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RESUMEN

En el presente proyecto se han desarrollado estructuras tridimensionales altamente porosas de
PLA/Bioglass® 45S5 para su uso en ingenieria de tejido 0seo. Las particulas bioactivas de
Bioglass® 45S5 fueron obtenidas por el método tradicional de fusién y temple, se obtuvieron
particulas totalmente amorfas con un tamafio promedio de 9.7 + 2.8 um. La sintesis de los
andamios se efectué mediante la técnica de separacion de fases térmicamente inducida por no
sovente (NTIPS — nonsolvent thermally-induced phase separation), tambien conocida como
método TIPS modificado. Se prepararon soluciones poliméricas con diversas concentraciones
iniciales de acido polilactico (PLA) (13, 18 y 23 % en peso) y Bioglass® 45S5 (5 y 10 % en peso)
en diclorometano con adicion de hexano como no solvente, posteriormente se llevé a cabo la

separacion de fases por disminucion de la temperatura del sistema hasta -20°C.

La separacion de fases dio como resultado estructuras semicristalinas altamente porosas (>83%)
con meso y macroporos (de hasta 120 um para el sistema 13% PLA) ineterconectados observados
mediante microscopia electronica de barrido (MEB). Se realizaron pruebas de compresion para
determinar el modulo y esfuerzo maximo a la compresion, el mayor esfuerzo a la compresion fue
resgistrado para el andamio de 23% PLA con un valor de 24.17 MPa. Finalmente se realizaron
estudios in vitro en fluido corporal simulado (SBF — simulated body fluid) para evaluar la
degradacion y bioactividad de los andamios con respecto al contenido de Bioglass®. Se monitoreo
el cambio en pH del medio de incubacidn, asi como la pérdida de peso y capacidad de absorcion
de agua de los andamios a 3, 7, 14 y 28 dias de incubacion. Se realizaron pruebas de compresion
después de 28 dias de incubacion en SBF para evaluar el cambio en la resistencia. La formacién de

hidroxiapatita en la superficie de las espumas se observo mediante MEB.

Palabras clave: Ingenieria de tejidos, andamios para regeneracion 0sea, acido polilactico, Bioglass

45S5, separacion de fases inducida térmicamente.



ABSTRACT

In the present study three-dimensional highly porous PLA/Bioglass® 45S5 structures have been
developed to be used in bone tissue engineering. The bioactive Bioglass® 45S5 particles were
sintetized by traditional melt-quench method, totally amorphous particles with a mean particle size
of 9.7 £ 2.8 um. The synthesis of the scaffolds was carried out by the nonsolvent thermally-
induced phase separation also known as modified TIPS technique. Polymeric solutions with
various initial concentrations of polylactic acid (PLA) (13, 18 and 23, wt%) and Bioglass® 45S5
(5 and 10, wt%) were prepared in dichloromethane with addition of hexane as a non-solvent,
subsequently phase separation was carried our by lowering the system temperature to -20 ° C.

Phase separation resulted in highly porous (> 83%) semicrystalline structures with meso and
macropores (up to 120 um for the 13% PLA system) observed by scanning electron microscopy
(SEM). Compression tests were performed to determine the elastic modulus and maximum
compressive stress, the largest compressive stress was recorded for the 23% PLA scaffold with a
value of 24.17 MPa. Finally, in vitro studies were performed on simulated body fluid (SBF) to
evaluate the degradation and bioactivity of the scaffolds based on the content of Bioglass. The
change in pH of the incubation medium, as well as the weight loss and water absorption capacity
of scaffolds at 3, 7, 14 and 28 days of incubation were monitored. Compression tests were
performed after 28 days of incubation in SBF to evaluate the change in resistance. The formation

of hydroxyapatite on the surface of the foams was observed by MEB.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Diariamente se realizan miles de intervenciones quirirgicas para reparar o reemplazar tejido 6seo
que ha sido dafiado por causas asociadas a enfermedades o accidentes, debido al importante papel
que el tejido éseo juega en la locomocidn, soporte y proteccién de los drganos vitales. Las técnicas
actuales que involucran el autoinjerto (el receptor y el donante son el mismo individuo) o aloinjerto
(el tejido se trasplanta de una persona a otra) son costosas, dolorosas y se puede llegar a presentar
morbilidad del sitio donante o el rechazo del tejido. Es por ello la necesidad de encontrar
alternativas a dichos procedimientos. EI hueso puede regenerarse por si mismo cuando se trata de
defectos pequefios, pero en el caso de grandes zonas de tejido dafiadas es necesario una estructura
de soporte para lograr la regeneracion. La ingenieria de tejidos que se ha definido como la
aplicacion de principios cientificos para el disefio, construccion, modificacion y crecimiento de los
tejidos vivos utilizando biomateriales, células y factores, solos 0 en combinacion es una alternativa
prometedora en la regeneracion de tejido dafiado que involucra el desarrollo de estructuras sélidas
porosas conocidas como andamios (scaffolds) que favorezcan y permitan la restauracion o

reparacion del tejido evitando los problemas de los métodos convencionales antes mencionados

[1].

Los andamios utilizados para la regeneracion de tejido 6seo deben cumplir con ciertos
requerimientos: deben proveer de soporte mecanico temporal, tener una arquitectura porosa, una
capacidad de degradacion controlada, osteoconductividad para guiar el crecimiento del tejido
natural y biocompatibilidad por si mismos y de los productos que liberan durante su degradacion
de manera que no desencadene una respuesta inmunoldgica en el organismo. El reto cientifico
abarca entender la fisiologia de las propias células, sus necesidades de transporte de masa y entorno
biologico, asi como el desarrollo de materiales para andamios porosos adecuados, que actden como

plantillas para la adhesion celular, el crecimiento y la proliferacion [2].

Desde su descubrimiento en 1969 por Hench [3] el Bioglass® 45S5 es uno de los materiales mas
utilizado para regeneracion en ingenieria de tejido 6seo debido a su biactividad clase A lo que le

confiere la propiedad de formar uniones tanto con tejido blando como tejido duro en ambientes in



vivo. Varios tipos de polimeros sintéticos, entre ellos, el &cido polilactico (PLA) y sus isdmeros
(PLLA, PDLA, PDLLA) han sido utilizados para fabricacion de andamios en ingenieria de tejido

6seo debido a sus propiedades mecanicas, reproducibilidad y biodegradabilidad.

Materiales compuestos de polimeros biodegradables con fases inorgénicas bioactivas como lo son
los andamios de PLA/Bioglass® 45S5 son de gran interés para la ingenieria de tejidos ya que
combinan las ventajas que presentan los polimeros sintéticos, entre las cuales se encuentran su gran
flexibilidad y facil procesamiento en diferentes tamafios y formas, y mediante la adicion de
Bioglass® 45S5 no solo le confiere bioactividad al andamio promoviendo la degradacion y
proliferacion celular sino que se mejoran ademas las propiedades mecéanicas debido a la naturaleza
rigida del biovidrio [2].

Una de las caracteristicas principales que debe mostrar un andamio para regeneracion dsea es una
alta porosidad. Andamios poliméricos obtenidos por el método de separacion de fases tanto
térmicamente inducida como por no solvente, han mostrado altas porosidades (~ 97%) con

estructuras porosas altamente interconectadas [4].

Los estudios in vitro en medios con caracteristicas similares a las de los fluidos fisiologicos y
cultivos celulares constituyen la primera etapa que se suele realizar para ensayar la
biocompatibilidad y bioactividad de los materiales. A través de pruebas de inmersién en fluido
corporal simulado (SBF) se puede evaluar la bioactividad del material mediante la formacion de
una capa de apatita en la superficie de éste lo cual indica que podria crear enlaces directos con el
hueso a través de esta capa de apatita en un ambiente in vivo, por ello el recurrir a estos métodos

permite obtener informacion preliminar sin la necesidad de sacrificar innecesariamente animales.

En el presente proyecto de investigacion se desarrollaron estructuras porosas compuestas de acido
polilactico (PLA)/Bioglass® 45S5 obtenidos por el método modificado de separacion de fases
térmicamente inducido por no solvente (NTIPS) y se realizaron las correspondientes
caracterizaciones y pruebas in vitro bajo diferentes tiempos de inmersién en fluido corporal

simulado (SBF) acelular con el fin de evaluar las propiedades morfoldgicas y estructurales de los



andamios asi como su biodegradabilidad, y bioactividad, y de esta manera poder determinar la

aptitud de dichas estructuras como futuros andamios para regeneracion 0sea.

1.1. Objetivos

1.1.1 Objetivo general

El objetivo del proyecto es la obtencion de estructuras altamente porosas compuestas de PLA/
Bioglass® 4555 mediante el método NTIPS, asi como el estudio de la morfologia, propiedades
mecénicas, biodegradabilidad y bioactividad in vitro en solucidn fisioldgica simulada acelular
(SBF) de éstas, para determinar su aplicacién potencial como sustitutos 6seos.

1.1.2 Objetivos particulares

e Obtencidn del vidrio bioactivo 4555® mediante la técnica de fusion

e Obtencidn de estructuras porosas compuestas de PLA/ Bioglass® 45S5mediante el proceso de
separacion de fases inducida por no solvente y cambio de temperatura (NTIPS).

e Evaluar la morfologia, porosidad y area superficial de los andamios obtenidos.

e Realizar pruebas de inmersion in vitro a varios tiempos de permanencia para estudiar la
biodegradabilidad y reactividad de las estructuras porosas, mediante el monitoreo de la pérdida
de peso y el cambio en pH en funcion del tiempo de inmersidn en SBF acelular.

e Comprobar la bioactividad de los andamios mediante la formacion de hidroxiapatita en su
superficie después de su incubacion en SBF.

e Evaluar mediante ensayos mecanicos de compresion las espumas de PLA/ Bioglass®45S5 antes

y después de las pruebas de inmersion.

1.2 Justificacion

Debido a la gran importancia del tejido 6seo y a la alta tasa de procesos quirurgicos realizados
anualmente para remplazo o reparacion de tejido éseo afectado debido a lesiones 0 malformaciones
propias de la edad, y a la limitacion de los proces actuales diversas disciplianas han centrado su

atencién en la regeneracion de tejido 6seo.

En el presente trabajo se crearan andamios 0seos con la capacidad de crear tejidos completamente

naturales dejando a un lado los problemas de infeccién, rechazo, poco disponibildad de tejido

3



donante y reabsorcion de tejido G6seo generados por los autoinjertos, aloinjertos e implantes
metélicos comunmente utilizados. Los andamios de polimeros biodegradable y Bioglass 45S5 han
mostrado la capacidad de estimular y guiar la formacién de nuevo téjido a medida que estos se
degradan por procesos metabdlicos sin liberar productos toxicos que geenren reacciones adversas,
ya que los productos de degradacion de estos son generalmente metabolitos naturales del cuerpo.

1.3 Hipotesis

La combinacién de un polimero sintético biocompatible como el &cido polilactico (PLA) y una fase
inorganica bioactiva (Bioglass® 45S5) para la fabricacion de estructuras tridimensionales, resultara
en la obtencion de andamios no tdxicos, bioreabsorbiles y bioactivos con propiedades mecanicas

adecuadas para su uso en ingenieria de tejido 0seo.

Mediante la técnica de separacion de fases inducida por no solvente y cambio de temperatura se
obtendran estructuras porosas que cumplan con las condiciones necesarias para andamios 0seos
como son alta porosidad, estructura interconectada, macroporosidad, mesoporosidad y tamafo de

poro adecuado para la adhesion celular, vascularizacion y crecimiento del nuevo tejido 6seo.



CAPITULO 2. REVISION Y DISCUSION DEL ESTADO DEL ARTE

2.1 Ingenieria de Tejidos

Los defectos 6seos causados por trauma, degeneracion patoldgica o deformidad congénita son uno
de los mayores desafios en los tratamientos ortopédicos [5]. Actualmente, la osteoporosis afecta a
10 millones de personas y se espera que esta cifra incremente a 14 millones para el afio 2020,
generando costos superiores a los 25 billones de délares anuales [6]. Mundialmente se estima que
se realizan 2.2 millones de procedimientos de injertos 6seos anualmente para promover la
reparacion de fracturas, relleno de defectos o reparacion de lesiones espinales [6,7,8]. La reparacion
6sea, en general, es considerada como un proceso biolégico 6ptimo ya que la mayoria de las
fracturas y defectos pequefios en este tejido sanan espontdneamente con un tratamiento minimo.
En contraste, el tratamiento clinico de grandes defectos 0seos es un desafio para la cirugia
reconstructiva debido a que los mecanismos regenerativos son generalmente insuficientes en
conseguir la regeneracion completa del tejido 6seo. Actualmente, el hueso es el segundo tejido
mas trasplantado solo por detras de las transfusiones sanguineas [9]. Los injertos autélogos (hueso
de la cosecha del propio cuerpo del paciente) son el estandar principal en el tratamiento de los
defectos Gseos, a pesar de los problemas significativos de los autoinjertos como lo son la necesidad
de dos procedimientos quirdrgicos para la extraccion e implantacion, limitada disponibilidad y
morbilidad del sitio donante [10]. Una alternativa a los autoinjertos son los llamados aloinjertos en
los cuales se utiliza tejido 6seo de otro humano (generalmente cadaveres), los cuales presentan
inconvenientes como un costo elevado, transmision de enfermedades y respuesta inmune adversa

del huésped.

Por otro lado, metales como el hierro, cobalto y titanio pueden ser implantados de manera
permanente en el tejido 6seo para llenar un defecto y brindar fijacion interna; sin embargo, la fatiga,
la corrosion, la infeccion de los tejidos y la pobre interface que se crea entre el tejido y el implante
generan muchos problemas a los pacientes. Adicionalmente, el mddulo elastico de los metales es
significativamente mayor al del hueso natural, esto hace que ellos absorban la mayor parte de los
estimulos mecanicos necesarios para la correcta formacion del nuevo tejido dseo. Esta atenuacion
de los estimulos mecanicos puede generar la reabsorcion del hueso alrededor del implante,

haciendo necesaria su remocion [5].



Estos inconvenientes han motivado el desarrollo de una amplia variedad de complejos sustitutos
de injerto Oseo sintéticos para la reparacion de defectos 6seos. Algunas de las ventajas de utilizar
estos andamios sintéticos son: la eliminacién del riesgo de transmisién de enfermedades, menos
procedimientos quirurgicos, se disminuye el riesgo de infeccion o respuesta inmune adversa,

ademas de la extensa disponibilidad de los materiales para fabricacion de andamios sintéticos.

El término “ingenieria de tejidos™ se utilizd por primera vez en la National Science Foundation
(N.S.F) en Washington D.C., en 1987 y fue definido como “la aplicacion de principios y métodos
de ingenierias y ciencias de la vida, para obtener un entendimiento fundamental de las relaciones
estructurales y funcionales en los tejidos mamifero patoldgicos, y el desarrollo de sustitutos

biologicos para reparar, mantener o mejorar las funciones tisulares”.

El principio general de la ingenieria tisular es combinar células vivas con un soporte natural y/o
sintético también conocido como andamio (scaffold) de naturaleza biodegradale para establecer
una estructura tridimensional que sea funcional, estructural y mecanicamente igual o mejor que el
tejido a remplazar [11]. Los cuatro componentes principales necesarios para crear tal estructura
son: 1) andamio, 2) los factores de crecimiento, 3) la matriz extracelular (ECM), y 4) las células.
Los andamios son estructuras tisulares tridimensionales que guian la organizacion, crecimiento y
diferenciacion de las células. Los andamios deben ser biocompatibles y disefiados para cumplir con
las necesidades biologicas y nutricionales para la poblacion especifica de células. Los factores de
crecimiento son péptidos solubles capaces de unirse a los receptores celulares y producir ya sea
una respuesta permisiva o preventiva hacia la diferenciacion y/o proliferacion del tejido. La ECM
debe ser capaz de proveer las condiciones dptimas para la adhesién, crecimiento y diferenciacion
celular dentro de la estructura mediante la creacion de un sistema capaz de controlar los factores
ambientales tales como el pH, temperatura y las resistencias mecanicas. Estas condiciones estan
determinadas por la linea celular y las propiedades del scaffold. Finalmente, el desarrollo de una
estructura viable involucra un suministro adecuado de células que son idealmente no
inmunogénicas (no producen respuesta inmune), altamente proliferativas, faciles de cultivar, y que
tienen la capacidad de diferenciar hacia variedades de tipos de células con funciones especializadas
[12,13].



