porosidad y propiedades

mecanicas de las muestras analizadas.
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6.1 MORFOLOGIA Y PROPIEDADES MECANICAS DE LOS SISTEMAS PLLA

Y PCL.

Las condiciones Optimas de fabricacion de los scaffolds, para cada
polimero estudiado, dependen del disolvente utilizado y de la temperatura de
temple. El estudio de estas condiciones ha permitido obtener la mejor o la mas

adecuada morfologia.

Los polimeros utilizados han sido la poli-L-lactida y la policaprolactona.
Los disolventes que hemos elegido han sido tres: el 1,4 dioxano, el cloroformo y
una mezcla de agua/ 1,4 dioxano. El agua la hemos afiadido en diferentes

proporciones siendo estas del 1, 2, 5y 10% con respecto al 1,4 dioxano.

Para la fabricacion de los scaffolds hemos utilizado la separacion de fases
inducida térmicamente (TIPS), con la que obtendremos un tamafio de poro
idoneo en funcion del tratamiento de temple. Este se ha realizado a tres

temperaturas diferentes: (0 —5) °C,-15 °C y -60 °C.

La técnica TIPS se basa en la disolucién de un polimero en un disolvente
organico, para posteriormente enfriar esa solucion, y por sublimacion eliminar el
disolvente. El espacio que inicialmente era ocupado por el disolvente se
convertird en los poros del scaffold fabricado, tras su eliminacién [1, 2]. Como
hemos explicado anteriormente, la técnica de fabricacion de scaffolds TIPS se
basa en la creacion de dos fases dentro de la solucién polimérica: una rica en
polimero y otra pobre [3]. Dependiendo de la temperatura a la que ocurra esta
separacion de fases, sera liquido-liquido o sélido-liquido. La separacion de fases
sélido-liquido ocurrira cuando el solvente cristaliza al bajar la temperatura,

expulsando al polimero del frente de cristalizacién, definiendo la progresiéon del
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frente de cristalizacion del solvente la orientacién de los poros. La separacién de
fases liquido-liquido tendra lugar cuando la temperatura de cristalizacion del
solvente sea mas baja que la temperatura de separacion de fases de la solucion

polimérica.

Esta separacion de fases se puede dar de dos formas: entre la curva
binodal y espinodal o por debajo de la curva espinodal [4]. La curva espinodal
dividira el diagrama de fases en la zona inestable y la zona metaestable, con lo
gue dependiendo del punto en el que ocurra tendremos dos tipos de separacion
de fases. Si este mecanismo ocurre entre la curva binodal y espinodal se
producira un fendbmeno de nucleacion y crecimiento, formando particulas mas
pequefias, las cuales tendran un area superficial mas grande y por lo tanto seran
mas inestables. Estas tenderan a unirse para formar particulas mas grandes,
gue es lo que se conoce como fendmeno de coalescencia. Por debajo de la
curva espinodal obtendremos una separacion de fases liquido-liquido

espontanea, obteniendo de esta forma una red interconectada de dos fases.

Mediante la técnica de TIPS de fabricacion de scaffolds hemos obtenido
scaffolds con una porosidad superior al 95 % [5], con una morfologia tubular
anisotrépica y una estructura con un alto nivel de interconexién [6]. Esta
estructura facilitara el crecimiento celular y el transporte de nutrientes. Las
superficies de los scaffolds obtenidos mediante esta técnica favoreceran el
acceso, la proliferacion y la diferenciacion celular [7, 8]. Ademas, los scaffolds
asi fabricados eran homogéneos. Modificando diferentes parametros
termodinamicos y cinéticos es posible cambiar el tamafio de los poros y la

morfologia y orientacion de los canales que conectan los mismos.
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6.1.1. Influencia del disolvente.

Para la realizacion de este trabajo hemos analizado la fabricacion con tres
disolventes: el 1,4 dioxano, el cloroformo y el agua. Las estructuras
tridimensionales obtenidas utilizando cloroformo como disolvente, presentan una
morfologia y tamafio de poro irregular, con un porcentaje de porosidad menor del
50 %, mostrando un aspecto de film poroso. Esto es debido a la baja temperatura
de congelacion del cloroformo(-63.5 °C), y dado que la temperatura minima que
alcanzara la disolucion en la etapa de liofilizacién es de -60 °C, no llegaremos a
congelar el cloroformo presente en la disolucién, y en el proceso de liofilizacién,
en lugar de sublimar el cloroformo lo evaporaremos; de ahi la forma de film que
adquiere, lo que se puede apreciar en las Figuras 6.1y 6.2.

Si utilizamos el disolvente 1,4 dioxano no ocurre lo mismo, ya que debido a
que su temperatura de solidificacion es mas alta, 11.8 °C, se congelara
totalmente, y posteriormente sublimara. De esta forma, obtendremos una mayor
porosidad y uniformidad en el tamafio del poro, ademas de una buena
interconexién entre los mismos [9, 10], independientemente del polimero
utilizado, como se puede apreciar en las Figuras 6.3 y 6.4. Esta es de gran
importancia debido a que la distribucion de nutrientes y vascularizacion del tejido

formado dependeran del mismo.
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Figura 6.1. Micrografia de scaffod preparado con PCL y cloroformo como

disolvente, templado a -60 °C.
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Figura 6.2. Micrografia de scaffod preparado con PCL y cloroformo como

disolvente y templado a -60 °C .
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La adicién de agua al disolvente tiene una gran influencia en la morfologia
de los andamios y en sus propiedades mecanicas. Cuando el disolvente utilizado
es una mezcla de agua y 1,4 dioxano en cantidades pequefias de agua, entre el
1y el 10 % con respecto al volumen de la solucién polimérica, los soportes
porosos presentan una menor cohesion en su estructura.

Las micrografias obtenidas en el microscopio electrénico de barrido (SEM)
muestran la presencia de poros rotos en las mismas, ademéas de una cohesion
deficiente entre las distintas capas de andamios, como podemos apreciar en las
Figuras 6.5 a 6.10.Esto ocurre debido al hecho de que cuando la cantidad de
agua (no solvente) aumenta, disminuye la interaccion polimero-diluyente,
induciendo la formacién de una fase pobre en polimero y favoreciendo la
separacion de fases liquido-liquido, debido a la reduccion de la solubilidad en la
mezcla de disolvente/ no solvente [11, 12]. Esto hace que los scaffolds asi
preparados sean inadecuados para el cultivo celular.

Sin embargo, otros autores [13] han encontrado que la presencia de agua
favorece la creacion de un sistema dual de poros, con tamafio de poro de 200-
300 micrémetros los poros grandes, y de 5 - 20 micrometros los pequefios. Con
la técnica utilizada para la realizacion de los scaffolds sometidos a estudio, la
separacion de fases inducida térmicamente, no es necesaria ninguna actuacion

para conseguirlo, como podemos observar en las Figuras 6.11y 6.12.
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S3400 25.0kV 10.9mm x250 SE

Figura 6.3. Micrografia SEM de scaffold preparado con PLLA y 1,4 dioxano templado

a -60 °C.

S3400 25.0kV 12.9mm x300 SE 100um

Figura 6.4. Micrografia SEM de scaffold preparado con PCL y 1,4 dioxano

templado a -60 °C.
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Figura 6.5. Micrografia SEM de scaffold de PLLA, templado a-60 °C y fabricado en

una proporcion (v/v) de 1,4 dioxano y agua 98:2.
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Figura 6.6. Micrografia SEM de scaffold realizado con PLLA, templado a -60 °C

y con una proporcion (v/v) de 1,4 dioxano y agua 95:5.
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$3400 25.0kV 11.5mm x300 SE 100um

Figura 6.7. Micrografia SEM de scaffold realizado con PLLA, templado a -60 °C

y con una proporcion (v/v) de 1,4 dioxano y agua 95:5.

$3400 25.0kV 12.4mm x150 SE "' 300um

Figura 6.8. Micrografia SEM de scaffold realizado con PLLA, templado a -60 °C y

con una proporcion (v/v) de 1,4 dioxano y agua 90:10.
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j S3400 15.0kV 9.5mm x300 SE 100um

Figura6.9. Micrografia SEM de scaffold realizado con PCL, templado a -60 °C, y

con una proporcion (v/v) de 1,4 dioxano y agua 99:1.
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Figure 6.10. Micrografia SEM de scaffold realizado con PCL, templado a -60 °C y

con una proporcion (v/v) de 1,4 dioxano y agua 90:10.
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S3400 15.0kV 19.1mm x150 SE

Figure 6.11. Micrografia SEM de scaffold de PLLA preparado con el disolvente

1,4 dioxano y templado a 0 °C.

S3400 25.0kV 11.5mm x700 SE 50.0um

Figura6.12.Micrografia SEM de scaffold de PLLA con una proporcién (v/v) de

disolvente 1,4 dioxano/ agua de 95:5 y templado a — 60 °C.
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6.1.2. Influencia de los tratamientos térmicos.

El tratamiento térmico que utilicemos durante la fabricacion de los soportes
porosos tendra una gran influencia en la morfologia final del mismo [14].En
nuestro caso, hemos aplicado un temple con tres temperaturas distintas: -60 °C,
-15 °C y en el intervalo (0 — 5) °C. Este tratamiento térmico lo aplicaremos antes
de realizar el proceso de liofilizacion, provocando una separacion de fases
diferente segun el mismo.

Los resultados obtenidos para los dos polimeros estudiados se pueden ver
en la Tabla 6.1.En esta tabla podemos observar que los scaffolds realizados con
poli-L-lactida presentan un tamafo de poro mayor que los realizados con
policaprolactona a cualquier temperatura de temple. Esto es muy adecuado, ya
que hay aplicaciones, como los implantes para reparacion 6sea [15, 16] en los
cuales es mas apropiado utilizar un tamafio de poro menor para mejorar las
propiedades mecénicas de los scaffolds. Como se puede observar en las Figuras
6.13 a 6.18, la porosidad obtenida es mayor del 95 %, con una buena
interconectividad entre sus poros, para ambos polimeros estudiados.

En la Tabla 6.1, podemos observar, como la porosidad de los diferentes
scaffolds realizados mediante el método de liofilizacion, depende de la velocidad
de enfriamiento de la solucién polimérica. Un temple rapido, es decir, a muy baja
temperatura, produce un tamafio de poro reducido. Esto es debido a que en el
caso de una velocidad de enfriamiento elevada, las fases formadas se congelan
rapidamente, formandose de esta forma poros de pequefio tamafo. Si por el
contrario la velocidad de enfriamiento es mas lenta, es decir, a mayor
temperatura, aparece el fendmeno de coalescencia, reduciendo la energia

interfacial y produciéndose poros mas grandes. Los scaffolds con tamafo de poro

120



6. RESULTADOS Y DISCUSION

mayor son los templados a 0 °C.

T2 de temple (°C) 0-5 -15 -60
(um) 250-300 | 50-100 | 70-120
PLLA
% P >908 =95 =290
(um) 50-100 5-20 20-50
PCL

% P 295 295 295

Tabla 6.1. Tamafo de poro y porosidad de scaffolds de PLLA y PCL en funcién

del tratamiento térmico.