El concepto fundamental detras de la ingenieria de tejidos es utilizar la respuesta biolégica natural
del cuerpo ante el dafio tisular en combinacion con principios de ingenieria [14]. EIl propdsito de
la ingenieria de tejidos es el de restituir la estructura y funcion de un defecto por medio de la
utilizacién de la respuesta natural de cura del cuerpo humano, conjuntamente con un tratamiento
que utilice uno o méas de los siguientes tres elementos: células, moléculas de sefalizacion y
andamios. Entonces, un defecto 6seo puede ser reemplazado potencialmente por tejido 6seo natural

con una completa unién y restauracion, sin el uso de implantes permanentes [15].

2.2 Composicion y estructura del hueso

El hueso es un tejido dindmico altamente vascularizado que continia remodelandose a lo largo de
la vida de un individuo. Desempefia un papel integral en la locomocién, asegura una capacidad de
carga adecuada del esqueleto, y actia como una cubierta protectora para los delicados 6rganos
internos. Adicionalmente a estas funciones estructurales, el hueso esta intimamente relacionado a
la homeostasis a traves de su capacidad de almacenar iones Ca y P, ademas de regular las
concentraciones de electrolitos clave en la sangre [16].

Las distintas condiciones de carga influyen en el desarrollo de estructuras &seas
macroscopicamente diversas con formas, distribuciones espaciales y propiedades mecanicas
cuidadosamente adaptadas. Mas de 206 huesos conforman el esqueleto, yendo desde los huesos
largos que se encuentran en nuestras extremidades, huesos cortos en las mufiecas y tobillos, los
huesos planos en el esternon y el craneo, hasta los huesos irregulares tales como la pelvis y las
vertebras. El tejido 6seo se encuentra organizado ya sea en un patrén compacto (hueso cortical) o

en un patrdn trabecular (hueso trabecular) [17].

El hueso contiene varios tipos de células especiales que incluyen los osteocitos (células
especializadas), osteoblastos (células formadoras de hueso), células madre mesenquimales (MSCs)
(osteoprogenitoras) y osteoclastos (células reabsorbedoras de hueso). Cada uno de estos tipos de

células participan ya sea en la formacidn, remodelacién o reabsorcion del tejido éseo.

En términos de la matriz extracelular, el hueso estd compuesto de una fase inorganica (mineral), y

una fase organica [18,19]. La fase mineral o inorganica principalmente consta de calcio y fosforo,



analoga a la hidroxiapatita (HA) (Caio (POs)s(OH)2). También se encuentran asociados a la fase
mineral iones como sodio, magnesio, carbonato de calcio, citrato y fluoruro. La fase orgénica del
hueso consiste principalmente de colageno tipo I, proteinas no colagenas, agua y lipidos.

Desde el punto de vista estructural, el hueso es un material poroso con porosidad interconectada.
Esta caracteristica clasifica el hueso en dos tipos: hueso cortical o compacto y hueso trabecular o
esponjoso, figura 2.1. El hueso cortical es la capa dura externa de hueso mientras que el hueso
trabecular se encuentra en el centro de los huesos vertebrales en la espina dorsal y dentro de los
extremos de los huesos largos. La mayor diferencia entre el hueso cortical y el trabecular es el
tamafo de poro (que va de 1 a 10 y de 200 a 400 um, respectivamente) y la porosidad (que es de
5-30% y 50-90%, respectivamente). EIl tamafio e interconexion de los poros son criticos para la
difusion de oxigeno, nutrientes, adhesion celular, migracion, diferenciacion y demas funciones
celulares necesarias para la formacion de nuevo tejido. Desde el punto de vista mecéanico, la
porosidad es responsable de la resistencia del tejido, que se encuentra en los rangos de 1-12 MPa
y 150-200 MPa para el hueso trabecular y cortical, respectivamente [20].

Disminuciones sustanciales en las propiedades mecanicas ocurren con la edad, por ejemplo, la
resistencia Ultima del fémur y espina dorsal se reduce casi un 7 y 11 %, respectivamente, por
década, desde los 20 a los 100 afios. La resistencia no decrece de manera significativa hasta después
de los 30 afios, o incluso después dependiendo del sitio. Debido a la heterogeneidad del hueso
trabecular, los factores como la edad y la localizacion del defecto son conceptos clave de relevancia
directa en la ingenieria de tejidos, donde el objetivo sea el remplazo de hueso trabecular dafiado

con un sustituto que tenga las caracteristicas mecanicas apropiadas para ese sitio.



Figura 2.1 Seccidn transversal de un fémur humano ilustrando el hueso trabecular y cortical [21].

Como en todos los érganos en el cuerpo, el tejido 6seo tiene una organizacion jerarquica en cuanto
a escalas de longitud que va desde varios ordenes de magnitud de la macro escala (centimetros)
hasta los componentes nanoestructurados (matriz extracelular), figura 2.2. La matriz extracelular
comprende tanto componentes no mineralizados organicos (colageno tipo | principalmente) asi
como componentes inorganicos mineralizados (apatita carbonatada). Ademas, mas de 200 tipos
diferentes de proteinas no colagenas de la matriz contribuyen a la abundancia de sefiales en el
entorno extracelular inmediato. La estructura de nanocompdsitos (fibras de coldgeno duras y
flexibles reforzadas con cristales de hidroxiapatita) es fundamental para la resistencia a la

compresion requerida y la alta resistencia a la fractura del hueso [22].
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Figura 2.2 Organizacién jerarquica del tejido 6seo a través de las diferentes escalas de longitud. EI hueso
tiene una fuerte capa compacta calcificada (a), que comprende varios sistemas de Haver cilindricos u
osteonas (b). las células residentes estan recubiertas por un bosque de receptores de membrana celular que
responden a sitios especificos de unién (c) y la bien definida nanoarquitectura de la matriz extracelular

circundante (d) [17].

2.3 Andamios 0seos
En la practica clinica, los injertos autélogos de hueso trabecular son los mas efectivos para

promover la recuperacion, los autoinjertos poseen todas las caracteristicas necesarias para el
crecimiento de nuevo tejido 6seo ya que son osteoconductivos, osteoinductivos, osteogénicos y
compatibles [23]; ademas los autoinjertos implantados no producen respuesta inmune ni

transmision de enfermedades. La osteoconductividad se refiere a cuando el material de injerto
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permite la adhesion de las células formadoras de hueso (como lo son los osteoblastos y células
osteoprogenitoras), y actia como un andamio en el cual las células 6seas pueden subsecuentemente
migrar, proliferar, y depositar matriz extracelular; lo cual resulta en la formacion de nuevo tejido
6seo [23]. La osteoinductividad es el proceso en el cual se da la proliferacion y diferenciacién hacia
osteoblastos de las células no diferenciadas. La osteogenicidad se refiere a la presencia de células
madres y progenitoras cuyas funciones resultan en la formacion de nuevo tejido [23]. En algunos
pacientes, sin embargo, los autoinjertos pueden ser asociados con pérdida de sangre, dolencias
post-operatorias, riesgo de infecciones y fractura de la zona donante, o pueden estar limitados a la
disponibilidad del material de injerto cuando son necesarios varios procesos quirtrgicos de injerto
[24]. Ademas, los autoinjertos incrementan los tiempos de cirugia, estancias en el hospital y costos
asociados, y frecuentemente no promueven la unién dsea en segmentos de hueso mayores a 60 mm
de longitud [25].

Debido a las desventajas mencionadas se han desarrollado métodos alternativos para la
regeneracion de tejido éseo como el uso de sustitutos 6seos ya sea naturales o artificiales como

reemplazo de los autoinjertos.

Los andamios son fundamentales para la ingenieria de tejido 6seo, y estos son estructuras porosas
que idealmente son disefiadas para guiar la formacion de nuevo tejido al proporcionar una matriz
con porosidad interconectada y con quimica superficial adaptada para el crecimiento y
proliferacion celular, y el transporte de nutrientes y desechos metabolicos [6]. Los andamios
sintéticos ideales deben ser capaces de presentar un ambiente fisiolégico biomimético mientras se
biodegradan conforme el tejido nativo se integra y deben promover o prevenir respuestas
fisiologicas deseadas y no deseadas respectivamente. Para hacer frente a estos requisitos un
andamio 6seo sintético debe [14]:

1. Proveer soporte mecéanico temporal al area afectada.

2. Actuar como sustrato para el deposito de la matriz orgéanica.

3. Poseer una estructura porosa para permitir la vascularizacion y el crecimiento del hueso.
4. Fomentar la migracion de células 6seas en el andamio.
5

Promover la diferenciacidén osteogénica en el andamio sintético no 6seo (osteoinduccion).
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6. Mejorar la actividad celular para la integracion del andamio y tejido huésped
(osteointegracion).

7. Degradarse de manera controlada para facilitar la transferencia de carga al hueso en
desarrollo.

8. No debe producir productos toxicos en su degradacién ya que puede producir una respuesta
inflamatoria.

9. Poder ser esterilizado sin perder bioactividad.

10. Liberar moléculas bioactivas o farmacos para acelerar la curacion.

Los andamios deben poseer poros abiertos e interconectados. Esto es necesario para la difusion de
nutrientes y la remocion de desechos que son resultado de los procesos metabdlicos celulares. Los
poros no deben ser demasiado grandes ya que si lo son afectan drasticamente las propiedades
mecéanicas del andamio, ademas hay una disminucion en el &rea superficial especifica disponible
lo que limita la adhesion celular, por el contrario, si son demasiado pequefios las células no puede
migrar hacia el centro del andamio limitando la difusion de nutrientes y la eliminacion de productos

de desecho.

2.4 Materiales para andamios 6seos

Un biomaterial utilizado para implante debe poseer algunas propiedades importantes para el uso a
largo plazo en el cuerpo sin rechazo. Antes de considerar las caracteristicas deseadas de los
materiales posibles de ingenieria de tejidos, es importante entender algunos conceptos de la

regeneracion Gsea para construcciones de ingenieria de tejidos:

La osteoinduccion se define como la capacidad de causar que las células puedan diferenciarse para
formar osteoblastos activos lo que culmina en la formacion de hueso. Un material osteoinductivo
permite la reparacién en un lugar que normalmente no sanaria sin tratamiento. La osteoconduccion
soporta el crecimiento interno de capilares y células del huésped en una estructura tridimensional
para formar hueso. Un material osteoinductivo guia la reparacion en un lugar donde normalmente

no se produciria la curacién de no ser tratado.

12



La bioactividad se define como la capacidad de formar un enlace directo con el hueso, la cual por

lo general se puede evaluar con la formacidn de una capa de apatita en la superficie del material.

Un material biorreabsorbible es aquel capaz de degradarse quimicamente, absorbiéndose de forma

controlada mientras es reemplazado por nuevo tejido.

Biocompatibilidad es la capacidad de un material de existir en contacto con los tejidos del cuerpo
humano sin causar un grado inaceptable de dafio. No sélo se asocia a la toxicidad, sino a todos los
efectos adversos de un material en un sistema bioldgico [26,27].

Uno de los objetivos principales en la ingenieria de tejido ¢seo es imitar el tejido dseo nativo, y el
primer desafio es la seleccion del material a utilizar. La composicion del material juega un papel
critico en el exito del andamio. El material seleccionado debe ser biocompatible, biodegradable y
tener propiedades mecéanicas apropiadas para aplicaciones de soporte de carga. Una gran variedad
de materiales ha sido estudiada para su aplicacion en andamios sintéticos d6seos, incluyendo

metales, ceramicos, polimeros y materiales compuestos.

Los metales tales como titanio, acero inoxidable, y cobalto-cromo son biocompatibles, resistentes,
procesables, y algunos de ellos relativamente baratos. Sin embargo, los metales tienen un modulo
de elasticidad mas alto que el hueso, lo que puede inducir la reabsorcion del hueso e impedir el
crecimiento de tejido nativo y ademas no son biodegradables, lo que requiere de una cirugia

adicional para su remocion [28-30].

Trabajos previos de investigacion han demostrado que un andamio 0seo sintético debe mantener
sus propiedades mecanicas por lo menos de 1a 3 meses después de su implantacion y después debe
ser totalmente reabsorbido a través de procesos metabolicos después de 12 a 18 meses de modo

que no impida el crecimiento y regeneracion del tejido [31].

Considerando la limitada utilidad de los andamios 6seos no degradables o instrumentos de fijacion,
la Unica opcion realista para la seleccion de materiales son los ceramicos y los polimeros.

Ceramicos de calcio-fosfato son una opcion obvia y han demostrado consistentemente excelentes
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respuestas celulares in vitro e in vivo. Este tipo de ceramicos fueron descubiertos hace mas de 40
afios como sustitutos 6seos [3]. Son considerados como bioactivos ya que forman una unién con el
hueso y promueven la formacion de tejido 6seo. La bioactividad de estos ceramicos ha sido
atribuida a la similaridad de su composicion y estructura con la fase mineral del hueso [31]. Los
tipos més comunes de materiales a base de calcio-fosfato utilizados para la construccion de
andamios son: hidroxiapaptita, fosfato tricalcico (TCP), fosfatos de calcio bifasicos y vidrios
bioactivos [32].

2.4.1 Bioglass® 4555

El primer vidrio bioactivo estudiado fue el Bioglass® 45S5, introducido por Hench en 1969 [3] y
aln permanece como el mas usado en aplicaciones clinicas. EI Bioglass® 45S5 posee una
composicion de 45% SiOz, 24,5% CaO, 24,5% Na.O, 6% P»Os (porcentaje en peso). De acuerdo
al diagrama de fases del sistema ternario Na,O—-CaO-SiO; con 6 % P,Os, Figura 2.3, pocas
composiciones exhiben bioactividad clase A (materiales capaces de formar unién tanto con tejido

blando como duro), dentro de las cuales el Bioglass® 45S5 tiene el mayor indice de bioactividad.

A inicios de los afios 90, Li y colaboradores [33] sintetizaron algunos vidrios bioactivos por técnica
sol-gel. Esta nueva clase de vidrios bioactivos mostraron un rango composicional méas alto de
bioactividad, con un elevado contenido de silicio, ya que vidrios en el sistema SiO>—CaO-P20s,
luego de ser sumergidos en un fluido corporal simulado, pudieron formar una capa de
hidroxiapatita (HA), con un contenido de silice mayor al 90%. Gran aumento, considerando que

los vidrios bioactivos tradicionales tiene como maximo un 60% de silice.

Una de las principales diferencias entre los vidrios sintetizados por sol-gel y por fusion yace en el
area superficial. Con el método sol-gel propiedades estructurales y superficiales, como éarea
superficial y porosidad, pueden ser reguladas dependiendo de la composicion y las condiciones de
sintesis, pudiéndose obtener materiales nanoestructurados controlados. Los vidrios de silicio
obtenidos por método sol-gel poseen una alta area superficial y una alta concentracién de grupos
silanol (Si-OH) superficiales, dando lugar a una hidrolisis mas rapida y bioactividad aumentada.
Tradicionalmente se utilizan nitratos de calcio y sodio, asi como acido nitrico como catalizadores

para la obtencion de vidrios bioactivos mediante técnica sol-gel debido a su alta solubilidad, bajo
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costo y facilidad de descomposicion térmica. Sin embargo, para esto es necesario recurrir a
tratamientos térmicos con temperaturas por arriba de 600 °C para la remocidon de los subproductos
de nitratos los cuales son peligrosos para las células vivas, tales temperaturas resultan en la
formacion de una fase cristalina (la mayoria de las veces Na>CaSi;Os 0 Na>Ca,SisOy) lo cual

disminuye la bioactividad de este tipo de vidrios.

Los vidrios bioactivos son utilizados para aplicaciones en ingenieria de tejidos principalmente por
su habilidad de promover la revascularizacion, adhesion de osteoblastos y la diferenciacion de las
células mesenquimales [34]. Ademas, también se pueden utilizar como relleno o recubrimiento en
materiales poliméricos para la obtencion de andamios compuestos [35]. Al utilizar vidrios
bioactivos para el disefio de andamios porosos, materiales dentales o de relleno, se deben considerar
las propiedades de éstos en base a la forma y tamafio de las particulas utilizadas.

Sio,

A=Union osea
B=Sin uni6n osea (Muy poca reactividad)
C=$1n uni6n 6sea (Muy zlta reactividad)

Figura 2.3 Diagrama composicional Na,O—CaO-SiO.. Se muestran las regiones composicionales en base
a su habilidad para formar unién con el tejido 6seo. La region S es la region de bioactividad de clase A
donde los vidrios bioactivos tienen capacidad de unién tanto al tejido duro como al suave [3].
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2.4.1.1 Técnicas de fabricacion de Vidrios Bioactivos

Las técnicas mas comunmente utilizadas para la produccién de vidrios bioactivos son las técnicas
sol-gel y la ruta de fusion y temple. En la técnica de fusion y temple, el vidrio se prepara tomando
las cantidades estequiométricas requeridas de los diferentes 6xidos o carbonatos de alta pureza
(99.9%). Los componentes son primero mezclados en un molino de bolas, el polvo resultante
después de la molienda es fundido a altas temperaturas en un horno de alta resistencia dependiendo
de la composicion elegida. La masa fundida se vacia en moldes para obtener barras o cualquier otra
forma deseada. También se puede templar en agua para obtener fritas 0 en aire sobre placas
metélicas, de cobre o acero, para obtener piezas planas.

Generalmente el contenido de silice debe ser menor a un 60 % mol para que el vidrio pueda
adherirse al hueso si el método de fabricacion es el de fusion y temple. Mientras que, si se utiliza
el método sol-gel para la obtencion del vidrio, la formacion de la capa de HA y la unidn de hueso
se puede obtener con vidrios que tienen hasta 90% mol de silice [36]. El proceso sol-gel involucra
los procesos de hidrdlisis, polimerizacion, gelacion y secado. Una solucion evoluciona hacia la
formacién de un sistema bifasico similar a un gel que contiene tanto una fase liquida como una
fase solida. Nanoporos presentes en el vidrio preparado a partir del método sol-gel proporcionan
un area superficial elevada. En consecuencia, esto conduce a una degradacion y formacion de HA
mas rapida que los vidrios preparados por fusion con la misma composicion. Ademas, se requiere
una temperatura de procesamiento mas baja. Sin embargo, los andamios derivados mediante este
método tienen baja resistencia (2 a 3 MPa) y, en consecuencia, son adecuados para sustituir

defectos solamente en sitios de baja carga.

La capacidad bioactiva de los vidrios es evaluada mediante la hidroxiapatita que es una capa
superficial de fosfato carbonatado, figura 2.4, que se desarrolla sobre la superficie del vidrio
bioactivo cuando estd en contacto con fluido corporal simulado (SBF) a través de reacciones
interfaciales. Esta capa imita las caracteristicas quimicas y cristalograficas del hueso, lo que le
permite unirse quimicamente al tejido 6seo huésped [3]. De hecho, casi dos terceras partes del

hueso estan formadas por hidroxiapatita.

16



Figura 2.4 Micrografia por MEB de la tipica morfologia en forma de “coliflor” de la hidroxiapatita
formada sobre la superficie de una espuma de Bioglass®45S5 después de inmersion en SBF por 28 dias

[4].

2.4.2 Polimeros sintéticos

Varios tipos de polimeros han sido utilizados en la ingenieria de tejidos, los cuales pueden ser
clasificados de manera simple en polimeros sintéticos y naturales. Los polimeros naturales tienen
la ventaja potencial de reconocimiento biolégico lo que podria beneficiar a la adhesion y
funcionamiento celular. Sin embargo, pueden provocar inmunogenicidad y contener impurezas
patogénicas. También, existe menor control sobre sus propiedades mecanicas, biodegradabilidad,
y consistencia entre lotes. La mayoria de ellos tienen un suministro limitado y por lo tanto pueden
resultar costosos. Una ventaja de los polimeros sintéticos es la reproducibilidad a gran escala con
propiedades controladas de resistencia, degradacion y microestructura. Debido a esto, los
polimeros sintéticos biodegradables han sido ampliamente utilizados en ingenieria celular como
vehiculos para trasplante celular y andamios. Los a-hidroxiacidos, que incluyen al acido
poliglicdlico (PGA), acido polilactico (PLA) y su copolimero acido poli(lactico-co-glicélico)
(PLGA), se encuentran dentro de los polimeros sintéticos mas utilizados en ingenieria de tejido
0seo. Los enlaces éster en dichos polimeros son facil de desestabilizar hidroliticamente, y se
degradan mediante hidrolisis no enzimatica. Los productos de degradacion del PGA, PLAy PLGA
son no toxicos, metabolitos naturales, y eventualmente son eliminados por el cuerpo en forma de

dioxido de carbono y agua.
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Un gran esfuerzo de investigacion ha sido el desarrollo de polimeros sintéticos para su aplicacion
como andamios de ingenieria de tejidos. Los polimeros sintéticos tienen numerosas ventajas, Como
excelentes caracteristicas de procesamiento, lo que puede garantizar la disponibilidad del andamio,
ademas de ser biocompatible y biodegradable a velocidades que pueden ser adaptadas para la
aplicacion deseada [37]. Ademas, los polimeros sintéticos poseen propiedades mecanicas y fisicas
predecibles y reproducibles (por ejemplo, resistencia a la traccion, modulo elastico, y velocidad de
degradacion) y se pueden fabricar con gran precision [38].

Principalmente se tienen dos tipos de polimeros sintéticos, biodegradables y de superficie
bioerosionable, los primeros son mas prometedores teniendo en cuenta que uno de los requisitos
de un andamio, en la ingenieria de tejidos, es que tiene que ser sustituido por tejido 6seo recién
formado in vivo. Entre los polimeros degradables, el DL-acido polilactico (PDLLA) amorfo es uno
de los materiales mas populares considerados para la produccién de andamios, al igual que su
mezcla con vidrios bioactivos, ya que se pueden combinar con biomoléculas, tales como factores
de crecimiento [38] y antibidticos [39] para establecer un sistema de administracion de farmacos
de accion localizada. Se espera que un andamio con una funcién de administracion de farmacos
controlado promueva la regeneracion 6sea y elimine posibles respuestas inflamatorias tras la

degradacion del andamio.

El &cido polilactico (PLA) es un polimero comercialmente disponible utilizado en una gran
variedad de aplicaciones debido a su alta resistencia, médulo y biodegradabilidad. EI PLA es un
polimero termoplastico que se obtiene como un producto de la fermentacion del almidon de algunas
plantas como maiz, cafia, papas, remolachas, etc. El polimero es sintetizado por condensacion
directa de acido lactico o bien por polimerizacion tras la apertura del anillo del dimero lactido

mediante el uso de un catalizador adecuado (Figura 2.5) [40].

18



HO—_
4 Dt
H CH,
Acido L-lactico \ G H/i PLLA
CH T T,
H0 CR O
H
O
Lactida

Figura 2.5 Rutas de polimerizacién para obtencion del acido polilactico [40].

Debido a la presencia de dos estereoisomeros del acido lactico, el PLA puede ser sintetizado como
PLLA, PDLA o PDLLA. Los dos homopolimeros puros (PLLA y PDLA) y la mezcla racémica
polimérica PDLLA con proporciones variantes de los mondémeros D y L presentan un rango de
propiedades fisicas. Ademas, las propiedades mecanicas y térmicas del PLA varian también con el
peso molecular [41]. En la tabla 2.1 se enlistan algunas propiedades fisicas de los polimeros de
PLA [42].

Tabla 2.1 Propiedades fisicas del PLA [42].
Semicristalino (PDLA)
Cristalinidad 0-37% (PLLA)
Amorfo (PDLLA)

Temperatura de transicion vitrea, T, 50-64 °C

Temperatura de fusion 145-186 °C
Resistencia a la traccion 28-50 MPa
Mddulo de Young 1.2-3 GPa
Elongacién de rotura 2-6 %
Densidad 1.21-1.43 g/lcm®
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El PLA presenta velocidades de degradacion lentas debido a que el grupo metil extra en el PLA
(en comparacion al PGA) hace que éste sea mas hidrofobico, lo que reduce la afinidad molecular
hacia el agua, y disminuye la velocidad de hidrdlisis. Toma varios meses o incluso afios para que
un implante de PLA pierda sus propiedades mecanicas in vitro o in vivo [43].

Para lograr velocidades de degradacion intermedias se utilizan varias relaciones de PGA y PLA
para sintetizar PLGAs. Estos polimeros (PLA, PGA, y PLGASs) se encuentran entre los pocos
polimeros sintéticos aprobados por la FDA (US Food and Drug Administration).

Los polimeros naturales como proteinas y polisacaridos también han sido utilizados para
aplicaciones en ingenieria de tejidos, el colageno es una proteina fibrosa y un componente en gran
medida de la matriz extracelular y ha sido utilizado para aplicaciones de regeneracion tisular,
especialmente para tejido blando. El colageno como componente natural de la matriz extracelular
tiene propiedades bioldgicas Utiles deseables en aplicaciones de ingenieria tisular. Por otro lado,
existe preocupacion sobre su uso debido a la potencial transmisidn de patdgenos, reaccion inmune,

propiedades mecéanicas bajas y biodegradabilidad poco controlada.

2.5 Métodos de fabricacion de andamios polimericos

Se ha desarrollado una variedad de tecnologias para la fabricacion de andamios porosos 3D para la
regeneracion oOsea, las cuales incluyen principalmente colada y lixiviacion de particulas,
liofilizacion de una emulsion, electrospinning, impresion 3D y separacion de fases inducida
térmicamente. En la Figura 2.6 se muestran algunas de las morfologias caracteristicas de cada

técnica.

Enla Tabla 2.2 y 2.3 se resumen algunas técnicas de produccidn de andamios poliméricos porosos,

asi como las principales ventajas y desventajas de algunas de ellas.
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Figura 2.6 Morfologias tipicas de andamios porosos preparados por diversos métodos y la estructura del
hueso trabecular. (a) Andamios porosos de policaprolactona generados por la extraccion de 50% de NaCl
mediante colada y lixiviacién de particulas [44]. (b) Andamios de PLLA fabricados por el método de
separacion de fases [45]. (c) Método de prototipado rapido (impresion 3D) [46]. (d) Andamio polimérico
preparado mediante esferas de parafina (porogen) [47]. () Hueso trabecular [48].
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Tabla 2.2 Tecnologias de fabricacion de andamios tridimensionales [49].

Método de Procesamiento | Tamafio % Arquitectura
fabricacién de poro | Porosidad
um

Colada de solvente Colada 30-300 20-50 Poros esféricos, algunas particulas
y lixiviacion de de sal permanecen en la matriz
particulas
Laminacion de Uni6n por 30-300 <85 Estructura porosa irregular
membranas solvente
Emulsion freeze Colada <200 <97 Estructura porosa con gran
drying interconectividad
Separacion de fases Colada <200 <97 Estructura porosa con gran
inducida interconectividad
térmicamente
Tecnologia de Colada <100 10-30 Estructura porosa con pobre
fluido supercritico interconectividad
Impresion 3D en Forma libre 45-150 <60 Estructura porosa con macroporos
combinacién con totalmente interconectados,
lixiviacion de disefiados y fabricados capa por
particulas capa

Tabla 2.3 Ventajas y desventajas de algunas rutas de fabricacién de andamios 3D con alta

interconectividad [4].

Ruta de Fabricacion

Ventajas

Desventajas

Separacion de fases
térmicamente inducida
(TIPS)

Alta porosidad (~95%),
Estructuras altamente
interconectadas, se pueden
obtener poros anisotropicos
tubulares

Produccion a pequefia escala, uso
de solventes organicos

Colada de solvente y
lixiviacion de particulas

Porosidad controlada

Uso de solventes organicos

Forma libre sélida
(impresion 3D)

La estructura porosa puede
ser adaptada al tejido
huésped

Es necesario el mejoramiento de
la resolucion a micro escala,
algunos métodos utilizan
solventes organicos

Sinterizacion de
microesferas

Porosidad controlada

Uso de solventes organicos,
dificultad para lograr
interconectividad
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2.5.1 Colada y lixiviacion de particulas

El método consiste en mezclar particulas de una sal soluble en agua (cloruro de sodio, citrato de
sodio, etc.) dentro de una solucion de polimero biodegradable. La mezcla es entonces colada en el
molde con la forma deseada y después el solvente es eliminado por evaporacion o liofilizacion, las
particulas de sal son posteriormente lixiviadas para obtener una estructura porosa. Las ventajas de
este método incluyen la simpleza, control adecuado del tamafio de poro y porosidad mediante el
tamarfio de particula de la sal afiadida y la relacién sal/polimero. No obstante, la forma del poro esta
condicionada por la forma cubica de los cristales de la sal. La dificultad de remover las particulas
solubles del interior de la matriz limita la fabricacion de andamios 3D muy gruesos, la mayoria de
los materiales porosos obtenidos por colada de solvente y lixiviacién de particulas esta limitado a
un rango de 0.5 a 2 mm de espesor [50]. Ademas, la limitada conectividad entre poros es una

desventaja para el cultivo celular uniforme y crecimiento tisular [51].

2.5.2 Liofilizacion de una emulsion

La técnica de liofilizacion consiste en crear una emulsion mediante la homogeneizacion de una
solucion de polimero (en solvente organico) y agua, posteriormente la emulsion se enfria
rapidamente para mantener la estructura del estado liquido, después mediante liofilizacion se
remueven el solvente y el agua. Mediante este proceso se obtiene andamios con porosidades
mayores al 90% y con tamafo de poro desde 20 a 200 um, una de sus desventajas es que la

estructura resultante presenta porosidad cerrada [51].

2.5.3 Electrospinning

La técnica de electrospinning es un proceso en el cual se utiliza un campo eléctrico para controlar
la formacion y depositacién de fibras poliméricas en un sustrato seleccionado. A una solucion
polimérica se le suministra un potencial eléctrico para crear una diferencia de carga, a un voltaje
critico el desbalance de carga comienza a superar a la tensién superficial de la solucion para formar
un hilo eléctricamente cargado. El hilo dentro del campo eléctrico es dirigido hacia el sustrato,
durante este tiempo el solvente se evapora y se forman fibras de polimero. La técnica de
electrospinning puede generar andamios con fibras de diametros que comprenden desde varias

micras hasta varios cientos de nanémetros [51].
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2.5.4 Impresion 3D

Esta tecnologia estd basada en el desarrollo avanzado de la informéatica y la industria
manufacturera. La principal ventaja de esta técnica es la habilidad de producir formas complejas
rapidamente mediante un modelo de disefio asistido por computadora. La impresién 3D genera
componentes por medio de la impresion por chorro de tinta de un aglutinante a capas de polvo
sucesivas. Los parametros del proceso como la velocidad de operacidn, posicion de caida del
aglutinante y velocidad de flujo pueden ser controladas por medio de computadora para la
produccion de andamios poliméricos 3D complejos. Agentes bioldgicos como factores de
crecimiento, pueden también ser incorporados en los andamios durante el proceso de impresion.
La porosidad de los andamios fabricados mediante este proceso es baja y sus propiedades
mecanicas tienen que ser mejoradas significativamente. Ademas, solo una cantidad limitada de

polimeros pueden ser utilizados en este método debido a que involucra altas temperaturas [51].