La temperatura de temple también condiciona la cristalizacion del disolvente [17].
Cuando esta es baja, el disolvente cristalizara muy rapido, produciéndose una
separacion de fases solido-liquido. Los scaffolds obtenidos con una baja
temperatura de temple disponen de una morfologia tubular muy anisotrépica, con
una estructura interna similar a una escalera. Las cavidades son paralelas a la
direccion de solidificacién con divisiones repetitivas. La progresion del frente de
solidificacion del disolvente define la principal orientacién de los poros, siendo los
ejes largos paralelos a la direccion de enfriamiento, como se puede observar en la
Figura 6.11.

Ademas las distintas propiedades de los scaffolds tienen una relacion directa con la
historia térmica de los mismos [18]. Por el contrario, si la temperatura de temple es
proxima a la de cristalizacion del disolvente, la cristalizacion serd mas lenta,

favoreciendo la separacion de fases liquido-liquido.
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M

S3400 15.0kV 19.4mm x250 SE

Figura 6.13. Micrografia SEM de scaffold de PLLA, templado a -15 °C y con 1,4

dioxano como disolvente.

Figura 6.14. Micrografia SEM de scaffold de PLLA, templado a 0 °C y con cloroformo

como disolvente.
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Figura 6.15. Micrografia SEM de scaffold de PLLA, templado a -15 °C y con

cloroformo como disolvente.
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S3400 15.0kV 19.5mm x500 SE
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Figura 6.16. Micrografia SEM de scaffold de PCL, templado a 0 °C y conl,4

dioxano como disolvente.
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S3400 15.0kV 19.0mm x1.00k SE

Figura 6.17. Micrografia SEM de scaffold de PCL templado a -15 °C y conl,4

dioxano como disolvente.

4 £ e
L = -

j S3400 15.0kV 18.7mm x1.50k SE

Figura 6.18. Micrografia SEM de scaffold de PCL templado a -15 °C y con

cloroformo como disolvente.
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Si esta ocurre entre la curva binodal y espinodal del diagrama de fases, la
separacion de fases liquido-liquido se producirA mediante un mecanismo de
nucleacion y crecimiento, lo que da lugar a la obtencion de una estructura
generalmente dispersa.

En cambio, si la separacion de fases tiene lugar por debajo de la curva
espinodal, la solucién polimérica es propensa a una separacion de fases liquido-
liquido espontanea, con la aparicion de una red interconectada de poros en la
estructura polimérica como se puede apreciar en las Figuras 6.11y 6.12, es decir,

se forman poros en las paredes de los macroporos.

6.1.3. Propiedades mecanicas.

En los scaffolds fabricados mediante la técnica TIPS, conseguiremos la
formacién de una red porosa, con una buena interconexién entre sus poros [19],
facilitando de esta forma, la llegada de nutrientes a todas las células del sistema.
La obtencion de las propiedades mecanicas adecuadas en los scaffolds [20] es,
probablemente, el requerimiento mas dificil de obtener en los mismos, ya que
deben soportar las necesidades mecanicas del tejido dafiado durante el proceso
de regeneracién del mismo, lo que implica que las propiedades y el mecanismo
de degradacion del soporte poroso deben funcionar perfectamente [21],
sincronizdndose la formacion del nuevo tejido con la degradacion del mismo [22,
23].

Los ensayos para la obtencion de las propiedades mecanicas de los
soportes porosos fabricados, fueron realizados usando una maquina universal de

ensayos (Instron, modelo 4502 UK).
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Hemos evaluado las propiedades mecénicas de los scaffolds realizados con
PLLA y PCL con tres tamafios de poro diferente. Todos los scaffolds estudiados
disponian de una porosidad superior al 90 %.

En las Figuras 6.19 a 6.22 podemos observar como el modulo de compresién
y el limite de fluencia dependen del tamafio de poro para ambos polimeros

estudiados.

400
g |

300 .
= 1!
e
c 1
o 1
7]
@
| -
o
= 200 . i
o I
L& ]
@
o
o
S
S 100 + .
=

0
50-100 70-120 250-300

Tamarfo de poro ( um)

Figura 6.19.Mddulo de compresion de scaffolds de PLLA, preparados con 1,4

dioxano como disolvente, para distintos tamafios de poro.
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Las peores propiedades mecanicas de los scaffolds se obtuvieron para los
soportes de mayor tamafio de poro debido al reducido contenido de polimero,

resultados que coinciden con los obtenidos por otros investigadores [24].
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Figura 6.20. Tension de fluencia de scaffold de PLLA, preparados con 1,4

dioxano como disolvente, para distintos tamafos de poro.
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Para los dos polimeros estudiados, observamos que las propiedades
mecénicas se reducen a medida que el tamafio del poro aumenta. También
podemos observar que el PLLA, que posee poros mayores que el PCL, tiene

mejores propiedades mecanicas.
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Figura 6.21. Modulo de compresién de scaffolds de PCL, preparados con 1,4

dioxano como disolvente, para distintos tamafios de poro.
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Este comportamiento es debido a la cristalinidad del polimero, ya que los scaffolds
producidos con polimeros semicristalinos son mas porosos (debido a su mayor
organizacion estructural), con una densidad menor y diferente morfologia del poro,

dependiendo sus propiedades mecénicas fuertemente de su cristalinidad.
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Figura 6.21. Modulo de compresion de scaffolds de PCL, preparados con 1,4 dioxano

como disolvente, para distintos tamafos de poro.

En sintesis, podemos afirmar que scaffolds realizados con dos polimeros

diferentes, con un tamafio de poro parecido, implicaria que han seguido el mismo
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proceso a la hora de realizar la separacion de fases (solido-liquido o liquido-liquido).
Para la produccion de scaffolds para regeneracion 0sea, necesitaremos unas
propiedades mecanicas Optimas, pero también debemos disponer de un tamafio de
poro y morfologia adecuados para permitir una buena adhesién y proliferacién celular
bajo carga, que es cuando mayores problemas pueden surgir en el transporte de

nutrientes [25].
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Figura 6.22. Tension de fluencia de scaffolds de PCL, preparados con 1,4 dioxano

como disolvente, para distintos tamafios de poro.
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6.2. SISTEMA PLLA.

En este capitulo vamos a analizar los resultados obtenidos en la
degradacion de los scaffolds realizados con PLLA, utilizando 1,4 dioxano como
disolvente, y particulas bioactivas de nHA en una proporcién de 0, 10, 30 y 50 %
del total de la masa del polimero.

El PLLA es un polimero hidrosoluble, biodegradable y biocompatible. Su
degradacion tiene lugar mediante la ruptura aleatoria por hidrélisis no enzimatica
[26-28], también denominada desesterificacion hidrolitica [29, 30], de los
enlaces éster situados en la cadena principal. Estos enlaces al romperse
generan grupos de acido lactico, los cuales, a su vez, autocataliticamente,
aceleran la reaccion de degradacion. El acido lactico es un producto intermedio
natural en el metabolismo de los carbohidratos presente en el cuerpo humano,
que es fisiolégicamente eliminado por via natural [31-33].

La degradacion del PLLA sigue el perfil de degradacion general en dos
etapas tipicas de los poliésteres alifaticos bioabsorvibles semicristalinos [34, 35].
La primera etapa comienza con la difusion del agua en las zonas amorfas lo que
da lugar a la escision hidrolitica aleatoria de los enlaces éster [36]. La segunda
etapa tiene lugar cuando han sido degradadas las zonas amorfas. Los trabajos
experimentales realizados por otros autores [37-39] demuestran que la
degradacion del PLLA tiene lugar de forma mas rapida en el centro que en la
superficie del polimero, debido a que los oligdbmeros producidos cerca de la
superficie pueden escapar, mientras que en el centro del polimero no pueden
difundirse fuera del mismo. Este proceso es mas evidente cuando los poros y los
canales de comunicacion de los scaffolds son muy grandes y se conoce como

degradacion heterogénea o mecanismo de autocatalisis [40]. Esto se traduce en
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una acidez interna superior, con grupos carboxilos terminales, y una diferencia
en la velocidad de degradacion entre el interior y la superficie del mismo. El
polimero retiene su volumen durante un tiempo de degradacion y se observa una
pérdida de peso molecular y propiedades mecénicas, para acabar con una
reduccion de la masa del mismo [41]. Esta degradacion heterogénea se da en
lactidas y glicolidas. Sin embargo, el grado en el que se produce la degradacion
depende de la morfologia, cristalinidad, etc.

Hay varios aspectos que influirdn en la degradacién de los scaffolds.
Entre estos se encuentran el balance de hidroficidad/ hidrofobicidady la
cristalinidad del mismo [42, 43]. También influiran la porosidad y morfologia del
scaffold [44], ya que la facilidad que tenga el agua para acceder al interior del
polimero sera importante [45, 46]. Ademas, su degradacion también se vera
afectada por el método de fabricacién que se utilice. El peso molecular de las
cadenas del polimero también tiene su influencia en la degradacion del mismo.

El proceso de degradacion de los scaffolds sometidos a estudio lo
realizaremos introduciendo las muestras en una solucién tampon salina (PBS),
con un pH de 7.2, a una temperatura de 37 °C. Una vez que las muestras estén
introducidas en dicha solucion, sacaremos las mismas tras 1, 2, 3, 4, 6 y 8
semanas de permanencia en la solucion fisiolégica simulada. Tras esto
realizaremos las comprobaciones y mediciones de las diferentes caracteristicas
y propiedades y estudiaremos como han variado las mismas en el periodo de
degradacion estudiado. Con la medicion de las propiedades de los scaffolds en
cada etapa de la degradacion, comprobaremos si estos se pueden utilizar como

estructura momentanea del tejido a reemplazar, mientras éste se desarrolle, ya
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gue tanto las propiedades del scaffold, asi como su tiempo de degradacion

deben ser las idoneas para la formacion del tejido a sustituir.

6.2.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

La degradacién del PLLA cristalino ocurre mediante la hidrélisis
aleatoria de los enlaces éster que se encuentran en las cadenas de polimero,
para continuar después con una degradacion total del polimero. La primera
etapa de la degradacion comienza con la difusién de agua en la regiébn amorfa,
iniciando de esta forma, la escision hidrolitica de los enlaces éster. La segunda
etapa de la degradacion tiene lugar cuando la mayoria de enlaces en la region
amorfa se han roto, comenzando entonces la degradacion en la zona cristalina
[47].