2.5.5 Separacion de fases

La separacion de fases es una de las técnicas mas utilizadas para la preparacion de materiales
poliméricos porosos. Esta técnica consiste en lograr la inestabilidad de una solucién polimérica, lo
cual se puede lograr mediante la modificacion de la temperatura (TIPS), la adicion de un no
solvente (NIPS) o una combinacion de ambas (NTIPS) a la solucion polimérica. Con el fin de
disminuir la energia libre de la mezcla, la separacion de fases puede ocurrir y un nuevo estado de

equilibrio es alcanzado.

En resumen, el polimero se disuelve en un solvente (0 mezcla de solvente y no solvente) y se agita
durante el tiempo necesario para obtener una solucién homogénea. Una cantidad determinada de
vidrio o polvo ceramico se puede afadir a la solucién polimérica. La mezcla se transfiere a un
matraz y es sonificada. Después la solucion se enfria y posteriormente el solvente es sublimado,
después el andamio resultante se seca a temperatura ambiente al vacio hasta que el peso sea
constante [4]. EI método de separacion de fases también ha sido utilizado para la fabricacion de

membranas para separacion y filtracion [52].

La transferencia de masa entre las dos fases hace que la nueva fase dispersa crezca, hasta que los

efectos de la viscosidad caracteristicos de los sistemas poliméricos detengan el proceso.

24



Dependiendo de la naturaleza fisicoquimica del sistema, pueden ocurrir diferentes fenémenos

como la cristalizacién, gelacion o vitrificacion del sistema.

En el método de separacién de fases inducido por no solvente y cambio de temperatura (NTIPS)
los sistemas de fases ternarios polimero-solvente-no solvente son utilizados, figura 2.7, para la
representacion del fendmeno de separacion de fase y mecanismos en el equilibrio para sistemas a
varias composiciones, dichos diagramas ternarios pueden ser determinados analiticamente
mediante el modelo de Flory Huggins [53] o experimentalmente. En este diagrama, la curva binodal
divide en dos regiones al diagrama ternario: una regién homogénea estable donde todos los
componentes forman una sola fase, y una region de dos fases donde el sistema es dividido en una
fase rica en polimero y una fase deficiente en polimero que se encuentran en equilibrio
termodinamico. La curva espinodal separa las regiones de inestabilidad y metaestabilidad. En los
diagramas experimentales la curva binodal es generalmente determinada mediante el punto de
turbidez (“cloud point”) de la solucion. El &rea debajo de la curva espinodal es la region inestable,
y el area localizada entre la curva binodal y espinodal se identifica como la region metaestable. El
punto maximo en el cual la curva binodal y espinodal se unen se conoce como punto critico del
sistema [51,54].

La morfologia final depende del estado termodindmico de la solucién sometida al temple. Cuando
una solucion polimérica es templada hasta la zona metaestable se obtiene una morfologia de baja
interconectividad en forma granulada o fibrosa como resultado de un proceso de nucleacion y
crecimiento. Cuando la temperatura de temple se encuentra en la zona inestable, se obtiene una

estructura de poros uniformes interconectados debido a la separacion de fase espinodal [55].
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Figura 2.7 Representacion esquematica de un diagrama de fases ternario polimero-solvente-no solvente
[54].

Existen dos tipos principales de separacion de fases para polimeros cristalinos: liquido-liquido y
solido-liquido. EIl factor principal que determina si existe separacion de fases liquido-liquido o
solido-liquido en un sistema que involucra un polimero semicristalino es la miscibilidad de dicho
sistema, que se cuantifica como el parametro de interaccion entre el polimero cristalino y el
solvente del sistema. Si la interaccion entre el polimero y el diluente es fuerte, la mezcla presenta
una separacion de fases solido-liquido cuando es enfriada. Si por el contrario se tiene una
interaccidn debil entre el polimero y el solvente, la mezcla se vuelve inestable y se da la separacion
liquido-liquido cuando se disminuye la temperatura. En muchos sistemas de polimeros
semicristalinos, la mezcla presenta separacion de fases liquido-liquido con la subsecuente
cristalizacion del polimero a bajas concentraciones iniciales de polimero, y separacion de fases

solido-liquido a altas concentraciones iniciales de polimero [56].

Al manipular las condiciones de separacion de fases, se pueden obtener diversas estructuras
porosas. Por ejemplo, varios tejidos (como nervios, musculos, tendones, ligamentos, dentina, etc.)

tienen una arquitectura con orientacion tubular o fibrosa. Para facilitar la regeneracion de dichos
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tejidos, un andamio con alta porosidad y un arreglo abierto de micro tubulos orientados es

necesario.

La relacion de solvente — no solvente afecta directamente al comportamiento de la separacién de
fases del sistema. Chen y colaboradores [57] mostraron que la estructura de los poros esta
ampliamente influenciada por la cantidad de polimero y no solvente afiadidos. Al cambiar de un
método de separacion de fases de dos componentes a un sistema ternario al afiadir agua a un sistema
PLA-dioxano, la morfologia cambia de una estructura tubular anisotrépica a una arquitectura de
poros circulares isotrépicos por el cambio de mecanismo de sélido-liquido a liquido-liquido debido
al no solvente. También se mostr6 que la temperatura de turbidez depende en gran medida del
contenido de no solvente en el sistema. Con un pequefio cambio en la relacién de dioxano/agua de
90/10 a 85/15 la temperatura de enturbiamiento aumenta de 40-50°C. El tamafio de poro también

aumenta drasticamente al aumentar la concentracion de agua en relacion de dioxano/agua.

2.6 Andamios compuestos

Desde un punto de vista biologico, tiene sentido combinar polimeros y materiales bioceramicos
para fabricar andamios para ingenieria de tejido 6seo porque el hueso es la combinacién de un
polimero de origen natural (colageno) y apatita bioldgica. Desde el punto de vista de la ciencia de
materiales, un solo tipo de material no suele proporcionar las propiedades mecanicas necesarias
y/o quimicas requeridas, por tanto, las propiedades de dos 0 mas materiales pueden combinarse en
un material compuesto. Polimeros, ceramicos y vidrios que tienen la capacidad de degradarse
gradualmente in vivo mientras se forma nuevo tejido son candidatos ideales para los andamios

compuestos.

Mientras la liberacién masiva de productos acidos por la degradacién de los polimeros puede causar
reacciones inflamatorias, la degradacion basica del fosfato de calcio o de vidrios bioactivos puede
amortiguar los subproductos acidos de los polimeros contribuyendo asi a evitar la formacién de un
ambiente desfavorable para las células debido a los bajos valores de pH. Mecéanicamente,
bioceramicos y vidrios son mas resistentes que los polimeros y juegan un papel critico

proporcionando estabilidad mecanica a los andamios antes de la sintesis de la nueva matriz ¢sea
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por las células. Sin embargo, los cerdmicos y vidrios son muy fragiles y propensos a la falla

catastréfica debido a su intrinseca fragilidad [38].

De este modo la formacién de compuestos aprovecha las ventajas de ambos tipos de materiales y
minimiza sus defectos. Un grupo importante de andamios compuestos reportados en la literatura
comprende combinaciones de particulas de Bioglass® 45S5 y polimeros biodegradables, que han
mostrado un alto potencial de aplicacion. Estos compuestos tienen una estructura porosa bien
definida, al mismo tiempo sus propiedades mecanicas son similares a las del hueso esponjoso [58]
y una alta bioactividad es conferida por las particulas de Bioglass® 45S5. Andamios compuestos
con mayor resistencia pueden ser desarrollados mediante el aumento de la union interfacial

organica/inorganica con el uso de por ejemplo particulas cuya superficie ha sido funcionalizada.

Se ha observado que materiales compuestos de vidrio bioactivo y PLA pueden formar capas de
fosfato de calcio en sus superficies y favorecer un crecimiento rapido y abundante de los
osteoblastos humanos y células similares a los osteoblastos cuando se cultivan in vitro, hasta ahora,
los mejores andamios compuesto a base de termoplasticos reportados en la literatura parecen ser
los hechos de combinaciones de Bioglass® 4555y PLLA o PDLLA [39].

El método de separacion de fases se ha utilizado para producir andamios compuestos poliméricos
con particulas bioactivas como hidroxiapatita (HA) y vidrios bioactivos. Andamios poliméricos
compuestos tridimensionales, reabsorbibles y con altas porosidades pueden obtenerse utilizando el
método TIPS y NTIPS. La microporosidad, morfologia de los poros, propiedades mecanicas,
bioactividad y velocidad de degradacion pueden controlarse mediante la variacion de la
concentracion del polimero y no solvente en la solucién, el polimero, no solvente y solvente
utilizados, y la temperatura de enfriamiento [4]. Una de las ventajas principales es que en la
mayoria de los casos se obtienen andamios con buenas propiedades mecéanicas y porosidad mayor
a 90% [51].

Mi y colaboradores [59] prepararon andamios de poliuretano/hidroxiapatita mediante el método de
separacion fases inducido por temperatura y estudiaron el efecto del solvente y la adicion de una

pequefia cantidad de no solvente en la morfologia resultante de los andamios. Los andamios
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preparados utilizando solamente dioxano como solvente moestraron una estructura con poros
orientados con muy poca interconectividad a diferencia de los andamios en los cuales se incorpord
agua desionizada como no solvente, figura 2.8, en el cual los poros formados mostraron estructura
esférica y mayor interconectividad, esto debido a que el mecanismo de separacion de fases cambia
de solido-liquido a liquido-liquido. También se analiz6 el efecto de la adicion de la fase de HA la
cual mejora la interconectividad y aumenta el tamafio de poro. Los andamios preparados s6lo con
dioxano muestran también una menor porosidad que los preparados con agua desionizada. Las
estructuras preparadas con agua desionizada tiene poros redondos mas uniformes y pequefios por
lo cual presenta mayor resistencia a la compresién. También demostraron tener la capacidad de

producir HA en su superficie y biocompatibilidad en los andlisis de toxicidad.

VacHigh 108V x2¢0 100 ym

Figura 2.8 Micrografias por MEB de andamios de poliuretano-hidroxiapatita desde una estructura
anisotropica obtenida por el método TIPS (a) a una estructura isotrdpica interconectada por la adicion de
agua destilada como no solvente (método TIPS modificado) (b). [59]

En estudios realizados por Hong y colaboradores [60] para la fabricacién de andamios compuestos
de PLLA y particulas nanométricas de vidrio bioactivo mediante el método de TIPS, utilizando
dioxano como solvente se analiz6 la influencia sobre las propiedades mecénicas, morfologia y
bioactividad de la cantidad de particulas bioactivas. La adicidén de hasta 20 % en peso de vidrio no
afectd la morfologia y porosidad de los andamios. Ensayos de compresion fueron realizados a 5
especimenes cubicos de 10mm x 10mm x 10mm a una velocidad de 1 mm/min, y se encontré que
el modulo de compresion aumentd de 5.5 hasta 8 MPa, y la resistencia a la compresién vario de
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0.28 a 0.35 MPa al incrementar el porcentaje de vidrio de 0 a 30 % en peso. Al ser sumergidos en
SBF los andamios mostraron buena mineralizacion, también se mostr6 que la adicidn de particulas
de vidrio mejoraba la absorcién de agua y por lo tanto aceleraba la degradacion in vitro de los

andamios.

2.7 Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro constituyen una alternativa para obtener datos preliminares sobre la
biocompartibilidad y bioactividad de los materiales con el fin de evitar el alto costo de la
experimentacion in vivo. Actualmente, dos métodos se han utilizado para el ensayo de la
bioactividad in vitro de biomateriales. Uno de éstos método consiste en evaluar la capacidad de
formacion de apatita de Materiales biocerdmicos en fluidos corporales simulados (SBF) [61].
Kokubo y col. [62] desarrollaron en 1991 un método para predecir la bioactividad in vitro de los
materiales a través de la capacidad de éstos de formar una capa de hidroxiapatita cuando son
sumergidos en fluido corporal simulado SBF por sus siglas en inglés (simulated body fluid) el cual
es un fluido fisiologico acelular con concentraciones ionicas casi iguales a las del plasma sanguineo
(Tabla 2.4) [62].

Tabla 2.4 Concentraciones iénica del plasma sanguineo y SBF [26].

Na* K* Mg® | ca” Cr HCO; | HPOZ | S0
Plasma sanguineo | 142.0 5.0 1.5 2.5 103.0 27.0 1.0 0.5
humano
SBF 142.0 5.0 1.5 2.5 147.8 4.2 1.0 0.5

Desde entonces éste método de inmersion en SBF ha sido ampliamente utilizado para realizar
experimentos de bioactividad dsea in vitro. Bioceramicos a base de silicatos forman un enlace con
el hueso huésped a través de la formacion de capas de apatita similar a la que se encuentra en el
hueso debido a la disolucion de iones de Ca?* o de otro metal. Estos bioceramicos a base de silicato,
incluyendo al Bioglass® 45S5 han demostrado tener una excelente capacidad de formacion de
apatita en SBF. Otros estudios también demostraron que estos ceramicos de silicato poseen una
buena bioactividad in vivo, que indica que las pruebas en SBF son un método eficiente para evaluar

la bioactividad de un material in vitro.
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Las reacciones complejas que ocurren en la superficie del vidrio bioactivo durante el proceso de

formacion de la capa de apatita pueden ser resumidas de la siguiente manera [63]:

1.

Intercambio de iones Ca?*, Na* o K* del vidrio por H" y HsO" de la solucion.

Pérdida de silice soluble desde el vidrio hacia la solucion. Esto es debido a la disolucion de
la red de silice como consecuencia del ataque de los iones hidroxilo, es decir por el
rompimiento de los enlaces Si-O-Si y la formacion de grupos Si-OH y Si(OH)4 en la
superficie del biovidrio. Este proceso depende del contenido de silice del vidrio y del pH
de la solucion; para vidrios bioactivos los cuales tienen bajo contenido de silice, SiOH se

forman rapidamente en un ambiente in vivo.

Condensacion y repolimerizacion. Esto resulta en una capa rica en SiO: en la superficie del

biovidrio de acuerdo a la siguiente reaccion:

Si—OH+Si—OH - Si—0-Si+H,0

Migracion de iones Ca?" y grupos PO} a través de la capa rica en SiO-.

Formacion de una capa rica en CaO-P20s en la superficie de la capa rica en silice.

Crecimiento de una capa de SiO2 por un proceso de intercambio de iones alcalinos e

hidronio controlado por difusion.

Crecimiento de la capa amorfa rica en CaO-P.Os, por la incorporacion de fosfato de calcio

desde la solucion.

Cristalizacion de la capa amorfa rica en CaO-P20s. La cristalizacion de la capa de apatita

se da por la incorporacién de OH", C0% o F desde la solucién.
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9. Incorporacion de los componentes orgénicos lo que involucra la aglomeracion y enlace
quimico de los cristales de apatita alrededor de las fibras de colageno y proteinas producidas
por osteoblastos o fibroblastos.

Por varios afios se asumio que la formacion de la capa biolégicamente activa de hidroxiapatita era
el requerimiento critico para el comportamiento bioactivo. Estudios recientes han mostrado que la
formacion de una capa de hidroxiapatita es una etapa Util pero no critica para la regeneracion 6sea.
El fendmeno clave es la liberacién controlada de productos i6nicos de disolucion, especialmente
iones solubles de silice y 6xido de calcio.

En los huesos de las personas mayores existen muy pocas células con la capacidad de division para
la formacion de nuevo tejido 0seo. Las celulas osteoprogenitoras presentes deben recibir el
estimulo quimico adecuado del medio local de manera que se genere el ciclo de division celular.
Los materiales bioinertes o materiales bioactivos clase B no producen el estimulo quimico
necesario para permitir la activacion del ciclo celular a las pocas células osteoprogenitoras. Solo
los materiales Clase A como lo es el Bioglass®45S5 producen una rapida formacion de tejido dseo
in vivo, un proceso denominado como osteoproduccion. El rol del vidrio bioactivo es
principalmente la liberacion de las concentraciones criticas de iones biologicamente activos a la
velocidad necesaria para la proliferacion y diferenciacion celular. Estudios anteriores indican que
vidrios bioactivos clase A promueven la formacion de nuevo tejido 6seo (osteogénesis) a través de

un control directo sobre los genes que regulan la induccion y progresion del ciclo celular [3].

El segundo método consiste en investigar la respuesta in vitro de células 6seas. Los cultivos
celulares son sistemas ideales para el estudio y observacion de un determinado tipo de células bajo
condiciones especificas, dado que estos sistemas no presentan la complejidad que un sistema in
vivo conlleva. Los ensayos pueden ser por contacto directo de las células y el material o indirecto,
adicionando un extracto del material al cultivo celular. Los experimentos de células se han usado
ampliamente para observar si los materiales promueven la adhesion, la proliferacion y la
diferenciacion de células 6seas. Dicha evaluacion se realiza después de un apropiado tiempo de

exposicion, normalmente de 24 a 72 horas. Un parametro clave es la adhesion celular, que implica
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el reconocimiento molecular de las proteinas adsorbidas en la superficie del biomaterial por los

receptores de la membrana plasmatica.

La combinacion de experimentacion en SBF y cultivos celulares para evaluar la bioactividad in
vitro de biomateriales puede ser la mejor opcién. Ya que si tal material presenta no sélo la
capacidad de inducir la formacién de hidroxiapatita mediante la inmersién en SBF acelular, sino
que ademas estimula una respuesta celular in vitro, lo mas probable es que tal material posea una

excelente bioactividad in vivo también [61].

La bioactividad de andamios de polimeros degradables—particulas bioactivas ha sido evaluada
mediante la formacion de apatita al ser sumergidos en fluido corporal simulado (SBF) y/o por la
evaluacion in vitro de la respuesta celular de células sembradas en los compdsitos. Andamios
producidos mediante electro hilado de &cido polilactico (PLA)/fosfato tricalcico (TCP) con
concentraciones crecientes de TCP (0%, 5%, 10% y 20%) promovieron la proliferacion celular y

diferenciacion osteogénica de células madre humanas de tejido adiposo (Figura 2.9) [64].

Espumas compuestas altamente porosas de acido DL-polilactico (PDLLA) con Bioglass® 45S5 a
diferentes concentraciones de Bioglass® 45S5 (5 y 40 %) mostraron migracion celular a través de
la red porosa y formacidn de una capa de hidroxiapatita cuando fueron sometidos a inmersion en
SBF, con una distribucion mas uniforme de apatita al incrementar la concentracion de Bioglass®
45S5 [2].

33



(A) Day 6: 0% TCP (D) Day 6: 5% TCP (G) Day 6: 10% TCP (J) Day 6: 20% TCP

(B) Day 12: 0% TCP (E) Day 12: 5% TCP (H) Day 12: 10% TCP (K') Day 12: 20% TCP

(C)Day 18: 0% TCP. (F)Day 18: 5% TCP (/) Day 18: 10% TCP (L) Day 18: 20% TCP

Figura 2.9 Panel A: Imagenes por MEB de compdsitos de PLA/TCP con incremento de TCP, los circulos
amarillos indican los cristales de TCP embebidos en la matriz. Panel B: imagenes de la viabilidad de
células madre de tejido adiposo sembradas en los compdsitos de PLA/TCP a 6, 12 y 18 dias. En verde las
células viables y rojo las células muertas. Las células fueron altamente viables con un minimo de células
muertas presentes [64].
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Figura 2.10 (a) Micrografia por MEB de una espuma compuesta de PDLLA/Bioglass (40 % en peso de
Bioglass) después de 28 dias de inmersién en SBF, la micrografia revela la formacién progresiva de
cristales de Hidroxiapatita. (b) Micrografia por MEB de una espuma compuesta de PDLLA/Bioglass (5 %
en peso de Bioglass) después de 28 dias de inmersion en SBF, en ésta se muestra la formacion localizada
de hidroxiapatita [2].
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CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los métodos para la obtencién de andamios PLA/ Bioglass® 45S5, asi como la caracterizacion

realizada son descritos a continuacion. En la Figura 3.1 se muestra de manera resumida la

metodologia seguida para la preparacion y caracterizacion de los andamios de PLA/Bioglass®

458S5.

Sintesis de Bioglass®
45S5 por fusion y temple

Obtencion de compuestos
porosos de PLA/Bioglass®
45S5 mediante NTIPS

Pruebas in vitro en fluido
corporal simulado

v

v

Fluorescencia de rayos X

Microscopia electrénica de :

barrido

Distribucion y tamafio de

particula

Difraccion de rayos X
Avrea superficial

Analisis termico por DSC

Microscopia electronica de :

barrido

Avrea superficial
Ensayos de compresion
Cristalinidad

Porosidad

Densidad aparente

Microscopia electronica de :

Barrido
Ensayos de compresion

Pérdida de peso, absorcion de

agua y cambio en pH

Figura 3.1 Diagrama esquematizado del procedimiento experimental.
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3.1 Obtencién de Bioglass® 4555 mediante técnica de fusion y temple

El Bioglass® 45S5 fue obtenido mediante el método tradicional de fusion y temple. Todos los
polvos de alta pureza se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Los polvos antes mencionados se mezclaron
en un contenedor de polietileno por un periodo de 30 min en cantidades estequiométricas (Tabla
3.1) para obtener una composicion final en el biovidrio de 24.5Na,0-24.5Ca0-6P,05-45Si0, (% en
peso). Posteriormente la fusion de los elementos se llevé a cabo en un horno Carbolite HTF-1700
dentro de un crisol de silice fundida. El ciclo térmico disefiado se muestra en la Figura 3.2. El
material fundido fue entonces inmediatamente vertido en agua fria para obtener una frita y facilitar
la molienda. Por ultimo, el vidrio fue secado y posteriormente fue triturado en un molino vibratorio
de discos Retsch Modelo RS 200.

Tabla 3.1 Reactivos y cantidades necesarios para la sintesis de 100 g de Bioglass® 45S5.

Reactivo Cantidad ()
SiO, 45
Na2C03 41.89
CaO 24.5
P20s 6
F 3
FNE
90 min
1350 [~
950 |7 TEMPLE

10°C/min

[

t (min)

Figura 3.2 Ciclo térmico para la obtencién de Bioglass® 45S5.
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3.2 Obtencién de andamios PLA/ Bioglass® 4555

El proceso utilizado para los andamios de PLA/ Bioglass® 45S5 es una colaboracion en base al
procedimiento desarrollado por Rezabeigi y colaboradores [65,66] para la fabricacion de monolitos
porosos de PLA mediante el método de separacion de fases inducida térmicamente y por no
solvente (NTIPS) para un sistema PLA-diclomertano-hexano.

La metodologia seguida se explica a continuacion:
Reactivos a utilizar:
e PLA con 1.6% de D-Lactato obtenido de Nature Works Ingeo™ Biopolymer 4032D, (p =
1.24 g/lcm®)
e Diclorometano (J.T. BAKER, DCM: > 95,5, p = 1.33 g/cm®)
e Hexano (J.T. BAKER, > 95 %, p = 0.65 g/cm®)
e Metanol (J.T. BAKER, 99.9 %, p = 0.7918 g/cm®)

El PLA recibido fue primero sometido a un tratamiento térmico de fusion y temple en un horno
horizontal Lindergerg/Blue STF55433C en un tubo de mullita bajo atmdsfera de argon, se calentd
hasta 190 °C con un paso de 10 °C/min y una permanencia de 25 min e inmediatamente después
se llevo a almacenar en un congelador a -20°C, todo con el fin de eliminar la cristalinidad del

polimero para facilitar la disolucidn de éste en diclorometano.

La preparacion de los andamios se realizé mediante la técnica de NTIPS, primero se llevé a cabo
la disolucion de PLA en diclorometano (DCM), las cantidades tanto de PLA como DCM se
mezclaron de forma tal que se obtuvieron soluciones con una concentracion de PLA de 13, 18 y
23 % en peso. La mezcla se agitd vigorosamente por el tiempo necesario para obtener una solucion
polimérica totalmente homogénea, este proceso se llevo a cabo en un recipiente hermético y a una
temperatura menor a 30 °C para evitar la evaporacion del DCM, una vez que el polimero se se
disolvio totalmente se afiadieron las particulas de biovidrio a la solucion en cantidades necesarias
para obtener sistemas con 5y 10 % en peso con respecto a la mezcla final de PLA/ Bioglass® 45S5,
y se homogeneiz6 por algunos minutos, después el recipiente con la mezcla se llevo a un bafio
ultrasénico por 5 min para que el vidrio quedara totalmente distribuido en la solucion,

posteriormente se agreg6 el hexano (no solvente) en una cantidad volumétrica igual a la del DCM
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usado para la disolucion, este paso se realiz6 bajo agitacion vigorosa y afiadiendo el hexano en

cantidades pequefias con el fin de evitar la precipitacion del polimero.

Una vez diluido completamente el hexano en la solucion la mezcla se llevo répidamente a un
congelador a -20°C donde se almacenaron las soluciones herméticamente cerradas por al menos
48 horas para que la gelacion del sistema se llevara a cabo. Después de transcurridas las 48 horas
el gel formado se sumergid bajo agitacion en aproximadamente 200 mL de metanol para llevar a
cabo el intercambio de solvente, este proceso se realiz6 por otras 48 horas y en el transcurso de
este tiempo el metanol se reemplaz6 completamente una vez. Después del intercambio de solvente
las espumas se dejaron secar al aire por un dia, por Gltimo, las espumas se secaron a vacio y
temperatura ambiente por el tiempo necesario hasta que éstas registraron un peso constante. Una
vez secas, las espumas fueron almacenadas en un desecador hasta su posterior caracterizacion. En
la Figura 3.3 se muestran fotografias de algunas de las etapas del proceso NTIPS, asi como la
apariencia final de los andamios producidos. Las composiciones de los sistemas preparados y

estudiados se resumen en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Composiciones de los andamios fabricados para su estudio.

Abreviacion Contenido de PLA | Contenido de Bioglass Relacion volumen
(% en peso)* (% en peso)? DCM/hexano
13PLA 13 0 1/1
13PLA-5BG 13 5 1/1
13PLA-10BG 13 10 1/1
18PLA 18 0 1/1
18PLA-5BG 18 5 1/1
18PLA-10BG 18 10 1/1
23PLA 23 0 1/1
23PLA-5BG 23 5 1/1
23PLA-10BG 23 10 1/1

!La cantidad de PLA se calculé en base a la solucién de PLA-Bioglass-DCM, no se tomo en cuenta el hexano usado.
2La cantidad de Bioglass se calculé sélo en base al peso de la mezcla de PLA-Bioglass.
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13% PLA

—

—

23% PLA

Andamios finales,

Solucion polimérica Gel formado después q ‘s del q
homogénea PLA-DCM- del proceso de ! ‘ispuesb_e SFOCEISO te
hexano. separacion de fases. intercambio de solvente

y secado.

Figura 3.3 Imagenes de las etapas de obtencion de los andamios PLA/ Bioglass® 45S5 mediante NTIPS.

3.3 Pruebas in vitro

Las pruebas de bioactividad en SBF se realizaron para evaluar la capacidad de formacion de la
capa de hidroxiapatita en los andamios PLA/Bioglass® 45S5. Se utilizo el protocolo establecido
por Kokubo y Takadama [62] para la preparacion de la solucion fisioldgica simulada (SBF). Los
reactivos de la Tabla 3.3 se afiadieron uno a uno en el orden mostrado y bajo agitacion continua en
700 mL de agua desionizada previamente calentada a 36.5 °C, con la restriccion de disolver

completamente cada uno de los reactivos antes de agregar el siguiente.
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Tabla 3.3 Reactivos y cantidades necesarias para preparar 1 L de SBF.

Orden Reactivo Cantidad Pureza (%)
1 NaCl 8.035¢g 99.5
2 NHCOs3 0.355¢g 99.5
3 KCI 0.225¢ 99.5
4 K2HPO4-3H.0 0.231¢g 99
5 MgCl.-6H.0 0.311g 98
6 HCI-1M 39 mL —
7 CaCl 0.292 ¢ 95
8 NazSO4 0.072 ¢ 99
9 Tris 6.118 g 99
10 HCI-1M 1mL -

Después de la disolucion de los reactivos se llevd nuevamente la solucién a 36.5 °C y se ajusto el
pH a 7.4 mediante la adicién de HCI 1M. Se vacio la solucion en un matraz aforado de 1000 mL,
y se ajustd el volumen a 1000 mL una vez que la solucion se enfrio a 20 °C afadiendo agua
desionizada. Se colocd la solucién en una botella plastica y se almacend a una temperatura de 5°C,
esta solucion puede ser almacenada hasta por un mes, si se advierte la presencia de precipitados

debe ser desechada y realizar el procedimiento nuevamente.

Antes de realizar la inmersion de las muestras en el SBF fue necesario filtrar la solucion con filtros
estériles de 0.22 pm y llevar hasta 36.5 °C. Las espumas de composicion 13PLA-5BG y 13PLA-
10BG fueron sumergidas en fluido corporal simulado (SBF) para determinar la capacidad de
formacion de HA en su superficie. Se sumergieron especimenes de ~5 mm? en 15 mL de fluido
simulado durante tiempos de inmersion de 3, 7, 14 y 28 dias para ambas composiciones, las
muestras se colocaron en recipientes conicos de polietileno de alta densidad y fueron llevados a
incubacion a 36.5° durante el tiempo requerido. Al final de cada tiempo las muestras fueron
retiradas y enjuagadas con agua desionizada para posteriormente secarlas por 24 horas a 37 °C.
También se evalud el porcentaje de pérdida de peso de las muestras y el porcentaje de absorcion
de agua durante los tiempos de inmersidn, asi como el cambio en el pH de la solucién durante los

primeros 10 dias.
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3.4 Caracterizacion

3.4.1 Bioglass® 45S5
Los ensayos de caracterizacion al Bioglass® 45S5 se llevaron a cabo en el polvo blanco resultante

triturado previamente.

Se llevaron a cabo pruebas de tamafio y distribucion de tamafio de particula en un equipo
BECKMAN COULTER LS100Q cuyo fundamento esta basado en la medicién del tamafio de las
particulas por la difraccion de un haz de luz laser que es analizado mediante un detector que utiliza
esta informacidn para la construccion de gréaficas y datos de distribucion de tamafios. Los resultados
son presentados como funciones distributivas acumulativas, que representan la cantidad en masa

de particulas pertenecientes a un tamario dado.

La morfologia y composicion se estudiaron utilizando un microscopio electronico de barrido de
emision de campo (MEB) JEOL JSM 7600F y en un microscopio electronico de barrido
convencional JEOL JSM-6400. Para el analisis se uso el polvo obtenido despues de la molienda y

no fue necesario realizar recubrimiento para su observacion.