Los segmentos de las macromoléculas con un empaguetamiento menos
rigido (regiones amorfas) disponen de mas libertad de movimiento, por lo que
son mas vulnerables al ataque de las moléculas de agua, razén por la cual se
degrada primeramente la region amorfa, para pasar posteriormente a la
cristalina. La degradacién de la parte amorfa y la escisibn de las cadenas
producen cadenas macromoleculares mas cortas, que se pueden empaquetar
més facilmente, provocando un aumento de la cristalinidad del material
polimérico restante, impulsando de esta forma, una nueva reorganizacion de los
finales de las cadenas. Este comportamiento lo podemos ver en las Tablas 6.2 y
6.3. En la tabla 6.2 observamos las entalpias de fusion de cada una de las
muestras analizadas. Conociendo éstas, podemos calcular el tanto por ciento de
cristalinidad de cada una de las muestras (Tabla 6.3), sabiendo que la entalpia

de fusion del PLLA 100 % cristalino es de 93 J/ g [48].
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Tiempo de AH,(J/9) AH(3/9) AH,(3/9) AHL(3/9)
degradacion
(semanas) PLLA PLLA/ 10%nHA  PLLA/ 30% nHA PLLA/ 50% nHA
0 41.8 33.3 16.9 23.0
1 35.3 31.1 30.8 21.5
2 37.6 31.2 31.4 23.1
3 37.7 32.5 29.6 23.4
4 40.0 33.6 31.6 19.6
6 42.1 34.2 35.5 26.3
8 45.3 34.3 33.5 26.9

Tabla 6.2. Entalpias de fusion AH (J/g) de los scaffolds de PLLA/ nHA en

funcién del tiempo de degradacion.

Tiempo de X (%) Xc(%) X (%) Xc (%)
degradacion
(semanas) PLLA PLLA/ 10% nHA PLLA/ 30% nHA PLLA/ 50% nHA
0 45.0 35.8 18.2 24.8
1 38.0 33.4 33.1 23.1
2 40.4 33.6 33.7 24.9
3 40.5 34.9 31.8 25.2
4 43.0 36.1 34.0 21.1
6 45.2 36.8 38.1 28.3
8 48.7 39.9 36.0 28.9

Tabla 6.3.Cristalinidad X (%) de los scaffolds de PLLA/ nHA en funcion del

tiempo de degradacion.
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En las tablas 6.2 y 6.3 vemos que el porcentaje decristalinidad (X; %) y las
entalpias de fusion (AH;,) aumentan aproximadamente un 10% en todas las
muestras estudiadas [49, 50].

Como hemos mencionando anteriormente, debido a la rotura de enlaces
de las partes amorfas de las cadenas poliméricas, éstas pueden reorganizarse
contrarrestando los efectos de la nanohidroxiapatita, que favorece la rigidez de
las cadenas poliméricas, produciendo una elevacién considerable de la
temperatura de transicion vitrea (T4), como podemos ver en la Tabla 6.4. Este
resultado ha sido observado por otros autores [51]. Como era de esperar, en la
Tabla 6.5 podemos ver la ausencia de cambios significativos en la temperatura

de fusion del polimero.

Tiempo de degradacién T4(°C) T4(°C) T4(°C) T4(°C)
(semanas) PLLA PLLA/10% nHA  PLLA/30% nHA  PLLA/50% nHA
0 44.5 51.9 43.7 56.3
1 48.5 62.6 65.3 59.4
2 65.2 63.0 66.2 60.5
3 52.3 63.9 67.2 61.1
4 67.4 65.3 67.4 63.1
6 68.2 65.7 69.5 64.1
8 68.5 67.6 69.5 64.8

Tabla 6.4. Temperatura de transicion vitrea T4 (°C) de los scaffolds de PLLA/

nHA en funcién del tiempo de degradacion.
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En resumen, las muestras con mayor contenido de particulas de nHA
disponen de menor cristalinidad y entalpias de fusién. Esto es debido a que las
particulas de nHA aumentan la rigidez de las cadenas poliméricas, lo cual es
observable tanto en el porcentaje de cristalinidad, como en la temperatura de
transicion vitrea.

La presencia de nHA en los scaffolds favorece una degradacion mas
rapida en la parte amorfa del polimero, lo cual favorece la movilidad y
reorganizacion de las cadenas poliméricas. La muestra de PLLA/ 50 wt% nHA no
sigue el mismo comportamiento que los scaffolds preparados con otras
cantidades de nanoparticulas. Esto se debe al hecho de que la morfologia de
estos soportes porosos es muy irregular por el alto contenido de nanoparticulas,
como podemos observar en las micrografias obtenidas por microscopia

electronica de barrido (SEM).

Tiempo de Tm(°C) Tm(°C) Tm(°C) Tm(°C)
degradacion
(semanas) PLLA PLLA/ 10% nHA  PLLA/30% nHA  PLLA/ 50% nHA

0 168.7 168.0 168.1 167.9
1 169.1 168.1 167.6 168.3
2 168.2 168.1 167.8 168.2
3 168.5 167.9 167.7 168.1
4 168.9 167.9 168.0 168.1
6 168.9 168.2 167.9 168.3
8 168.5 167.9 167.8 167.9

Tabla 6.5. Temperaturas de fusion T, (°C) de los scaffolds de PLLA/ nHA en

funcién del tiempo de degradacion.
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6.2.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR).

Mediante la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier podemos
determinar los distintos grupos funcionales que componen un material. Esto es
debido a que dichos grupos tiene unas bandas de absorcién de infrarrojo
caracteristica, con distintas intensidades, las cuales representaremos en funcion
de la longitud de onda a las que aparecen. En la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), se utiliza radiacion a la que absorbe cada banda
para la caracterizacion de los enlaces quimicos. La vibracion de una estructura
es analizada en términos de grados de libertad que la estructura a analizar
posea, proporcionando una informacién muy valiosa de su estructura quimica.

Esta técnica no soélo permite caracterizar las muestras sometidas a
degradacion, sino que también nos dara indicios sobre cual sera el posible
mecanismo de degradacion que sufriran teniendo en cuenta las condiciones
experimentales a las que han sido sometidas. Esto se realiza tomando en cuenta
las diferencias que se pueden observar entre los espectros infrarrojos obtenidos
con las muestras degradadas y los obtenidos en las muestras sin degradar. Los
cambios pueden incluir desplazamientos en la frecuencia de absorcion de la
sefial, incremento en el ancho de banda y cambios en la absorbancia o aparicion
de bandas atribuibles a los posibles subgrupos o especies de degradacion.

En la Tabla 6.6 se han anotado las bandas de absorcion mas importantes
para el PLLA. Observando los cambios ocurridos en las mismas obtendremos

diferentes datos relativos a los mecanismos de degradacion [52-55].
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Longitud de onda(cm™)

Grupos funcionales

756-871
956-926
1090
1225
1300-1315
1382-1365
1460
1750
2900
2950

3000

Fases amorfas y cristalinas del PLLA
Vibracién de la estructura helicoidal CH3
Vibracién de las bandas asimétricas C-O-0
Bandas de estiramiento de los grupos éster (C-O)
Bandas de flexion de los grupos CH
Estiramiento asimeétrico C-H
Flexion C-H del CH3
Estiramiento de los grupos C=0
Estiramiento asimétrico C-H
Estiramiento simétrico de los grupos CH;

Estiramiento asimétrico de los grupos CHj3

Tabla 6.6. Bandas de absorcidn de IR caracteristicas para el PLLA.

Tanto las particulas de nHA, como los scaffolds de PLLA puro y de

PLLA/nHA fueron inicialmente analizados mediante la técnica de FTIR, utilizando

un ATR, para no tener que disolver la muestra y modificarla, lo que hubiera

provocado un precipitado de nHA, ya que esta no es soluble en la mayoria de los

disolventes organicos. El estudio preliminar indicé que las nanoparticulas, al

igual que sucede con el PCL, no habian interactuado con los grupos funcionales

del PLLA, y se encontraban simplemente dispersas en la estructura

del

polimero. En la Figura 6.23 podemos ver que las bandas de absorcién no varian

de posicion, lo cual nos indica que no existe interaccion de las particulas de nHA

con el polimero.
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Figura 6.23. Espectro FTIR de nHA, PLLA y PLLA/ 50 % nHA.

Esto significa que las particulas se encuentran dispersas en la matriz
polimérica, no existiendo interacciones quimicas entre las mismas, lo cual
concuerda con los resultados experimentales de SEM que mostraremos
posteriormente. Sin embargo estos resultados difieren de los obtenidos por otros
autores en estudios, en los cuales realizaron los scaffolds mediante la técnica de
electrospinnig, en lugar de TIPS [51]. También observamos que el pico situado

alrededor de 1750cm™, es decir, el correspondiente al enlace C=0, tanto en las
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muestras de scaffolds con PLLA puro, en la Figura 6.24, como en los scaffolds
con PLLA/ nHA, Figura 6.25, se va debilitando a medida que el tiempo de
degradacion aumenta, debido a la ruptura de los enlaces éster que produce la

formacion de acido lactico y alcoholes.
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Figura 6.24. Espectro FTIR del PLLA a diversos tiempos de degradacion.
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Figura 6.25.Espectro FTIR del PLLA/ 10 % nHA a diversos tiempos de

degradacion.

6.2.3. Propiedades mecanicas.

En los scaffolds obtenidos mediante la técnica de fabricacion de
separacion de fases inducida térmicamente (TIPS), tanto la estructura de los
poros, como la morfologia de las paredes de los scaffolds se pueden controlar

con modificaciones en la separacion de fases [56].
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En los soportes porosos obtenidos con el disolvente 1,4 dioxano, la
estructura del poro es el resultado de una separacion de fases solido-liquido en
la disolucién polimérica. Las caracteristicas de los poros son determinadas
mediante la morfologia de los cristales del disolvente y las condiciones en las
gue hemos realizado el temple

Todos los scaffolds fabricados para nuestro estudio disponen de una
porosidad superior al 90 %. Aunque al afiadir particulas bioactivas en pequefias
cantidades, hace que estas actien como agente nucleador [57], la adicién de
grandes cantidades de estas en la disolucibn polimérica, perturba la
cristalizacion del disolvente, con lo cual aparecen, debido a esto, poros
irregulares y anisotropicos, y ademas se observa una disminucion en el tamafio
de poro del scaffold.

La morfologia y el tamafio de los poros son dos factores que influyen de
manera muy importante en las propiedades mecénicas de los scaffolds. El
mobdulo de compresion y la resistencia a la fluencia aumentan con el contenido
de nanoparticulas [58], en los soportes porosos estudiados, como podemos ver
en las Figuras 6.26 y 6.27.

El aumento de las propiedades mecéanicas no se debe Unicamente a la
presencia de nHA, que es un material ceramico muy duro, sino que la alta
concentracion de nHA hace decrecer el tamafio del poro, como hemos indicado
anteriormente. En estudios realizados por nuestro grupo de investigacion [59]
hemos podido observar como el modulo de compresion y la resistencia a la
fluencia dependen fuertemente del tamafio del poro, tanto para los soportes

porosos de PLLA como para los de PCL.
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Figura 6.26. MAdulo de compresién del PLLA en funcién del contenido en nHA.

Algunos autores en los estudios realizados han encontrado que
soportes porosos con tamafio de poro muy grande tenian valores de las
propiedades mecéanicas pequefias debido al reducido contenido de polimero en
las mismas [60].