Con el fin de comprobar la naturaleza amorfa del vidrio se realizé un analisis mediante difraccion
de rayos X (XRD) en un equipo Bruker D8 ADVANCE DAVINCI utilizando radiacion
monocromatica de cobre con longitud de onda A¢, = 1.5418 A, el rango de barrido utilizado fue
de 20a 70 °, con 3 s por paso Yy a un paso de 0.02°. La composicion quimica del biovidrio se obtuvo

mediante analisis por fluorescencia de rayos X en un equipo Bruker S8 TIGER.

Se realiz6 también un analisis térmico para determinar las temperaturas de transicion vitrea,
cristalizacion y fusion. El andlisis se llevd a cabo en 30 mg de polvo con un paso de 20 °C/min
desde temperatura ambiente hasta 1300 °C en un equipo SDT Q600 TA Instruments, se utilizd un

crisol de alumina y atmosfera de argon.

La medicion del area superficial de las particulas de vidrio se llevé a cabo empleando la técnica

BET de adsorcion de una monocapa de nitrogeno gas, mediante un equipo HORIBA 9600.
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La densidad real del Bioglass 45S5 se obtuvo mediante un picnémetro de helio Micromeritics
AccuPyc 1330, para la medicién se utilizaron 8.2402 g del vidrio. Los datos reportados son el

promedio de 10 repeticiones las cuales se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 °C).

3.4.2 Andamios de PLA/ Bioglass® 45S5

La morfologia de los andamios fue analizada mediante MEB utilizando un microscopio electronico
de barrido de emision de campo JEOL JSM 7600F y un microscopio de barrido convencional
JEOL JSM-6400.

Con el proposito de obtener la cristalinidad de los andamios se realizé un analisis térmico por
calorimetria diferencial de barrido (DSC) para determinar la entalpia de fusion de los andamios en
un equipo DSC Q200 TA Instruments. El analisis se llevo a cabo desde temperatura ambiente hasta
250 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en crisoles desechables de aluminio y

atmosfera de argon.

El grado de cristalinidad (X.) de las espumas fue determinada mediante la ecuacion [67,68]:

AH,, (1
Xe = Jpo % (W)

Donde:
AH,, = es el calor de fusion de las muestras determinado experimentalmente mediante DSC.
AH® = el calor de fusion del PLA completamente cristalino (93.6 J/g) [68].

w = fraccién en peso de PLA en el compdsito.

Para el calculo de la densidad aparente se pesaron 3 especimenes para cada composicion diferente
de aproximadamente 5 mm?. La densidad aparente se calculd simplemente dividiendo la masa de
cada andamio entre su volumen. La porosidad de los andamios (P) de PLA/Bioglass 45S5 fue

calculada mediante la formula [65,69]:
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oo )
Pg Xc(pc - pa) t+ Pa

Donde:

p = densidad aparente de la espuma.

W, = fraccion en peso del vidrio.

Wp4 = fraccion en peso de PLA.

X, = es la fraccion cristalina de la matriz de PLA.

py = densidad del vidrio (2.6895 g/cm?, determinado experimentalmente).

pe Y pa = densidad del PLA completamente cristalino (1.290 g/cm?®) y completamente amorfo

(1.248 g/cmd), respectivamente.

También se realizaron pruebas para determinar el area superficial de las espumas en un equipo
HORIBA 9600 mediante absorcion de nitrégeno. Previamente al andlisis se realizd0 una

degasificacion de las muestras.

Se realizaron pruebas de compresion en los andamios para obtener curvas de esfuerzo deformacion
antes y despues de su inmersion en SBF. Las propiedades de compresion de los andamios de PLA
y PLA/Bioglass 45S5 se llevaron a cabo en una maquina universal MTS Zwick-Roell de acuerdo a
lo descrito en la norma ASTM D695 para ensayos de compresion a plasticos rigidos. Los ensayos
se realizaron a temperatura ambiente en prismas rectangulares de 5 mm? x 10mm a una velocidad
de 1 mm/min. Las espumas fueron comprimidas hasta un 60% de su longitud original. Los

resultados estadisticos fueron el promedio de 3 muestras.

La evolucion de la morfologia en la superficie fue analizada mediante microscopia de barrido una
vez que las muestras fueron retiradas del fluido corporal simulado y secadas. Se monitored el
cambio en el pH durante los primeros 10 dias de inmersion para ambas composiciones. También
se registrd la absorcién de agua y pérdida de peso de las espumas. Para la absorcién de agua las
muestras fueron secadas superficialmente al ser retiradas de la solucion SBF y se registro éste peso,

posteriormente se realizo el proceso de secado por 24 horas al vacié y se registro el peso final de
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las espumas después de su incubacion. El porcentaje de absorcidn de agua (%W A) se determind

mediante la ecuacion:

Donde:
M,,.; = masa del andamio mojado después de su inmersion en SBF.

M 4., = masa final del andamio.

Para el calculo de la pérdida de peso (% WL), la relacion utilizada fue:

M,—M
op wi = Mo = Mary

Donde:
M, = masa inicial del andamio.

M4y, = masa final del andamio.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1 Bioglass 45S5
Los resultados de las caracterizaciones realizadas al Bioglass 45S5 se muestran a continuacion.

4.1.1 Tamafio y distribucion de particula

El tamafio de particula es un factor importante a considerar ya que un mayor tamafio de las
particulas bioactivas disminuye las propiedades mecénicas del andamio polimérico compuesto, asi
como su velocidad de disolucién in vitro y por la tanto su bioactividad, ya que las particulas con
menor tamafo presentan una mayor superficie expuesta al momento de estar en contacto con el
SBF [70].

Como se observa en la Figura 4.1, la curva de % volumen muestra una distribucion multimoldal
con un tamario de particula promedio de 9.706 pum y una desviacion estandar de 2.822 (d,, =1.642
pum, ds, =13.24 um, doy, =26.56 um), la grafica presenta una amplitud considerable lo que indica
que existe un amplio rango de distribucion en el tamafio de las particulas obtenidas después de la
molienda, el cual va desde 0.375 a 36.24 um. Como se observa de la curva de volumen acumulativo
existe un 50% de particulas por debajo del tamafio de 13.24 um lo cual es favorable para el

propdsito de obtener andamios con alta bioactividad y buenas propiedades mecanicas.
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Figura 4.1 Tamafio y distribucidn de particula del Bioglass 45S5.

4.1.2 Morfologia

Acorde a los resultados de distribucién de tamafo de particula, en las micrografias mostradas en la
Figura 4.2 se puede observar la diferencia en rango de tamafios de las particulas del polvo
analizado, tanto las particulas pequefias como las grandes muestran bordes angulares afilados,
presentan forma irregular no esférica debido al proceso de molienda al que fue sometido el vidrio.
En las particulas de mayor tamafio se puede observar con mayor facilidad que éstas poseen una
textura superficial lisa sin porosidad y con algunos pequefios defectos, también se aprecia que las
particulas méas pequefias tienden a aglomerarse (Fig. 4.2[b]) lo cual se puede atribuir a atracciones

débiles debidas a las fuerzas de VVan der Waals.
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4.1.3 Difraccion de rayos X y fluorescencia de rayos X

Como se observa en el patron de difraccion obtenido del analisis de rayos X realizado al biovidrio
(Figura 4.3), se tiene un pico amplio no bien definido y de baja intensidad en 26 ~32° lo cual
indica que el proceso de temple llevado a cabo fue lo suficientemente rapido para mantener la
morfologia amorfa del vidrio fundido, lo cual asegura una mayor bioactividad in vitro, ya que como
ha sido reportado la cristalizacion en vidrios bioactivos puede afectar la integracion entre las
interfaces del material y el tejido 6seo ya que disminuye la velocidad de formacion de la capa
mineral de HA [71,72], incluso la cristalizacion puede llegar a convertir al Bioglass® 45S5 en un
material inerte debido a que una fase cristalina impide la liberacion de iones Ca?* y Na* desde la

superficie del vidrio [73].

La Tabla 4.1 presenta los resultados de la composicion quimica del biovidrio que se obtuvo a partir
del analisis de fluorescencia de rayos X. Se puede observar que las proporciones de los 4
componentes principales del Bioglass® 45S5, SiO., CaO, Na20 y P20s, son proximas a los valores
tedricos, siendo el contenido de Na.O es mas alejado de estos valores muy probablemente debido
a la evaporacion del componente por las temperaturas empleadas durante la fusion, con algunas
proporciones de compuestos de impurezas provenientes del crisol de silice fundida utilizado

durante la fabricacién del biovidrio.
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Figura 4.3 Patron de DRX del Bioglass® 45S5.

Tabla 4.1 Composicién quimica del Bioglass® 45S5 obtenida por XRF (% en peso).

SiOz CaO Nazo ons A|203 Kzo Fe203
44.8 26.0 21.6 5.53 1.64 0.220 0.147

4.1.4 DSC, area superficial y densidad

En la Figura 4. 4 se muestra el termograma obtenido del analisis térmico, de la curva DSC se
observa un pico endotérmico y otro exdtermico a 1157 °C y 678°C los cuales corresponden a las
temperaturas de fusion (Tm) y cristalizacion (T¢), respectivamente. Los picos no se encuentran bien
definidos debido a la mezcla de componentes que forman el vidrio. Antes del pico correspondiente

a la cristalizacién se observa un cambio de pendiente en 561 °C el cual corresponde a la transicion
vitrea (Ty).
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Figura 4.4 Termograma DSC del Bioglass 45S5 obtenido después de la fusién y temple

El area superficial obtenida mediante absorcion de nitrégeno fue de 0.22 m?/g. El vidrio presenta
un area superficial relativamente pequefia debido a la superficie lisa caracteristica de los vidrios
obtenidos por fusion y temple y al tamafio micrométrico del polvo final. El resultado de las pruebas
realizadas en el picndmetro de helio para la densidad real fue de 2.6895 g/cm? + 0.0019. Existe una
pequefa variacion en cuanto al valor reportado en la literatura (2.825 g/cm®[69]) lo cual puede ser
debido a ligeras variaciones en la composicion final del vidrio obtenido, también dicha variacion
se puede a tribuir a las particulas mas pequefias que se aglomeran en la superficie de las particulas
mayores como se observa en las imagenes MEB (Figura 4.2[b]), lo cual genera regiones similares

a poros cerrados, por lo cual en la medicion se considera un volumen mayor al real.
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4.2 Andamios porosos PLA/Bioglass® 45S5

4.2.1 Temple del PLA

Antes de utilizar el PLA para la fabricacion de lon andamios primero se sometié a un tratamiento
térmico de fusion y temple con el fin de eliminar la cristalinidad del polimero para facilitar la
disolucion de éste en diclorometano. La Figura 4.5 muestra las curvas obtenidas de los analisis de
calorimetria diferencial de barrido del &cido polilacticto antes y después del tratamiento térmico.
Como se observa en las gréaficas, el proceso de temple fue efectivo para lograr disminuir la
cristalinidad del PLA, como se puede ver la curva DSC el polimero después del temple presenta
un pico exotérmico de cristalizacién (113.30 °C), mientras que en el polimero tal como fue recibido
del proveedor no se observa dicho pico, en base a las entalpias de cristalizacion y fusion obtenidas
de ambas curvas, se calculo el porcentaje de cristalinidad el cual resulté ser de ~31% para el
polimero antes del temple y de ~8% para el polimero después del temple lo que indica que se tiene

un polimero casi completamente amorfo después del proceso de fusion y temple.
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Figura 4.5 Curvas de DSC para el PLA antes y después del proceso de fusion y temple.
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4.2.2 Morfologia

Las Figuras 4.6 y 4.7 presentan imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido de los
andamios porosos de PLA/Bioglass® 45S5 a diferentes aumentos para observar detalles de su
morfologia.

Como se ve en las Figuras 4.6 y 4.7, los andamios consisten de macro y mesoporos caracteristicos
que se encontraron en todas las composiciones analizadas; la formacién de los macroporos se
atribuye a la coalescencia de las gotas de la solucion hexano-DCM, mientras que los mesoporos
fueron creados por los cristales de PLA que se formaron durante el proceso de separacion de fases
por descomposicién espinodal del polimero. La adicidon de particulas de Bioglass no tuvo gran
efecto sobre la morfologia de los andamios (Figura 4.7). La combinacion de estas dos estructuras
porosas en la morfologia final de los andamios resulta en una mayor porosidad y de igual forma
confiere las propiedades necesarias a los andamios para su uso en regeneracion de tejido 6seo ya
que una estructura mesoporosa ayuda a la adhesion celular mientras que los macroporos son

necesarios para que las células puedan penetrar hacia el interior del andamio [74].

En las imagenes por MEB representativas de los andamios, se observa que los andamios presentan
macroporos con interconectividad entre ellos, debido tanto a la estructura mesoporosa formada por
la cristalizacion del PLA como a defectos de la red polimérica formados durante la separacion de
fases (Figura 4.6) lo que los hace adecuados para su uso en ingenieria de tejidos, ya que este es uno
de los requisitos fundamentales para el intercambio de nutrientes y desecho de productos

metabolicos de las células que se encuentran dentro del andamio [74,75,4].

Las particulas de Bioglass se observan principalmente en las paredes y dentro de los poros de los
andamios compuestos (Figura 4.7), como se ve éstas se encuentran totalmente embebidas en las
estructuras poliméricas, ya que los cristales de PLA en forma de agujas formados en el proceso de
separacion de fases comienzan a entrelazarse unos a otros alrededor de las particulas de vidrio
envolviéndolas completamente. Debido a la forma de la estructura mesoporosa de las espumas las
particulas de Bioglass pueden estar en contacto directo con los fluidos corporales, y de igual forma
esto ayuda a que al momento de su exposicion las particulas de Bioglass se mantengan fijas en el

andamio.
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Figura 4.6 Imagenes por MEB de los andamios porosos PLA/Bioglass® 45S5 con varios contenidos de
PLA: (a) 18% PLA 1000x, (b) 13% PLA 500x, y (c) 13% PLA 1500x.
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Figura 4.7 Micrografia mostrando las particulas de Bioglass® 45S5 embebidas en la matriz polimérica de
andamios con 13% PLA., (a) 2500x, (b) 1000x, y (c) 500x.

4.2.3 Tamafio de poro
En la Tabla 4.2 se resumen los tamafios promedio de macroporo obtenidos mediante imagenes

MEB de los sistemas estudiados.

Tabla 4.2 Tamafio de poro medio de los andamios (n = 100).

Contenido de Bioglass 13% PLA 18% PLA 23% PLA
Sin BG 119.50£69.6 | 35.24 +£9.58 14.03 £ 2.47
5% BG 107.17 £44.55 | 21.99 +4.36 13.13+2.25
10% BG 105.14 +£18.48 | 15.26 +2.77 9.53+1.97
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Las espumas presentan macroporos esfericos que van desde las ~10 um a ~120 um. Claramente se
observa que el tamafio de los macroporos aumenta con la disminucién del contenido de PLA, ya
que el tamafio de los macroporos es mucho mayor en los andamios con 13 % PLA los cuales
presentan macroporos de mas de 100 um, por lo cual en este sentido seria la mejor composicion
para su uso en ingenieria de tejido 6seo ya que como se ha reportado para la migracion celular y

vascularizacion del nuevo tejido se requieren tamafios de poro de por lo menos 100 um [4].

Aungue contrario a lo anterior también se han utilizado andamios con tamafio de poro desde 20 um
a 1500 um como sustitutos dseos [76-79]. Akay y col. [80] estudiaron el comportamiento de
osteoblastos en un andamio polimérico poroso de poliéster tipo poliHIPE. Los osteoblastos
mostraron mayor poblacion en andamios con tamafio de poro menor (40 um), pero a mayores
tamanos de poro (100 um) se facilitaba la migracion celular, ademas el tamafio de poro no mostro
ningun efecto en la mineralizacion ni la profundidad de penetracion de las células. Teniendo en
cuenta esto los andamios de 18 % PLA también podrian ser considerados, aunque presentan tamafio

de poro menor a las 100 pm.

Durante el temple, la solucion de PLA-hexano-DCM se divide en dos fases: una rica en polimero
y otra deficiente en polimero. En la fase deficiente en polimero comienzan a formarse gotas del
solvente-no solvente que con el tiempo comienzan a coalescer ya que son capaces de moverse a
través de la fase rica en polimero con el fin de minimizar la energia superficial entre las dos fases,
estas gotas de solvente-no solvente son las que forman los macroporos en los andamios al ser
posteriormente removidas en los procesos de intercambio de solvente y secado. Por otro lado, un
polimero semicristalino como el PLA, al ser sometido al temple, comienza a cristalizar debido a la
separacion de fases [81], estos cristales formados comienzan a interconectarse lo cual produce la
gelacion del sistema lo que impide que el proceso de separacion de fases continué, esta

interconexion entre cristales es lo que produce la red mesoporosa del andamio.

Cuando la concentracién de polimero en la solucién disminuye, la separacién de fases es mas lenta
y por lo tanto la gelacion del sistema tarda mas en llevarse a cabo, lo que produce que haya mas
tiempo para que se dé el proceso de coalescencia entre las gotas formadas por el proceso de

separacion de fases y se generen poros de mayor tamafio.
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Por otro lado, la disminucidn en la concentracion de polimero en la solucion inicial disminuye la
viscosidad de ésta lo que también contribuye a incrementar el tiempo de gelacion de sistema ya
que la movilidad de las gotas es mayor y es mas facil la coalescencia lo que resulta en poros mas

grandes.

De acuerdo a los resultados de la Tabla 4.2, también hay un efecto sobre el tamafio de los poros
dependiendo del contenido de Bioglass. La adicion de particulas de Bioglass disminuy6 el tamafio
de poro, aunque no en gran medida, esto debido a que las particulas del biovidrio aumentan la
viscosidad de la solucién y hacen que la gelacion del sistema sea mas rapida. Se observé a través
de las imagenes por MEB que la adicion de particulas bioactivas hace que el tamafio de poro sea

méas homogéneo.

4.2.4 Cristalinidad

La cristalizacion del PLA hace que la velocidad de degradacion in vitro disminuya por lo cual es
un factor importante a analizar [4].

Debido a la cristalizacion que se da en el polimero por la separacion de fases durante el temple,
todas las composiciones estudiadas resultan en andamios semicristalinos. En la Figura 4.8 se

ilustran los valores de cristalinidad calculados.

La cristalinidad de los andamios aumenta en ~3 % a medida que el porcentaje de PLA disminuye
desde 23% a 13 % (55.7% a 59%), debido a que la velocidad de separacidn de fases y gelacion son
mas lentas por la mayor cantidad de solvente disponible lo que da méas tiempo para que las cadenas
de PLA se reordenen. Entre los andamios de 13 %PLA y 18% PLA los valores de cristalinidad son
practicamente iguales al afiadir 5% de particulas de Bioglass. Una disminucién mas notoria en la
cristalinidad se observa en los tres sistemas al aumentar la concentracion de Bioglass a 10%, lo
cual se debe a que las particulas de Bioglass aumentan la viscosidad del sistema y hace que la
gelacion del sistema se de en menor tiempo que en los sistemas de PLA puro, lo que da menor

tiempo para la cristalizacion del polimero.
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Figura 4.8 Grafica de los valores de cristalinidad calculados para cada composicién (n = 3).

Esto concuerda con estudios realizados por Xing y col. [82] sobre membranas de PLLA en los
cuales se muestra que a mayores velocidades de separacion de fase las cadenas de polimero tienen

menor tiempo para formar lamelas lo que resulta en una menor cristalinidad.

La cristalinidad de los andamios fue comprobada mediante difraccion de rayos X (Figura 4.9). En
el digractograma se muestran picos estrechos lo que confirma la cristalinidad de los andamios, los
valores 20 en los cuales se definen lo picos corresponde a una estructura cristalina del PLA
identificada como o’ (JCPDS No 00-054-1917), que se ha reportado como un “cristal desordenado”
de red ortorrOmbica, con un empaquetamiento mas holgado que el de la forma o del PLA. La
formacién de esta estructura puede ser producto de la baja temperatura de cristalizacion y la
presencia de hexano como no solvente, lo que da menor movilidad a las cadenas de PLA y dificulta
el re arreglo de estas [83,84].
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Figura 4.9 Patron de difraccion de rayos X del andamio 13% PLA-10% Bioglass.

4.2.5 Porosidad y densidad aparente

En la Tabla 4.3 se resumen las densidades y porosidades obtenidas de los andamios de
PLA/Bioglass® 45S5. Al analizar estos valores se observa que la densidad aparente de los
andamios aumenta a medida que aumenta la cantidad de vidrio afiadido y el contenido de PLA en
la solucion inicial debido a la menor cantidad de solvente para formar poros, por lo que las espumas
resultan mas compactas. Por esta misma razon los andamios de 13 % PLA resultan ser los de mayor
porosidad y los de 23% PLA exhiben la menor porosidad de las 3 composiciones; por otro lado,
como los poros de las espumas de 13% PLA son de mayor tamafio pueden resistir mejor el proceso

de secado sin colapsar lo cual también contribuye a la porosidad final.

En todo el rango de composiciones estudiadas, la adicion de Bioglass no tiene gran influencia sobre

la porosidad de los andamios, las porosidades son practicamente las mismas incluso al afiadir 10 %
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de Bioglass, sin embargo, la adicion de Bioglass si aumenta la densidad de los andamios debido a
la mayor densidad de éste con respecto al PLA (2.6895 g/cm?® y 1.24 g/cm?, respectivamente). Esto
concuerda con el estudio realizado por Hong y col. [60] donde la adicién de hasta 20 % de particulas
bioactivas no modifica significativamente la morfologia o porosidad de espumas de PLA obtenidas
mediante TIPS.

Tabla 4.3 Densidad y porosidad de los andamios PLA/Bioglass® 45S5 (n = 3).

Composicion Densidad aparente (g/cm?) Porosidad (%)

13PLA 0.1162 = 0.009 90.87 £0.72
13PLA-5BG 0.1229 + 0.025 90.66 £1.42
13PLA-10BG 0.1311£0.014 89.98 £ 1.07

18PLA 0.1585+£0.011 86.93 £1.92
18PLA-5BG 0.1758 £ 0.019 86.56 £ 0.78
18PLA-10BG 0.1867 = 0.023 86.12 £ 1.69

23PLA 0.2090 = 0.010 83.56 £ 0.84
23PLA-5BG 0.2219 £ 0.021 83.02 £1.61
23PLA-10BG 0.2311 +£0.013 83.15 +0.99

4.2.6 Area superficial

La Tabla 4.4 muestra los resultados de las areas superficiales de los andamios compuestos

obtenidas mediante BET.

Tabla 4.4 Area superficial de los andamios PLA/Bioglass® 45S5 (m?/g).

Contenido de Bioglass 13% PLA 18% PLA 23% PLA
Sin BG 49.40 69.87 61.67
5% BG 51.43 70.99 62.56
10% BG 50.69 71.98 62.24

Las composiciones de 18% PLA y 23% PLA resultaron con mayor area superficial lo que no
concuerda con las porosidades antes mostradas donde los andamios de 13 % PLA son los que
exhiben la maxima porosidad (~90 %), esto indica que los andamios de 13 % PLA seguramente

presentan porosidad cerrada, el método BET de adsorcion de una monocapa de N2 no es capaz de

59



detectar estos poros cerrados por lo cual el area superficial resulta menor con respecto a las otras
composiciones de PLA.

La adicion de particulas de Bioglass aumenta ligeramente el &rea superficial pero no en gran

medida, en general este factor no resulta tener gran influencia sobre el area superficial.

4.2.7 Ensayos de compresion
Las curvas esfuerzo-deformacion de los andamios de PLA con y sin adicién de Bioglass se
muestran en las Figuras 4.10 y 4.11.
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Figura 4.10 Curvas esfuerzo deformacion para los andamios de PLA sin particulas de Bioglass.
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Figura 4.11 Curvas esfuerzo deformacion para andamios de 23% PLA con 10% y 5% de Bioglass

adicionado.

En la Tabla 4.5 se muestran los resultados de esfuerzo maximo obtenidos para cada composicion
de PLA y PLA-Bioglass.

Tabla 4.5 Esfuerzo

maximo de andamios PLA/Bioglass 45S5 comprimidos hasta un 60 %, (n = 3).

Composicion Esfuerzo Maximo (MPa)
13PLA 1.02+0.33
13PLA-5BG 0.39+£0.10
13PLA-10BG 0.23+0.04
18PLA 2.27+£0.10
18PLA-5BG 0.84 £0.31
18PLA-10BG 0.81+£0.08
23PLA 4.81+0.48
23PLA-5BG 1.93+0.29
23PLA-10BG 1.74 £ 0.02
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De las gréficas y los valores de la tabla se puede observar que un aumento en la concentracion de
PLA incrementa el esfuerzo maximo a la compresion, este comportamiento es debido a que a
mayores concentraciones de PLA se tienen poros mas pequefios y uniformes, de igual forma como
se menciond anteriormente las composiciones de mayor concentracién en PLA son las que
presentan menor porosidad, todo esto contribuye a un aumento en las propiedades mecanicas de
compresion. Debido a que la porosidad es el factor dominante en la resistencia, los andamios de
13 % de PLA muestran la menor resistencia a la compresion ya que tienen la mayor porosidad y
tamafio de poro.

De la figura 4.10 y figura 4.11 se observa que las curvas de las composiciones con Bioglass
muestran un pico de fluencia en aproximadamente 8 % de deformacién, lo que indica un
comportamiento de deformacion eléstica antes de dicho punto, a diferencia de las curvas de
polimero puro las cuales muestran comportamiento plastico, esto indica que inicialmente las
composiciones con Bioglass soportan esfuerzos de compresion altos a deformaciones pequerias, lo

cual es atribuido a la naturaleza fragil del vidrio agregado.

En la Figura 4.12 se muestran los mddulos de compresion calculados para las diferentes
formulaciones de los andamios estudiados, el modulo fue calculado de la parte lineal de las curvas
esfuerzo-deformacion. De esta grafica de barras se observa que hubo un aumento en el modulo de
compresion a medida que la concentracion de Bioglass se incrementa debido a la mayor rigidez de
esta fase con un modulo de 35 GPa [85], aunque no muy notorio en comparacion con el aumento
del modulo respecto al incremento en PLA. El aumento en la concentracion de PLA contribuye a
que aumente el médulo debido a que concentraciones mayores de PLA presentan menor porosidad,
tamafio de poro mas homogéneo y menor tamafio de poro. En general los modulos calculados son
bajos debido al comportamiento de elastomero que se observa en las graficas de esfuerzo-

deformacidn de los andamios por la naturaleza polimérica de la matriz.

En algunos casos se observan grandes desviaciones estandar lo cual puede ser atribuido a que los
especimenes cortados para los estudios son porciones pequefias en los cuales pueden presentarse

variaciones entre uno y otro en los tamarfios de poro, porosidad, contenido de Bioglass y tamafio de
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las particulas de Bioglass. Los especimenes con particulas de Bioglass de menor tamafio, mayor

contenido de Bioglass, menor porosida y menor tamafio de poro resultan en un mayor médulo.

La adicion de particulas de Bioglass no mejord la resistencia a la compresion, sino que por el
contrario esta disminuyo en gran medida, todas las composiciones de PLA-Bioglass mostraron un
esfuerzo maximo a la compresién menor que los andamios de PLA puro. Resultados similares han
sido reportados anteriormente donde las propiedades mecanicas de compoésitos disminuyen con el

incremento del contenido de vidrio biactivo [86-88].

La disminucion en las propiedades mecénicas puede ser el resultado de una pobre interface entre
polimero y vidrio debido a la naturaleza hidrofdbica e hidrofilica, respectivamente, por lo cual el
polimero y el vidrio no interactuan quimicamente lo que causa el debilitamiento de la estructura
polimérica formada. Por otra parte, los andamios con mayor contenido de Bioglass presentan una

menor cristalinidad lo que también contribuye a la disminucion en las propiedades de compresion.

Las propiedades mecanicas de los andamios pueden mejorarse mediante la funcionalizacion de la
superfice de las particulas de Bioglass o disminuyendo el tamafio de particula hasta un tamafio
nanométrico, lo cual podria mejorar también la interaccion entre el polimero y el vidrio. Misra y
col. [89] desmostraron que la adicion de particulas de Bioglass con tamafio nanométrico tienen

mayor efecto sobre las propiedades mecanicas que particulas micrométricas.
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Figura 4.12 Mdédulo de compresion de andamios PLA obtenidos por NTIPS a diferentes composiciones
de Bioglass 45S5 (n = 3).

El refuerzo de las particulas de Bioglass puede ser mas evidente a mayores deformaciones donde
la porosidad no sea un factor determinante en el comportamiento mecanico de los andamios, y en
los monolitos compactos las propiedades mecanicas a la compresion del Bioglass tomen mayor

relevancia. Por esta razén la resistencia a la compresion se evaludé a diferentes niveles de

deformacién (60% y 80%).

Los andamios se llevaron a una deformacion de hasta 80 % de su longitud original y las resistencias

a la compresidén aumentaron considerablemente, los resultados se muestran en la Tabla 4.5
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Tabla 4.6 Esfuerzo maximo de andamios PLA/Bioglass® 45S5, comprimidos hasta un 80 % de su

longitud original (n = 3).

Composicion Esfuerzo Maximo (MPa)
13PLA 7.84£0.78
13PLA-5BG 1.95+0.38
13PLA-10BG 1.31+£0.22
18PLA 12.03+ 0.60
18PLA-5BG 9.70£1.04
18PLA-10BG 3.25+0.78
23PLA 24.17 + 3.63
23PLA-5BG 9.70£1.04
23PLA-10BG 9.07£2.76

Como se esperaba, el esfuerzo méximo de compresién aumento al compactar en mayor medida los
andamios, ya que la porosidad comienza a pasar a segundo plano como uno de los factores
determinantes en el comportamiento mecanico. En los andamios de 13% PLA-10% Bioglass, que
son los que presentaron menor resistencia, hubo un aumento de poco mas del 600 % en el esfuerzo
maximo. En las espumas con menor porosidad inicial (23% PLA) incluso la tendencia de
disminucion en el esfuerzo maximo de compresion con respecto al aumento en el contenido de

Bioglass comienza a no ser tan evidente.

Ningun andamio presenté falla bajo las condiciones a las cuales los ensayos de compresion fueron

llevados a cabo.

En la Tabla 4.7 se enlistan las propiedades mecanicas del hueso trabecular en ciertas zonas y para

un rango dado de edad [90].

Tabla 4.7 Valores promedio del médulo y esfuerzo Gltimo de hueso trabecular para varios sitios

anatomicos [90].

Sitio Rango de edad Mddulo (MPa) ESfuiﬁgg;timo
Vertebra 15-87 67 £ 45 24+1.6
Tibia proximal 59-82 445 + 257 5329
Fémur proximal 58-85 441 + 271 6.8+4.8
Calcaneo No reportado 68 + 84 14+13
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Comparando las Tablas 4.6 y 4.7 se observa que todos los valores de resistencia a la compresion
de los andamios se encuentran dentro del rango o muy cercanos a los valores de esfuerzo ultimo

reportados, por lo cual en este sentido resultarian compatibles como sustitutos 6seos.