En las muestras de PLLA con un alto contenido de nHA (50 wt %)
hemos encontrado una gran irregularidad en los poros y una distribucion menos
uniforme y aglomeracién de particulas de nHA en la matriz polimérica. Esto es
debido al alto contenido en nanoparticulas bioactivas. La aglomeracion formada
da lugar a particulas mas grandes con menor area superficial, lo cual provoca
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una reduccién de las propiedades mecanicas de estos scaffolds, como resultado

de un bajo contacto interfacial con la matriz polimérica (Figuras 6.26 y 6.27).
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Figura 6.27. Resistencia a la fluencia de los scaffolds de PLLA en funcion de la

cantidad de nHA.

En la Figuras 6.28 y 6.29 podemos observar cdmo evolucionan las
propiedades mecanicas de nuestras muestras en funcion del tiempo de
degradacion. Estas propiedades mecanicas decrecen continuamente hasta la
cuarta semana. Las muestras con un mayor contenido de nanoparticulas
alcanzan valores muy bajos en la octava semana de degradacion, mientras que
las muestras de PLLA sin nHA retienen sus propiedades mecéanicas de forma
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muy sostenida con el tiempo. Es decir, las propiedades mecanicas decrecen mas

drasticamente en las muestras con mayor proporcion de nHA.
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Figura 6.28. Médulo de compresion de los scaffolds de PLLA/ nHA en funcion

del tiempo de degradacion.

La degradacion de la region amorfa ha producido la rotura de cadenas

moleculares y la conexién entre los dominios cristalinos, dando lugar a defectos

en los andamios sometidos a procesos de degradacion.
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Figura 6.29. Resistencia a la fluencia de los scaffolds de PLLA/ nHA en funcién

del tiempo de degradacion.

A pesar del efecto neutralizador de la solucion de PBS utilizada, la
concentracion de los grupos carboxilo producidos por la degradacion es superior
en el interior del scaffold, dando lugar a una degradacion mayor de las paredes,

lo cual hace disminuir las propiedades mecénicas.

6.2.4. Microscopia electronica de barrido (SEM).

La técnica de caracterizacion mas utilizada para la determinacion de las
diferentes morfologias de los scaffolds es la microscopia electronica de barrido

(SEM). A través de esta técnica se estudia la morfologia de las muestras
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sometidas al proceso de degradacion. Para su andlisis las muestras fueron
recubiertas con una capa de oro mediante la técnica de sputtering. Se observo la
superficie de las muestras expuestas directamente y también la superficie de
fractura de los mismos. Para ello se sumergirdn en nitrogeno liquido durante 5

minutos, siendo posteriormente fracturadas.

En las Figuras 6.31 a 6.41 podemos ver las micrografias realizadas de los
scaffolds de PLLA puro y de PLLA con particulas de nHA, preparadas con

dioxano al 2,5 % (w/v) y con un tratamiento térmico de temple a -60 °C.

| ¥

S4800 10.0kV 9.9mm x100 SE(M)

Figura 6.30. Micrografia de un scaffold de PLLA sin degradar.
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S4800 10.0kV 9.9mm x100 SE(M)

Figura 6.32. Micrografia de scaffold de PLLA/ 30 % nHA sin degradar.
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S4800 10.0kV 9.9mm x100 SE(M)

Figura 6.34. Micrografia de scaffold de PLLA tras 4 semanas de degradacion.
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Figura 6.35. Micrografia de scaffold de PLLA/ 10 % nHA tras 4 semanas de

degradacion.

Figura 6.36. Micrografia de scaffold de PLLA/ 30 % nHA tras 4 semanas de

degradacion.
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S4800 10.0kV 9.9mm x100 SE(M)

Figura 6.37. Micrografia de scaffold de PLLA/ 50 % nHA tras 4 semanas de

degradacion.

Figura 6.38. Micrografia de scaffold de PLLA tras 8 semanas de degradacion.
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Figura 6.39. Micrografia de scaffold de PLLA/ 10 % nHA tras 8 semanas de

degradacion.
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S4800 10.0kV 9.9mm (M)

Figura 6.40. Micrografia de scaffold de PLLA/ 30 % nHA tras 8 semanas de

degradacion.
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S4800 10.0kV 9.9mm x100 SE(M)

Figura 6.41. Micrografia de scaffold de PLLA/ 50 % nHA tras 8 semanas de

degradacion.

Las micrografias obtenidas muestran una estructura continua de poros
interconectados. Las paredes de los poros estan compuestas por PLLA y
particulas de nHA, que se encuentran homogéneamente distribuidas en la matriz

polimérica de PLLA.

La morfologia de los scaffolds de PLLA puro, y con particulas de nHA es
similar a la de otras muestras preparadas con el mismo sistema de fabricacion,
TIPS. Estos scaffolds poseen una morfologia tubular muy anisotrépica, con una
estructura interna en forma de escalera. Esta estructura es caracteristica de los
scaffolds formados por una separacion de fases de la solucion polimérica, sélido-
liquido, en la cual los canales son paralelos a la direccion de solidificacion, es

decir, paralelos a la direccién en la que tiene lugar la transmisién de calor. En
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cada canal formado, las divisiones en los mismos se repiten, con una distancia
uniforme entre ellas, perpendiculares a la direccion de solidificacion. La
separacion de fases sélido-liquido es atribuible a la cristalizacion del disolvente.
Cuando la temperatura de la solucién polimérica es menor que la temperatura de
solidificacion del disolvente, tiene lugar la cristalizacion del disolvente, siendo
expulsada la fase polimérica del frente de cristalizacion como si fueran
impurezas. Tras la sublimacion de los cristales de disolvente, el espacio ocupado
por estos se transforman en poros en las paredes, con lo que su geometria sera

similar a los cristales de disolvente.

El gradiente de temperatura en la direccion de solidificacion, es decir, la
direccién que va de la superficie de la muestra al interior de la misma, puede
provocar una estructura porosa muy anisotropica. Cuando introducimos
particulas de nHA en la solucion polimérica, estas perturban la cristalizacion del
disolvente, cambiando el crecimiento del mismo, formando unos cristales de
disolvente mas irregulares que cuando no afiadimos las particulas de nHA. La
adicién de nHA, provoca que tanto las particulas de nHA como el polimero, sean
expulsados del frente de cristalizacion, formando una fase rica y continta de
PLLA/ nHA, formandose poros en los lugares donde anteriormente existian
cristales de disolvente. Como consecuencia de la irregularidad de los cristales
del disolvente formados, tanto los poros como la estructura serdn mas
anisotropicos. Este comportamiento lo podemos observar en los scaffolds
compuestos por PLLA/ nHA con mayor concentracion de nHA, es decir, los
scaffolds realizados con 50 % nHA, como se puede observar en la Figura 6.31.
Al obtener una estructura de poro irregular no observaremos ni canales regulares

en las paredes, ni tampoco estructura en forma de escalera. Ademas, la adicién
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de particulas bioactivas de nHA, aunque sea en baja proporcién, disminuira el
tamafio de poro de 300 a 50nm aproximadamente. También se observa una
buena y homogénea adhesion entre el polimero y las particulas bioactivas de
nHA, encontrdndose las particulas de nHA situadas en la superficie de las

paredes de los poros.

En los soportes porosos con altas concentraciones de nHA (50 % wt)
como vemos en las Figuras 6.33, 6.37 y 6.40, se observa una gran porosidad en

las paredes de los poros.

La perturbacién debido a las particulas de nHA es pequefia a pesar de las
elevadas concentraciones, debido a la escala nanométrica de las particulas y a
su distribuciéon uniforme. Como resultado de esto, los scaffolds fabricados con
PLLA y nHA mantuvieron la principal caracteristica de la arquitectura del poro
gue encontramos en el método de separacion de fases sélido-liquido, es decir,
anisotropia regular. En este caso, el efecto de un bajo contenido de nHA en la
cristalizacion del disolvente no fue lo suficientemente significativo para alterar la

estructura del poro.

Como hemos indicado anteriormente, las muestras estudiadas las hemos
sometido a un proceso de degradacion de 8 semanas. En este periodo de
tiempo no se observan cambios apreciables en las micrografias de estas
muestras, ni aparecen productos de degradacion de las mismas, como podemos
ver en las figuras 6.34 a 6.41. Por el contrario si hay un aumento progresivo en
la porosidad de las paredes de los poros tras el paso de varias semanas [61].
Podemos concluir diciendo que tras el proceso de degradacion de 8 semanas no

se pueden apreciar cambios morfologicos grandes en las micrografias del SEM,
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ni se aprecian cambios significativos en otros aspectos del estudio, exceptuando

la porosidad de las paredes de los soportes porosos.

6.2.5. Estudio del pH.

Hemos determinado el cambio en el pH del medio acuoso con el tiempo
de degradacion para comprobar la liberacion de residuos acidos de las muestras
de PLLA lo cual nos da una indicacion del estado de degradacion: a mayor
formacién de acido lactico, que es un producto de degradacion, mayor sera el
cambio en el pH. El pH nos aportara informacion sobre la produccion total de
residuos &cidos [62]. La Figura 6.42 nos muestra la variacion del pH en los
scaffolds realizados con PLLA y en los compuestos de PLLA/ nHA en funcién del

tiempo de degradacion in vitro.

Todas los soportes estudiados siguen un desarrollo similar hasta la cuarta
semana de degradacion: el pH sufre una leve caida en las primeras cuatro
semanas de degradacion, y comienza a subir hasta alcanzar posteriormente el
valor original para permanecer constante a partir de este momento hasta la
octava semana de degradacion. La excepcion a esto ultimo son los scaffolds con
mayor contenido porcentual de nHA, en los cuales a partir de la cuarta semana
el pH sigue subiendo ligeramente hasta culminar el periodo de degradacion

estudiado.

En estos casos, el aumento del pH puede ser debido a la gran cantidad de
particulas de nanohidroxiapatita existente en estos scaffolds. Estas

nanoparticulas presentes en la disolucion, contrarrestaran el efecto de los acidos
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producidos en el proceso de degradacioén, ya que el aumento en el pH se cree
que puede ser debido a la liberacion de radicales OH que provienen de la

degradacion de las particulas de nHA.

7,24 T T T T
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—=— PLLA/50 wt% nHA
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Tiempo de degradacion (semanas)

Figura 6.42. Cambio en el pH del PBS en funcion del tiempo de degradacion.

6.2.6. Absorcién de agua.

La absorcién de agua es el primer efecto que ocurrira cuando un scaffold
entra en contacto con un medio acuoso y es un reflejo de la degradacién

hidrolitica.
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En la Figura 6.43 podemos observar el porcentaje de agua absorbido por
los scaffolds en funcién del tiempo de degradacién. En esta figura se puede ver
gue desde la primera semana de degradacion, la absorcion de agua es muy
importante para todas las muestras estudiadas. En el periodo comprendido entre
la primera y cuarta semana se observa que las muestras sufrieron un proceso de
estabilizacion con una pequefa absorcion de PBS. Sin embargo a partir de la
semana seis hasta el final del tiempo estudiado la absorcion de PBS es muy

importante en todas las muestras

—&— PLLA

—&— PLLA/10 wt% nHA
195 - —O— PLLA/30 wit% nHA T
—— PLLA/50 wt% nHA

130

PBS absorbido (%)

65

Tiempo de degradacion (semanas)

Figura 6.43. Absorcion de agua de los scaffolds de PLLA/ nHA en funcion del

tiempo de degradacion.
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Tambiénhemos observado que cuanto mayor contenido de particulas
bioactivas de nHA contengan las muestras sometidas a estudio, menor cantidad
de agua seran capaces de absorber, y menor serd la velocidad de degradacion,
un comportamiento que también ha sido observado por otros autores [62, 63].
Esto parece logico si nos fijamos en la morfologia de los scaffolds, ya que a
mayor cantidad de nanoparticulas, menor tamafio de poro tendremos, como

hemos visto en los resultados del SEM.

El proceso de absorcidon de agua es un balance entre la disolucién de
oligbmeros en la disolucion y el consumo de residuos en el PBS. Un aumento de

la absorcién de agua refleja un estado inicial en la degradacion.

La acumulacién de productos hidroliticos en el interior del scaffold provoca
un aumento en la absorcion de agua de los scaffolds durante el proceso de

degradacion.

Cuando la absorcién alcanza un determinado valor, la velocidad de la
misma se ve reducida como resultado de la disolucion de los productos de
degradacion. Estos introducen particulas de nHA en el interior del scaffold, las
cuales ralentizan la velocidad de degradacion, debido a que forman soluciones
alcalinas que actian como una barrera fisica la cual causa una disminucién en la

velocidad de degradacion.

6.2.7. Pérdida de masa.

La pérdida de masa total de los scaffolds fue calculada siguiendo el

protocolo descrito en la seccidén 5 de esta memoria.
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En la Figura 6.44 podemos observar el porcentaje de masa perdida por
los soportes porosos durante el periodo de degradacion estudiado. De acuerdo a
los valores obtenidos, se observa que cuando aumenta el tiempo de
degradacion, también aumenta el % de masa perdida por la muestra. Vemos que
este comportamiento es comun a todos los scaffolds estudiados. Aun asi, existe
diferencia en el comportamiento de las distintas muestras, ya que mientras que
para los scaffolds compuestos por PLLA puro no se observa una pérdida de
peso hasta la cuarta semana de degradacion, en las muestras con diferente

contenido en nHA la pérdida de peso tiene lugar después de la primera semana.

30 -
. /o _

10

Peso perdido (%0)

—&— PLLA
—&— PLLA/10 wt% nHA
—0— PLLA/30 wit% nHA
—&— PLLA/50 wt% nHA

0 2 4 6 8 10

Tiempo de degradacion (semanas)

Figura 6.44. Pérdida de peso en % de los scaffolds de PLLA/ nHA en funcion del

tiempo de degradacion.

160



6. RESULTADOS Y DISCUSION

Al final del periodo de degradacion todas las muestras tienen una pérdida
de masa de alrededor del 22 %. Estos resultados indican que las muestras de
scaffolds con contenido de particulas bioactivas de nHA causan una mayor
pérdida de masa inicialmente [64], aunque al finalizar el proceso de degradacién
estudiado, la pérdida tiende a igualarse para todas las muestras sometidas a

estudio.

El mecanismo de degradacion en las polilactidas, como el PLLA, es el de
la degradacion en blogque del scaffold, acelerandose el proceso con el aumento
de la cantidad de agua absorbida. Sin embargo, la adicion de particulas
bioactivas de nHA en los scaffolds disminuye la velocidad de degradacion, lo que
puede ser debido a la actuacion de estos como barrera fisica, que impediria la

entrada de agua en el scaffold [65].

6.2.8. Variacion del peso molecular y polidispersidad.

La técnica estandar para caracterizar la degradacion del polimero es la
cromatografia de permeabilidad de gel (GPC), la cual se utiliza en los ensayos
de degradacion. Mediante esta técnica observamos la variacion tanto del peso
molecular promedio en peso, My, asi como en numero, M, y el indice de
poldispersidad durante el proceso de degradacion. Esto ocurre debido a la
escision de las cadenas poliméricas mediante la hidrolisis. EI GPC utilizado es
un equipo Perkin Elmer 200, realizando la calibracion de acuerdo con los

estandares para el polietileno, siendo el flujo de 1 mililitro/ minuto. . Los ensayos
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se realizaron utilizando tetrahidrofurano como disolvente. En la figura 6.45 se

puede ver un cromatograma de un scaffold de PLLA puro sin degradar.

80 o0

Figura 6.45. Cromatograma del PLLA antes del proceso de degradacion.

El mecanismo de degradacion del PLLA se ve confirmado con los ensayos
de GPC al finalizar el periodo de degradacién, como podemos observar en la
Tabla 6.7. El polimero de PLLA que hemos utilizado para la realizacién de los
scaffolds tienen un promedio en peso M,=141908.8, un promedio en namero
M,=95680.8, y un indice de polidispersidad de 1.4835 antes del proceso de

degradacion.
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% de nHA Mw My [=Mw/Mp
0 50365.3 27893.5 1.80
10 53685.2 31000.2 1.73
30 52218.2 29745.2 1.75
50 61245.0 35157.1 1.74

Tabla 6.7. My, M, e Indice de polidispersidad de las muestras tras el

periodo de degradacion de 8 semanas.

En la Tabla 6.7 podemos advertir que el indice de polidispersidad ha
aumentado de 1,48 a aproximadamente 1.74, y como My y M, disminuyen
mucho, todo ello debido a la escision de las cadenas poliméricas como resultado

de la degradacion hidrolitica.

6.3. SISTEMA PCL.

En este capitulo vamos a presentar los resultados obtenidos en la
degradacion de los scaffolds fabricados con PCL, utilizando el 1,4 dioxano como
disolvente. En los soportes porosos realizados hemos incorporado particulas
bioactivas de nHA, con proporciones, 0, 10, 30 y 50 % del total de la masa del

polimero.

La PCL, es un polimero hidrofébico y semicristalino, y su cristalinidad
tiende a aumentar con el peso molecular [66]. La PCL utilizada para la

realizacion de este trabajo, tiene un peso molecular promedio en peso
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M,=130490, un peso molecular promedio en nimero M,= 79760 y un indice de

polidispersidad I= 1.636.

De los estudios de degradacion presentes en la bibliografia se deduce que
la policaprolactona presenta dos etapas de degradacion [67, 68]. Primero ocurre
una escision hidrolitica no enzimatica de los grupos éster [69, 70]. A
continuacion, cuando el polimero es mas cristalino, muestra una degradacion
intracelular que le permite ser totalmente reabsorbido y degradado. La
degradacion de los poli (a-hidroxi) esteres, se realiza mediante dos diferentes
mecanismos, siendo estos la degradacion superficial y la degradacion en bloque.
El tipo de mecanismo de degradacion que tiene lugar en cada momento vendra
determinado por los fendmenos de reaccién y difusion existentes en cada caso,

como podemos observar en la Figura 6.46.

El mecanismo de degradacion superficial, o dicho de otro modo la erosién
superficial, implica que la ruptura de los enlaces ésteres Unicamente tendran
lugar en la superficie del polimero [71]. Este tipo de degradacion superficial
ocurrird cuando la velocidad de escision hidrolitica de las cadenas poliméricas y
la produccién de mondmeros y oligdmeros asociados a la misma y que seran
dispersados por el entorno, se da a mayor velocidad que la de entrada del agua
al interior del polimero. En este mecanismo de degradacién el polimero se ir4
degradando de fuera hacia dentro, disminuyendo de esta forma su tamafo

exterior, manteniendo el peso molecular del polimero invariable(Figura 6.46. a).

Este tipo de degradacion tiene sus ventajas, como la facilidad de
prediccion del proceso, propiedad muy interesante si lo que nos interesa es el

estudio de la liberacién de farmacos [72, 73].
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Otro mecanismo de degradacion existente es la llamada degradacion en
blogue. Este tipo de degradacion ocurre cuando el agua penetra en el interior del
polimero, causando éste una hidrdlisis en el mismo (Figura 6.46.b). Esta escision
hidrolitica de las cadenas poliméricas es aleatoria, y cuando tenga lugar

producira una reduccion general en el peso molecular del polimero.

En el caso que las moléculas de agua puedan difundirse al interior del
polimero implicara la hidrdlisis en el mismo, posibilitando de esta forma la
dispersion en el interior de los mondémeros y oligdmeros creados. De esta forma
la degradacién ocurrira gradualmente, afectando a todo el polimero,

alcanzandose asi un equilibrio en los fendmenos de difusion y reaccion.

Si este equilibrio se ve obstaculizado por la ausencia de difusion, el
mecanismo de degradacion se vera, asimismo, afectado, ocurriendo de esta
forma una reaccion autocatalitica interna debido a los productos de degradacion

(Figura 6.46.c).

La acumulacion de estos productos producird una reaccién autocatalitica
debido a la ruptura de los enlaces éster en el interior del polimero que acelerara
la degradacion. Al ser la velocidad de degradacion del interior del polimero
mayor que la del exterior del mismo, la apariencia final serd la de una capa
exterior de polimero, de mayor peso molecular, o dicho de otra forma, menos
degradada, rodeando la parte interna del polimero de menor peso molecular, es
decir, mas degradada. Cuando los oligdmeros obtenidos debido a la degradacion
del interior del polimero sean los suficientemente pequefios se distribuiran

rapidamente hacia la capa exterior, lo cual dara lugar a una pérdida de peso y un
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decrecimiento en la velocidad de las escisiones de las cadenas poliméricas,

produciendo una estructura hueca de alto peso molecular.

El tiempo de degradacion del polimero PCL es de entre dos y cuatro afos,
dependiendo de factores, como el peso molecular inicial del mismo, la

cristalinidad, etc.
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Figura 6.46. Tipos de degradacion en la PCL.
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Los scaffolds fabricados los hemos cortado en rectangulos de

aproximadamente 5x10 milimetros, y hemos introducido estas secciones en una

solucién salina (PBS) de pH 7,2 a 37 °C durante un periodo de dieciséis
semanas. Cada 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 y 16 semanas hemos ido sacando las

muestras para realizar los estudios de degradacion in vitro.

6.3.1. Microscopia electronica de barrido (SEM).

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una técnica instrumental
gue nos permite realizar el estudio de la morfologia, tamafio de los poros y la
porosidad de las muestras estudiadas, asi como su evolucién en el proceso de

degradacion.

Para que los scaffolds realizados no sufran una deformacion de los poros
y la morfologia de los mismos cuando los cortamos para realizar el analisis
mediante el SEM, realizamos una fractura por congelaciéon, que consiste en
congelar la muestra antes de realizar el corte, para lo cual introducimos las

muestras en nitrégeno liquido.

La adicién de particulas de nanohidroxiapatita uniformemente distribuidas
en la matriz polimérica, se ha realizado previamente al proceso de liofilizacion.
La estructura de los poros y su morfologia son controladas por el proceso de
separacion de fases ocurrido en la solucion polimérica, siendo en este caso la
separacion de fases solido-liquido [74, 75]. Esta separacion de fases es

atribuible a la cristalizacion del disolvente.
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En los scaffolds estudiados hemos observado una porosidad superior al
90 %. Como podemos ver en las Figuras 6.47 a la 6.50, la presencia de
particulas de nanohidroxiapatita (nHA) en los scaffolds de PCL no parece que
modifique el tamafio del poro. Sin embargo, hemos detectado que la presencia
de nHA crea una morfologia mas irregular en el scaffold, debido a que estas
nanoparticulas perturban la cristalizacion del disolvente, cambiando el patron de
crecimiento del cristal y formando de esta forma cristales mas irregulares en el
disolvente. Tanto el polimero como la nHA, son expulsados del frente de
cristalizacion, formandose una fase rica, y una estructura continua de PCL/ nHA,
transformandose los espacios anteriormente ocupados por los cristales del

disolvente en los poros del nuevo scaffold formado.

Las muestras con menor contenido en nHA presentan un aspecto mas
poroso. La adicion de grandes cantidades de nanoparticulas modifica la
estructura del scaffold, dandole una apariencia fibrosa, como podemos observar

en las Figuras 6.47 a 6.50.

Analizando las Figuras 6.51 a 6.54 vemos que cuanto mas tiempo
mantenemos el scaffold poroso introducido en PBS para su degradacién, mas

significativo es el engrosamiento de las paredes de los poros.
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Figura 6.48. Micrografia de scaffold de PCL/ 10 % nHA sin degradar.
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Figura 6.50. Micrografia de scaffold de PCL/ 50 % nHA sin degradar.
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Figura 6.52.Micrografia de scaffold de PCL/ 10 % nHA degradado 8 semanas.
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Figura 6.54. Micrografia de scaffold de PCL/ 50 % nHA degradado 8 semanas.
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A medida que aumenta el contenido de nHA, se puede apreciar una
apariencia mas fibrosa, como se observa en las Figuras 6.55 a 6.58, parece
como si los poros hayan sido estirados. En las micrografias de estas muestras
no aparecen productos de degradacion, ni existen particulas de nHA en las
partes visibles de las paredes de los scaffolds y no se observa un cambio en la
morfologia de la superficie de una suave a otra abrupta, como ha sido

documentado por otros autores [76- 78].
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Figura 6.55. Micrografia de scaffold de PCL puro degradado 16 semanas.
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Figura 6.57. Micrografia de scaffold de PCL/ 30 % nHA degradado 16 semanas.
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Figura 6.58. Micrografia de scaffold de PCL/ 50 % nHA degradado 16 semanas.

6.3.2. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El estudio de FTIR con el uso del ATR nos permitira identificar los distintos
grupos funcionales que existiran en el material, identificando de esta forma la
composicién del mismo. Ademas sera una herramienta importante a la hora de
identificar y verificar los cambios en la composicion quimica, en caso de que los
hubiera, tras la degradacion hidrolitica de los scaffolds fabricados. La utilizaciéon
del ATR nos permite estudiar los soportes porosos sin tener que modificar su
estado por disolucidon o preparacion de pastillas, es decir, un estudio con las

muestras tal como las obtenemos.

En la Tabla 6.8 mostramos las bandas caracteristicas de absorcion de una
muestra de PCL y en la Figura 6.59 se pueden ver los espectros de la nHA, asi
como los del PCL puro y PCL/ nHA.
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Longitud de onda (cm™) Grupos funcionales
600 Vibraciones caracteristicas de los grupos
fosfatos(PO4™)

630 Estiramientos de los grupos hidroxi (OH’)
Vibraciones caracteristicas de los grupos

1050 fosfatos (PO,°)

1160 Estiramientos en la fase amorfa de los grupos

C-OycC-C

1170 Estiramiento simétrico del grupo C-O-C

1190 Estiramientos OC-O

1240 Estiramiento asimétrico del grupo C-O-C

1290 Estiramiento en la fase cristalina de C-O y C-C

1730 Estiramiento del grupos funcionales éter (C=0)

2850 Estiramiento asimétrico del grupo CH,

2865 Estiramiento simétrico del grupo CH,

3400 Estiramientos de los grupos hidroxi (OH")

Tabla 6.8. Bandas de absorcion IR caracteristicas para el PCL.

En las Figuras 6.60 a 6.63 podemos observar las diferentes bandas de
absorcion y su evolucion con el tiempo de degradacion [79- 81].Si analizamos
estas Figuras, vemos como en el espectro correspondiente a la nHA aparecen
unas bandas de absorcién alrededor de la longitud de onda 600 cm™, las cuales

corresponden a las vibraciones caracteristicas de los grupos fosfatos (PO43).
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Figura 6.59. Espectros FTIR de scaffolds de (a) PCL puro, (b) PCL/ nHA 10 %

(w/v) (c) PCL/ nHA 30 % (w/v) (d) PCL/ nHA 50 % (w/v) (e) nHA.

Las bandas de absorcién aparecidas alrededor de la longitud de onda
1050 cm™ corresponden también a los grupos funcionales fosfatos. Las bandas
de absorcién alrededor de la longitud de onda 1450 cm™corresponden a los

grupos carbonilos (CO3?) de la nHA. Préximas a las longitudes de onda 630 cm™
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y 3400 cm™ aparecen las bandas representativas de los grupos hidroxi(OH") [82-

85].
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Figura 6.60. Espectros FTIR de scaffolds realizados con PCL a diferentes

tiempos de degradacion.

Si analizamos los espectros de los scaffolds que contienen PCL,
observamos que alrededor de la longitud de onda de 1000 cm™ hay una banda,
gue puede ser atribuida a los grupos C-O, o alcoholes primarios. Estos grupos
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de alcoholes primarios seran también los responsables de la aparicion de la

banda de absorcién en la longitud de onda 1170 cm™.

q\/\\
L /"'_‘\——f"‘-\\-'—\-\‘___‘__\_'_'__‘_‘__'__'_/\\-, —
16 semanas
o
[ )
= .
Lo
g x—’\__,-/'-\«"« _____ . _'_'/\\;_\_.n-f
= I
]
< 8 semanas

///\ /\/\“
N e N

Sin degradar

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

longitud de onda(cm™)

Figura 6.61. Espectros FTIR de scaffolds realizados con PCL/ nHA 10 % (w/v) a

diferentes tiempos de degradacion.

A 1240 cm™vemos unas bandas correspondientes a los estiramientos
asimétricos de los grupos C-O-C. En los alrededores de la longitud de onda 1290

cm™ aparecera otra banda correspondiente, una vez mas, al estiramiento de los
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grupos C-O y C-C. Las bandas correspondientes a la longitud de onda 1730 cm™

se deben al estiramiento de los grupos funcionales éter(C=0).
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Figura 6.62. Espectros FTIR de scaffolds realizados con PCL/ nHA 30 % (w/v) a

diferentes tiempos de degradacion.

Las bandas de absorcion que aparecen alrededor de la longitud de onda

2900 cm™ son las debidas al estiramiento, tanto simétrico como asimétrico, de

los grupos funcionales CH..
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Por ultimo, podemos observar que las bandas de absorcién entre 3000 y

3500 cm™ pueden ser debidas a la vibracién de estiramiento de las bandas OH,

de los grupos COOH y OH".
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Figura 6.63. Espectros FTIR de scaffolds realizados con PCL/ nHA 50 % (w/v) a

diferentes tiempos de degradacion.

La banda de absorcién correspondiente al grupo carbonilo (A=1700 cm™)
para las muestras de PCL sin nHA va disminuyendo su intensidad con las
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semanas de degradacion como se puede apreciar en la Figura 6.60. Esto puede
ser debido a la ruptura del enlace carbonilo proveniente del grupo éster del PCL
y nos puede permitir realizar un seguimiento del proceso de degradacién, ya que
la degradacion del grupo carbonilo dard lugar a la formacién de &cidos y

alcoholes.

Durante el periodo de degradacion observamos que desaparecen con el
tiempo los grupos ésteres, lo cual indica un ataque hidrolitico en las zonas
amorfas. Como hemos indicado, al descomponerse estos grupos esteres
apareceran grupos acidos en el medio. Este equilibrio es el que permite explicar

la ausencia de fluctuaciones considerables en el pH del medio de degradacion.

6.3.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La técnica de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica
experimental que nos permitira determinar parametros tan importantes como
AHpm, Tg, Tc y su evolucion con las semanas de degradacion y el contenido de

nanoparticulas.

La policaprolactona es un polimero cuya degradacion ocurre mediante la
escision por hidrdélisis de sus enlaces éster. La cinética de degradacion de la
PCL responde, en gran medida, al peso molecular del mismo, es decir, a mayor
longitud de las cadenas poliméricas que lo forman mayor tiempo de degradacion.
Existen otros factores, como la cristalinidad o la polimerizacion que afectaran

también a su degradacion.
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La degradaciéon de la PCL se da en dos etapas [86]. En la primera etapa
ocurre una degradacion de los scaffolds sin pérdida de masa. En la segunda
etapa de la degradacion es en la que ocurrird la pérdida de masa del scaffold

analizado [87- 89].

La degradacion de la PCL comienza por la parte amorfa del polimero [90].
Una vez que la mayoria de los enlaces en la parte amorfa estan rotos, comienza
la degradacion de la parte cristalina. Esto ocurre asi debido a que la mayor
libertad de movimiento de las cadenas poliméricas, en las zonas amorfas en
comparaciéon con la zona cristalina, hace que la zona amorfa se degrade con

mas rapidez [91].

Para realizar la caracterizacion mediante la técnica de DSC hemos
realizado diversos barridos a las muestras estudiadas. Primeramente hemos
realizado un calentamiento de las muestras desde -50 °C hasta 150 °C, con una
velocidad de calentamiento de 10 °C/ minuto. Con este primer barrido
obtendremos informacién sobre el estado actual del polimero, asi como de su
morfologia ademas nos permitird conocer tanto la temperatura de fusion (Ty)
como la entalpia de fusion (AH.). Mediante estas entalpias de fusién, y
conociendo la entalpia de fusion de la PCL 100 % cristalina (AHy,=136 J/ g) [92,

93] podremos calcular la cristalinidad de cada una de las muestras analizadas.

En segundo lugar enfriaremos la muestra hasta -50 °C de nuevo, pero
esta vez con una velocidad de enfriamiento de 20 °C/ minuto, para acabar con
un nuevo calentamiento hasta los 150 °C, nuevamente a una velocidad de
calentamiento de 10 °C/ minuto. Con este barrido estudiaremos tanto el equilibrio

de nuestro polimero, como su historia térmica. Ademas obtendremos la
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temperatura de transicion vitrea (Ty), la cual nos dara una idea sobre el
movimiento de las cadenas poliméricas. También obtendremos tanto la

temperatura de cristalizacion (T¢), como la entalpia de cristalizacion (AH.).

En las tablas 6.9, 6.10 y 6.11 observamos que la adicion de nHA no afecta
significativamente a las propiedades térmicas de los distintos scaffolds de PCL.
Esto puede ser debido a que la union entre las particulas de nHA y la PCL no es
lo suficientemente fuerte como para dificultar en demasia la movilidad de las

cadenas poliméricas [94].

Tiempo de T (°C) T.(°C) T.(°C) T.(°C)

degradacion

(semanas) PCL PCL/10% nHA  PCL/ 30% nHA PCL/ 50% nHA
0 18,9 21,4 22,8 22,5
1 20,1 22,6 22,0 22,8
2 20,7 22,4 20,8 22,7
3 21,2 22,5 23,1 22,7
4 21,8 21,0 22,3 22,8
6 22,8 23,8 24,3 23,0
8 21,0 23,7 25,2 23,1
12 21,9 23,2 24,1 24,0
16 22,1 23,0 23,7 24,1

Tabla 6.9. Tc para los scaffolds fabricados con PCL en funcion del tiempo de

degradacion.
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En la Tabla 6.9 observamos que la Tc varia mas en los andamios que
contienen mayor cantidad de nHA. Esto puede ser debido a que la presencia de
nHA favorece la rigidez de las cadenas poliméricas, aumentando de esta forma
su Tc. También puede influir en este comportamiento el efecto que tiene la nHA

en la nucleacion de la PCL [95].

En lo referente a la temperatura de fusion (Tm), podemos observar en la
Tabla 6.10 que ésta aumenta con el tiempo de degradacion, aunque inicialmente
disminuya. Este comportamiento coincide con la variacion de cristalinidad de los

scaffolds, como se puede comprobar en la Tabla 6.11.

Observamos que inicialmente, cuanto menor es el contenido en nHA de la
muestra menor es su Tm. Tras el periodo de degradacion podemos observar que
las Tm son mayores cuanto mayor es el contenido en nHA de la muestra
estudiada. Esto quiere decir que la variacion de la Tm es mayor cuando mayor
es la cantidad nHA presente en la muestra analizada [96]. Estos resultados son
refrendados por la mayor velocidad de degradacion de los scaffolds que

contienen menor cantidad de nHA.

En lo referido a la cristalinidad, observamos en la Tabla 6.11, que ésta se

reduce con el aumento en la cantidad de nHA en las muestras estudiadas.

Esto puede ser debido a que la presencia de nHA obstaculiza la formacién
de los nucleos de cristalizacién del polimero, disminuyendo de esta forma su
cristalinidad. Dicho de otra forma, las particulas de nHA ocupan el espacio
necesario para el crecimiento del cristal. Ademas, este comportamiento coincide

con la mayor variacién de la cristalinidad en los andamios con mayor cantidad de
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nHA, corroborando que la degradacion es mayor, cuanto mayor es el contenido

de nHA en las muestras.

Tiempo de Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C)

degradacion

(semanas) PCL PCL/ 10% nHA PCL/ 30% nHA PCL/ 50% nHA
0 59,4 59,3 59,5 60,2
1 66,6 66,5 67,1 63,7
2 64,6 64,1 64,4 64,1
3 67,4 64,2 64,3 64,2
4 67,4 64,4 64,6 64,0
6 67,4 64,3 67,3 67,5
8 65,1 64,3 65,9 63,7
12 68,3 64,6 64,7 67,4
16 67,3 64,6 64,5 63,3

Tabla 6.10. Tm para scaffolds producidos con PCL en funcion del tiempo de
degradacion.

La cristalinidad disminuye inicialmente, para aumentar posteriormente
debido a la degradacion de la parte amorfa del polimero mediante hidrolisis, ya
gue a mayor tiempo de degradacion la cristalinidad serd mayor, puesto que

inicialmente se degrada la parte amorfa del polimero [97].

Hemos observado que como mas adelante comprobaremos, a mayor
cantidad de nHA, la muestra se degradara mas rapidamente. Esto puede ser
debido a que el polimero se convierte en mas hidrofilico, disminuyendo su

cristalinidad [98].
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Tiempo de Xc (%) X (%) Xc (%) X (%)

degradacion

(semanas) PCL PCL/ 10%nHA PCL/ 30%nHA PCL/ 50% nHA
0 41,8 36,3 37,0 31,2
1 39,2 33,7 29,3 20,9
2 38,8 34,7 30,0 24,5
3 38,4 34,0 29,6 24,4
4 38,7 35,0 30,0 24,6
6 39,6 35,8 29,6 26,9
8 40,1 35,5 24,2 25,4
12 39,2 36,0 30,1 28,6
16 38,7 36,8 29,6 25,7

Tabla 6.11. Cristalinidad de scaffolds realizados con PCL y su variacion

con el tiempo de degradacion.

6.3.4. Propiedades mecanicas.

La reconstruccion de las secciones de hueso dafiadas es necesaria para
restaurar la estructura y funcionalidad del tejido afectado. Los scaffolds actian
como un portador y transporte de proteinas y factores de crecimiento, mientras
soportan la carga que deberia soportar el tejido (hueso) a reparar o sustituir,
hasta que éste se haya reparado o restaurado lo suficiente. Debido a esto es
importante en nuestra investigacion el analisis de las propiedades mecanicas

durante el proceso de degradacion.
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Se ha encontrado que en una gran cantidad de variedad de scaffolds
realizados con distintos polimeros, como PLLA y DLGA, las propiedades
mecénicas tenian una dependencia directa de la estructura del poro existente,
asi como de la morfologia de las paredes porosas. Las propiedades mecanicas,
como el modulo de compresion y la resistencia de fluencia, se puede observar

en las Figuras 6.64 y 6.65 en funcion del periodo de degradacion.
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Figura 6.64. Médulo de compresion en funcion del contenido en peso de nHA.

También se puede observar que estas propiedades mecanicas aumentan

linealmente con la adiciébn de particulas de nHA [99, 100], exceptuando la
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muestra con mayor contenido de nHA en la cual se mantiene constante. Esta
diferencia puede ser debido al repentino cambio en la morfologia del scaffold, el
cual adquiere apariencia fibrosa debido a las altas concentraciones de
nanopatrticulas. La influencia de las particulas de nHA es importante, a pesar de

su tamafio nanométrico y distribucién uniforme.
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Figura 6.65. Variacion del limite elastico en funcion del contenido en peso de

nHA.
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En las Figuras 6.66 y 6.67 podemos observar el médulo de compresion,
asi como la resistencia a la fluencia en funcion del tiempo de degradacion. Estas
propiedades mecénicas decrecen continua y lentamente desde la primera

semana.

Las muestras con mayor porcentaje de nHA alcanzan valores bajos tras
12 semanas de degradacion. Sin embargo mientras las muestras realizadas con
PCL puro conservaran sus propiedades mecanicas con el paso del tiempo de
degradacion, el proceso de degradacion afecta mas drasticamente a las
muestras que contienen nHA. A partir de la doceava semana de degradacion
tiene lugar una escision aleatoria de las cadenas poliméricas mediante hidrolisis,

produciéndose de esta forma una reduccion en el peso molecular de las mismas.
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Figura 6.66. Médulo de compresion frente a tiempo de degradacion.
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En la policaprolactona las regiones amorfas son mas susceptibles de sufrir
un ataque por hidrolisis que las densas regiones cristalinas, por lo que esta
escision hidrolitica se producira en las primeras. Si las moléculas de agua
pueden difundirse en el interior del polimero posibilitan a los mondmeros u
oligobmeros producidos la difusion de los mismos hacia la parte exterior del
polimero, la erosion del mismo ocurrira de forma gradual y se lograra un

equilibrio para este fenémeno de reaccién-difusion.
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Figura 6.67. Limite elastico frente a tiempo de degradacion.
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En caso de variarse este equilibrio alcanzado, el mecanismo de
degradacion puede causar una autocatdlisis interna debido a los subproductos
con grupos terminales carboxilo o hidroxilo. El estudio de la PCL no detecta
evidencias de una catdlisis interna durante el periodo de degradacién, como se
puede observar por la distribucion uniforme del peso molecular durante el
mismo, y el estudio de la seccién de los scaffolds. Los resultados obtenidos para
las propiedades mecéanicas no son comparables con los obtenidos por otros
autores [101, 102]. Esto puede ser debido a las diferentes técnicas de
fabricacion de scaffolds usadas ya que crearemos scaffolds con diferente

morfologia y porosidad.

6.3.5. Pérdida de masa.

La Figura 6.68 muestra el peso perdido por los scaffolds estudiados de
PCL y PCL/ nHA durante el tiempo de degradacion en una solucion PBS, con un
pH de 7.2, a 37 °C. La velocidad de degradacion de los polimeros, como hemos
indicado anteriormente, se verd afectada por su estructura, peso molecular y
otras caracteristicas estructurales. EI PCL es un polimero hidrofébico y dispone
de una estructura con una alta cristalinidad, lo cual no permite una répida
penetracion del agua en el interior del mismo, lo que explica el largo periodo de

degradacion del mismo.

Aungque el mecanismo de degradacién del PCL es conocido, con una
escision hidrolitica de los enlaces éster de las cadenas poliméricas, la cinética de
degradacion es relativamente menor que la de otros poliésteres biodegradables,

como el PLLA o el DLGA. En la Figura 6.68 observamos cémo tras la semana 16
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de degradacién, el peso perdido por la muestra de PCL es muy pequefio,
alrededor del 0.2 %, aunque las muestras con mayor contenido de nHA
experimentan una mayor pérdida de peso [103]. Esto puede ser debido a que las
muestras que contengan nHA incrementen la velocidad de degradacion. Esto

ultimo debe estar en coherencia con los resultados obtenidos en la GPC.

1,36 |- -
—&8— PCL
—&— PCL/10 wt% nHA
—0O— PCL/30 wt% nHA

102 L —— PCL/50 wt% nHA a

0,68

Peso perdido {(%0)

0,34

Tiempo de degradacion (semanas)

Figura 6.68. Peso perdido en funcion del tiempo de degradacion.

6.3.6. Variacion de peso molecular y polidispersidad.

La cromatografia de permeacion de gel (GPC) es uno de los indicadores
mas valiosos para detectar el proceso de degradacion en un scaffold. Con ella
podemos obtener el peso molecular promedio en peso (M), el peso molecular
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promedio en numero (M) asi como la polidispersidad () de nuestra muestra.
Durante el proceso de degradacion se va a producir una escision de las cadenas
macromoleculares como consecuencia del proceso de hidrdlisis. Si se trata de
un proceso de degradacion en bloque tendremos que observar una disminucion
del peso molecular y un aumento de la polidispersidad, es decir, cadenas mas
cortas y con diferente peso molecular. En la Figura 6.69 podemos observar un

cromatograma del PCL con un 50 % de nHA (w/ v).
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Figura 6.69. Cromatograma de PCL/ 50 % nHA.

Los cambios en el proceso de degradacion in vitro supone una alteracion
de la estructura del scaffold, lo cual implica una degradacion de la cadena
polimérica, y por tanto una disminucion en el peso molecular de las cadenas que

forman el scaffold durante el tiempo que esté inmerso en el PBS, como podemos
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observar en la Figura 6.70. Si nos fijamos en esta figura, podemos ver que la
ruptura de las cadenas poliméricas es muy pequefia hasta la semana 12 de
degradacion, donde hay una pequefia variacion en el peso molecular de las
mismas. Sin embargo tras la semana 16 el peso molecular del scaffold realizado
Unicamente con PCL se vio reducido en un 30 %, mientras que los scaffolds
realizados con un 10, 20 y 50 % en peso de nanohidroxiapatita, se redujeron en
un 39, 43, y 49 % respectivamente. Los indices de polidispersidad para todas las
muestras han aumentado, desde 1.37 hasta 1.67 durante el periodo estudiado,
no detectdndose ninguna prueba de autocatalisis interna, evidenciada por la
distribucién uniforme del peso molecular con el tiempo y el examen de la seccion

transversal.

Esta conducta sugiere que las particulas de nHA actian como un
acelerador de la velocidad de degradacién en PBS. Los resultados obtenidos son
similares a los obtenidos con polimeros como el PLLA y copolimeros como el
DLGA. Otros autores, en estudios del sistema PCL/ nHA han obtenido resultados
gue muestran una mayor pérdida de peso con la degradacion, pero sin embargo
la variacion en el peso molecular de los mismos eran muy pequefia. Esto puede
ser debido a las diferentes técnicas de fabricacién de scaffolds utilizada, lo que
conllevara diferente morfologia del scaffold. Esta diferente morfologia hara que
los mecanismos de degradacion de scaffolds diferentes sean distintos. En
nuestro caso la importante pérdida de peso molecular durante la degradacién
nos indica que en nuestro caso el mecanismo de degradacion es el mecanismo

de degradacion en bloque.
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Figura 6.70. Variacion del peso molecular promedio en funcion del tiempo de

degradacion.

6.3.7. Absorcién de agua.

La degradacion hidrolitica ocurre en cuatro etapas diferenciadas. En la
primera etapa ocurre la absorcion y difusion del agua en el interior del polimero.
A continuacién, en la segunda etapa, ocurre la reaccion de hidrolisis debido a la
autocatalisis de los grupos acidos situados en el final de las cadenas

poliméricas.

En la tercera etapa se alcanza un peso molecular critico, comenzando los

oligobmeros a salir fuera del bloque polimérico. Una vez ocurrido esto, el agua
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ocupara el espacio en el que anteriormente se encontraban los oligdmeros,
estimulando, de esta forma, la difusién de los mismos. De esta forma ocurre un
aumento en la liberacién de nHA, asi como una gran disminucion de la masa del
polimero. En la etapa final de la degradacion, ésta aumenta de forma lenta y

homogénea, incrementandose mucho la porosidad.

La Figura 6.71 muestra el tanto por ciento (%) de agua absorbida por las
diferentes muestras en funcién del tiempo de degradacion. Esta grafica de
absorcion de agua nos muestra que la introduccion de particulas bioactivas en
los scaffolds aumenta la capacidad para absorber agua en el periodo inicial de

degradacion.

Esta capacidad varia dependiendo del contenido en nHA de la muestra.
La maxima velocidad de absorcién tiene lugar hasta la sexta semana de
degradacion. La muestra producida unicamente con PCL llega al equilibrio en la
absorcién de agua, lo cual no se observa en las otras muestras. Estos cambios
en la absorcion de agua son el resultado del equilibrio entre la disolucion de los
oligébmeros en la solucion PBS y la absorcién del mismo en el material residual

restante.

En otras palabras, la velocidad de absorcién se reduce debido a la
disolucion de los productos de degradacion. Existen muchos factores, como la
morfologia y los productos &cidos de la degradacion, que modifican la misma

cuando la realizamos in vitro.
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Figura 6.71. Absorcion de PBS del PCL/ nHA en funcion del tiempo de

degradacion.

6.3.8. Variacion del pH.

Con los cambios de pH en la solucibn de PBS con el tiempo de
degradacion comprobaremos cual ha sido el nivel de liberacion de los residuos
acidos de los scaffolds, ya que a mayor formacion de productos mayor es la

disminucién del pH del medio acuoso.

La Figura 6.72 nos muestra los cambios ocurridos en el pH de las
muestras de los scaffolds compuestos por PCL y PCL/ nHA en diversas
proporciones en funcion del tiempo de degradacion.
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El cambio del pH del medio acuoso en funcién del tiempo de degradacion
se determiné para comprobar la liberacion de residuos acidos de las muestras
realizadas. Esto también proporciona informacién sobre la produccién total de

radicales acidos durante la degradacion.

El pH alcanza su valor mas alto durante la primera semana de
degradacion, y es mayor en la muestra con menor contenido de nHA. Se
observa una tendencia lineal para todas las muestras a partir de la semana 6,
gue tiende a reducir los valores iniciales de pH. Este comportamiento es mas

claro en las muestras con alto contenido de nHA.

El pH de las muestras de PCL y PCL/ nHA con un 10 % en peso de
nanoparticulas, se estabiliza tras la décima semana. La incorporacion de
particulas de nHA en los scaffolds causa una reduccion en el pH del medio, tras

el tiempo de degradacion, como podemos observar en la Figura 6.72.

Otros autores [104] encontraron que la adicién de particulas bioactivas
compensan la acidificacion del PBS debido a los subproductos &cidos
producidos en la degradacion polimérica, pero en este caso esas particulas

tienen un efecto opuesto, acelerando la velocidad de degradacion.

En el caso de la degradacion de la masa del polimero, la concentracion
interna de los productos de autocatalisis produce un gradiente acido, mientras
gue los grupos terminales carboxilo generados durante la division de los enlaces
éster se acumulan. Esto a su vez aumenta la degradacion en el interior del
scaffold, en contraposicion con la degradacion superficial, manteniéndose en la
parte exterior o superficial del scaffold cadenas de un mayor peso molecular y un

soporte degradado interiormente con cadenas de menor peso molecular.
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Figura 6.72. Variacion del pH de los scaffolds de PCL/ nHA con el tiempo de

degradacion.

En nuestro estudio no llegamos a ese nivel de degradacién, ya que el
indice de polidispersidad no varia mucho, como hemos visto anteriormente, y

como indican otros autores [105, 106].
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7. CONCLUSIONES

A la luz de los resultados experimentales obtenidos en la presente Memoria se

han extraido las siguientes conclusiones:

e La técnica elegida para la fabricacion de los soportes porosos, TIPS
(Thermally Induced Phase Separations) es un método eficaz para crear
scaffolds altamente porosos y nos permite variando las condiciones de
fabricacion obtener diferentes morfologias y tamafios de poro.

e En cuanto a los polimeros utilizados, ambos fueron 6ptimos para la
fabricacion de scaffolds con estructuras altamente porosas e
interconectadas.

e Se observa que los soportes porosos obtenidos utilizando 1,4 dioxano
como disolvente tienen mayor porosidad y una red interconectada de
poros.

e En los scaffolds realizados con agua y 1,4 dioxano observamos que los
poros se rompen, con cualquier contenido de agua. Estos presentan una
menor consistencia asi como peores propiedades mecénicas.

e Cuanto mayor sea la velocidad de enfriamiento menor seré el tamafio de
poro que obtenemos, ya que el fendbmeno de coalescencia reduce la
energia interfacial y produce poros de mayor tamafio cuanto menor sea la
misma.

e En cuanto a las propiedades mecanicas, observamos que tanto para el
PLLA como para la PCL, disminuyen con el aumento del tamafio del poro

como era de esperar.
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En lo referente al estudio de la degradacion, podemos concluir que tanto el
polimero utilizado como la adicidbn de nanoparticulas bioactivas influyen en la
morfologia del soporte poroso. Las conclusiones obtenidas para cada uno de los

polimeros son las siguientes:

PLLA: Hemos observado una adhesidon homogénea entre el PLLA y las
nanoparticulas de nHA. La adicidbn de estas nanoparticulas, aunque sea en
pequefias cantidades, disminuye el tamafio del poro, aunque su presencia no es
lo suficientemente importante como para afectar a la morfologia de los scaffolds.
Ademas las particulas de nHA disminuyen la velocidad de degradacion, ya que
al encontrarse en una solucién alcalina estas actian como una barrera fisica.
Durante el tiempo de degradacién aumenta el porcentaje de cristalizacién (X.%),

aumentando considerablemente la temperatura de transicion vitrea.

PCL: Mediante el estudio de la degradacién hemos confirmado que ésta se basa
en la escisién hidrolitica de los grupos éster, provocando una ruptura al azar de
las cadenas poliméricas, no habiendo detectado ninguna evidencia de catélisis
interna en los valores del indice de polidispersidad con el tiempo de degradacion.
La degradacion del PCL es mas lenta que la del PLLA. Hemos observado que
los soportes porosos fabricados sin nHA, mantienen mejor sus propiedades con
el tiempo de degradacién. También hemos observado que la adiciébn de
nanoparticulas aumenta la velocidad de degradacion, lo cual sugiere la
posibilidad de regular ésta mediante el uso de diversas concentraciones de las

mismas.
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8. INDICE DE ACRONIMOS
ATR: Attenuated Total Reflactance.
BHT: Butilhidroxitolueno.
DLGA:poli(DL-lactida-co-glicolida).
BTE: Bone Tissue Engineering.
DSC: Differential Scanning Calorimetry(Calorimetria diferencial de barrido)
FDA: US Food and Drus Administration.

FTIR: Fourier Transform Infrared Spectroscopy ( Espectroscopia Infrarroja por

Transformada de Fourier.

GPC: Gel Permeation Chromatography (Cromatografia de permeacion de gel)
HA: Hidroxiapatita.

I: indice de polidispersidad.(I=My/ M)
ITO: Ingenieria de Tejido Oseo.

nHA: nano hidroxiapatita.

Mp: Peso promedio en peso.

My: Peso promedio viscoso.

PBS: Phosphated Buffer Solution.
PCL: Policaprolactona.

PDLA: Poli-D-Lactida.

PGA: Poliglicolida.
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PLA: Polilactida.

PLGA: polilactida-co-glicolida.

PLLA: Poli-L-lactida.

PVC: Policloruro de Vinilo.

RTA: Reflexidon Total Atenuada.

SEM: Scanning electronic Microscopy.

THF: Tetrahirofurano.

TIPS: Thermally Induced Phase Separation. (Separacion de fases inducida

térmicamente).

T.: Temperatura de cristalizacion.

T4 Temperatura de transicion vitrea.

Tm: Temperatura de fusion.

AHq: Entalpia de fusion.

AHo: Entalpia de fusion de polimero 100% cristalino.
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