Diversos valores de esfuerzos a la compresion han sido reportados en la literatura para andamios
poliméricos con porosidades mayores a 75 %, los cuales van desde ~0.075 a ~4 MPa [4]. Por lo
cual es posible afirmar en base a estos valores reportados que todos los andamios presentados en
este estudio poseen propiedades adecuadas para su uso como andamios en ingenieria de tejidos.

4.2.8 Estudios in vitro

Los analisis in vitro se realizaron en los andamios con composicion 13% PLA,13% PLA-5%
Bioglass, 13% PLA-10% Bioglass. En las Figuras 4.13 y 4.14 se muestran las graficas de absorcion
de agua y pérdida de peso de los andamios a través de los tiempos de inmersion fijados de 3, 7, 14,
y 28 dias.

La degradacion del PLA se da por la hidrolis en un proceso que es autocatilitico debido a la
produccion de acido lactico [91]. La adicion de particulas de Bioglass en los andamios ademas de
conferir caracter bioactivo a los andamios también acelera la degradacion del PLA debido a la
diminucion del caracter hidrofobico de éste, aunque por otro lado se ha reportado que cuando estas
particulas bioactivas reaccionan con los fluidos corporales, se crea un ambiente alcalino por la
liberacion de iones Na* y Ca?*, lo cual neutraliza al acido lactico formado de manera que se
disminuye la velocidad de degradacion del polimero, lo que permite que el andamio conserve su

integridad por mas tiempo [92].
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Figura 4.13 Porcentaje de absorcion de agua de los andamios con composicion 13% PLA-5% Bioglass y
13%PLA-10% Bioglass a los diferentes periodos de incubacion (n = 3).

La absorcion de agua es otro factor a considerar debido a que la mayor absorcion de agua tiene un

efecto directo en la degradacion in vitro del polimero ya que la hidrolisis seria mas rapida.

Ya que el PLA es relativamente hidrofobico y absorbe pocas cantidades de agua por si s6lo, como
era de esperarse, a medida que el contenido de Bioglass aumenta, también aumenta la capacidad
de absorcion de agua de las espumas, como se observa en la Figura 4.13, un aumento de sélo 5 %
en el contenido de Bioglass eleva la capacidad de absorcion de agua desde ~85 % hasta un ~150%
a los 28 dias. Desde los primeros 3 dia de incubacion los andamios muestran una gran afinidad
hacia el fluido simulado ya que presentan porcentajes de absorcién de hasta mas del 100 % en el

caso del andamio con 15 % de Bioglass.
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Figura 4.14 Porcentaje de pérdida de peso de andamios con 13 % PLA-5 % Bioglass y 13 % PLA- 10%
Bioglass a diferentes tiempos de inmersion (n = 3).

Debido a la mayor afinidad del andamio hacia el medio de incubacién y la gran absorcion de agua,
los andamios con 10 % de Bioglass presentan una pérdida de peso mucho mayor que la de las
particulas con solo 5 % de Bioglass. En el caso de los andamios con mayor contenido de vidrio se
tiene una peérdida de peso de hasta ~19 % al final de los 28 dia de incubacion mientras que para los

de menor contenido solo se obtuvo un ~4 %.

En la Tabla 4.8 se muestra una comparacion entre los resultados de degradacion in vitro (al final

de 28 dias) entre los andamios de PLA con y sin Bioglass afiadido.
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Tabla 4.8 Comparacion entre pérdida de peso y absorcion de agua de los andamios porosos de
composicion 13% PLA inmersos en SBF durante 28 dias.

Andamio % Pérdida de peso % Absorcion de agua
13PLA 0.41+£0.28 28.9+£6.8
13PLA-5BG 466 +£1.23 86.14 £ 9.35
13PLA-10BG 19.63£4.10 154.34 + 22.07

Los andamios a los cuales no se les afiadi6 particulas de Bioglass no presentron gran cambio con
respecto al peso inicial, comparados con los andamios compuestos de PLA-Bioglass la pérdida de
peso de éstos es practicamente nula, de igual forma la absorcion de agua de éstos después de 28
dias es de tan sélo un ~29 %, un valor muy bajo si se compara con los andamios con Bioglass

integrado.

Los valores relativamente altos en la desviacion estandar obtenidos para los ensayos in vitro pueden
ser debido a que las particulas de Bioglass no se encuentran perfectamente distribuidas a través de
todo el andamio, y ademas el tamafio de las particulas de Bioglass varia considerablemente entre
unas y otras particulas por lo cual algunos de los especimenes sometidos a el estudio pueden tener
mayor contenido de Bioglass que otros, lo cual genera una diferencia en la velocidad de

degradacion y capacidad de absorcion de agua entre un andamio y otro.

En base a los resultados observados, tanto en la capacidad de absorcion de agua como la pérdida
de peso, claramente se muestra que la adicion de Bioglass a los andamios tiene una gran influencia
en la degradacion in vitro de éstos, es evidente que la mejora en el porcentaje de absorcion de agua
con respecto la cantidad de Bioglass aumenta, lo cual es debido a la capacidad hidrofilica de éste
lo cual ayuda a contrarrestar en gran medida la naturaleza hidrofobica del PLA como se ve al
comparar los resultados de los andamios sin bioglass con los que contienen particulas bioactivas.
La pérdida de peso incrementa ampliamente debido a que la mejora en la afinidad hacia el fluido
simulado provoca que éste tenga contacto con una mayor superfice del andamio lo que produce

una mayor hidrolisis en la red de PLA.

Varios estudios previos concuerdan con los resultados encontrados en el presente proyecto de

investigacion, en los cuales se ha demostrado que incorporando particulas de Bioglass a andamios
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de matriz polimérica se puede controlar la velocidad de degradacion de éstos. Mediante la variacion
en la cantidad de la fase bioactiva afiadida a los andamios se puede acelerar la degradacion del
polimero a través de la mejora en la capacidad de absorcion de agua, para acelerar el proceso de
hidrdlisis [60,93,94].

La variacion del pH del medio de incubacién con respecto al tiempo fue monitoreada por 10 dias,
para las composiciones 13%PLA-5% Bioglass y 13%PLA-10% Bioglass, los resultados se
muestran en la Figura 4.15. Como se observa, el pH inicialmente comienza a aumentar en ambas
composiciones, aunque el aumento es mas notable en el andmaio con 10 % de Bioglass. EI maximo
aumento en el pH se alcanza aproximadamente a los 3 y 5 dias para los sistemas con 5 % y 10%
de Bioglass, respectivamente. Después el pH comienza a disminuir en ambos casos, aunque de
manera mas pausada en el caso del sistema con 10 % de Bioglass. El aumento en el pH es debido
a la disolucion y liberacion de iones Ca?* y Na* del vidrio a la solucion, por lo cual, este aumento
es mas notorio y acelerado en el caso del andamio con mayor contenido de vidrio. Posteriormente,
la degradacion del PLA comienza a tener efecto sobre el pH ya que debido a la hidrolisis se libera
acido lactico el cual comienza a disminuir el pH del medio, por lo cual este efecto es mas marcado
en el andamio con menor cantidad de Bioglass ya que la neutralizacion debido a los iones liberados

por el vidrio es menor.
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Figura 4.15 Grafica del cambio en el pH de la solucion SBF durante los primeros 10 dias de incubacion.

En general el pH no varia en gran medida a traves del tiempo de monitoreo debido a la
neutralizacion entre el polimero y el vidrio. Este comportamiento de neutralizacion ha sido
encontrado en sistemas similares al aqui estudiado, donde el pH no tiene un cambio brusco a través
del tiempo de incubacion en fluidos simulados [93]. Este efecto de neutralizacion de los productos
acidos es una ventaja, ya que se evita la posible reaccion inflamatoria producida por el aumento de
pH debido a la degradacion del PLA, también es favorable ya que un aumento o disminucién muy
pronunciado en el pH no es recomendable para la viabilidad de los osteoblastos [95]. Ademas, la
neutralizacion del medio reduce la velocidad de degradacion del PLA, de forma que su integridad

mecanica se asegura por mayor tiempo.

Los resultados de los ensayos de compresion realizados a 3 especimenes de 5 mm? x 10 mm
después de 28 dias de inmersion en SBF se muestran en la Tabla 4.9. Como se observa, todos los
andamios sufrienon una disminucién en la resistencia a la compresion, debido a la pérdida de peso
sufrida por la degradacién de éstos a traves del tiempo de incubacién, sin embargo, al final de los

28 dias de inmersion en SBF, los andamios aln presentan caracteristicas mecanicas apropiadas
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para andamios porosos de polimero-particulas boactivas [4], lo cual los sitia como soportes

mécanicos adecuados para el &rea a regenerar.

Tabla 4.9 Esfuerzo méaximo de andamios 13 % PLA con 5 % y 10 % de Bioglass antes y después de
inmersion en SBF (compresion méxima = 60%, n = 3).

Composicion Esfuerzo Maximo (MPa)

13PLA-5BG 0.39+£0.10
13PLA-5BG @ 28 dias en SBF 0.18 £ 0.01

13PLA-10BG 0.23+£0.04
13PLA-10BG @ 28 dias en SBF 0.15+£0.06

La adicion de particulas de Bioglass a las espumas tiene el objetivo principal de conferir
bioactividad a los andamios, la cual es necesaria para lograr union con el tejido 6seo ya que como
se ha mostrado en estudios anteriores los andamios poliméricos de PLA por si s6los no demuestran

la capacidad de formacion de hidroxiapatita al ser sometidos a pruebas in vitro en SBF [60,96].

Las imagenes por MEB mostradas en las figuras 4.16 y 4.17 de las muestras de 13% PLA con 5%
y 10 % Bioglass, respectivamente, después de inmersion en SBF muestran la formacion de cristales
de hidroxiapatita en la superficie de la red polimérica de los adamios, la formacion de hidroxiapatita

se observé en ambas composiciones desde el tercer dia de inmersion en SBF.

Puede observarse que la morfologia de la apatita formada cambia a través del tiempo de inmersion
desde una estructura con forma parecida a escamas (Figura 4.16[a]) para un tiempo de imersién de
3 dias, a una estructura con la forma tipica de coliflor de la hidroxiapatita con numerosos cristales
pequefios después de 28 dias de inmersion (Figura 4.16[b]), también se observa en la figura 4.16[a]
la fromacion de particulas mas compactas de superfice lisa con formas irregulares las cuales han

sido a tribuidas a la fomacidn de los critales de hidroxiapatita [96].
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Figura 4.16 Imagenes por MEB a 10000x de la formacion y evolucion de la HA en andamios de 13%
PLA-5% Bioglass a tiempos de (a) 3 dias y (b) 28 dias de incubacién en SBF.

Hong y colaboradores [60] prepararon andamios de PLLA con porosidades similares a las aqui
obtenidas (~90%), los andamios fueron preparados mediante el método de separacion de fases
inducido térmicamente con diferentes cantidades de nano particulas de vidrio bioactivo de
composicion 55 % SiO2, 40% CaO, 5% P»0s (porcentaje mol), los andamios de PLLA con 10 %
de nano particulas afiadidas no mostraron ningin cambio en la superficie después de 10 dias de
incubacion en SBF al contrario de los andamios estudiados en este proyecto los cuales muestran
mayor bioactividad, ya que tanto los andamios con 5% y 10 % de Bioglass presentan formacion
de hidroxiapatita en su superficie desde el tercer dia de incubacion, lo cual es debido a que el

Bioglass 45S5 es la composicidn de vidrio bioactivo que exhibe mayor indice de bioactividad [3].
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Figura 4.17 Imagenes por MEB de la formacion de HA en la superficie de los andamios de 13% PLA-
10% Bioglass después de 28 dias de incubacion en SBF. (a) 850x, (b) 1000x, (c) 2500x, y (d) 4000x.

Los estudios in vitro demostraron la bioactividad de los andamios a través de la formacion de
cristales de hidroxiapatita en la superficie del material lo cual permitira que estos pueden generar

union con el tejido 6seo a través de la formacion de esta capa de hidroxiapatita superficial [3].
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5. CONCLUSIONES

La realizacion del presente trabajo permitidé la obtencion de andamios porosos bioactivos de
PLA/Bioglass® 45S5 a través del método de separacién de fases liquido-liquido con el uso de
hexano como no solvente y temperatura de separacion de fases de -20 °C. De las caracterizaciones

realizadas a los andamios obtenidos se puede concluir que:

1. Mediante el método de fusién y temple se logro la obtencion de particulas de Bioglass® 45S5
totalmente amorfas con una densidad de 2.825 g/cm?® y un tamafio promedio de particula de
9.706 um.

2. Con el método de NTIPS y las condiciones establecidas para la separacion de fases, a traves
del sistema diclorometano-hexano-PLA se obtuvieron andamios porosos con la morfologia
necesaria para su uso en regeneracion ésea, ya que todas las composiciones estudiadas
presentan una morfologia con macro y mesoporos, los cuales son requeridos para la adhesion

y migracion celular de los osteoblastos.

3. Debido al proceso de separacion de fases todos los andamios resultaron ser semicristalinos
(53%-59%), la estructura critalina presente caracterizada mediante XRD resulta ser la fase o’
del PLA.

4. Eltamafio de poro obtenido varié en un rango entre 10 um-120 pm siendo la composicion con
menor contenido de PLA (13% PLA) en la solucion inicial la que produce los andamios con
mayor tamafio de poro, la adicion de Bioglass al sistema acelera la separacion de fases

reduciendo el tamafio de poro.
5. Todos los andamios presentaron altas prosidades (> 89%) y relativamente alta area superficial

(47 m?/g -71 m?/g), ambas propiedades no se vieron afectadas significativamente por la adicion

o incremento en el contenido de Bioglass.
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6. La mayor influencia de la adicion de Bioglass se observo en las propiedades mecénicas y
degradacion de las espumas. El esfuerzo a la compresion de los andamios disminuyé en gran
medida conforme el contenido de vidrio aumento, lo cual es atribuido a la pobre interface
vidrio-polimero, aun asi los andamios presentaron propiedades mecanicas adecuadas para este
tipo de compositos incluso después de su inmersién en SBF por 28 dias (0.15 MPa para el
sistema 13% PLA con 10% de Bioglass). Por el contrario, la degradacion de los andamios,
evaluada mediante la pérdida de peso y absorcion de agua, aumentd considerablemente a mayor

contenido de Bioglass.
7. En los estudios in vitro, los andamios mostraron la capacidad de producir hidroxiapatita en su

superficie desde el tercer dia de incubacion lo cual los sitia como materiales bioactivos capaces

de formar una union con el tejido 6seo circundante.
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TRABAJO A FUTURO O RECOMENDACIONES

Se recomienda la modificacion de la superfice de las particulas de Bioglass 45S5 para obtener una
mayor adhesion entre las particulas bioactivas y el polimero, de tal forma que las propiedades
mecénicas de los andamios no se vean disminuidas por la adicion de particulas de Bioglass. Otra
alternativa para incrementar las propiedades a la compresion de las espumas seria la adicion de
particulas de Bioglass 45S5 con un menor tamafio de particula de ser posible nanométrico a los

andamios para incrementar la interaccion superficial de las dos fases.

También se recomienda comprobar la capa de hidroxiapatita formada a través del tiempo de

incubacion mediante espectroscopia de infrarrojo.

Como trabajo futuro para profundizar mas es el estudio se sugiere la realizacion de pruebas in vitro
en cultivos celulares a los andamios para evalar la toxicidad, adhesion y proliferacion celular,
ademas se podria estudiar la morfologia de andamios fabricados a temperaturas diferentes a los
20 °C, asi como a concentraciones de PLA y Bioglass distintas a las analizadas en este proyecto,
también se podria analizar las porpiedades de compresion, morfologia y la degaradacion in vitro

de los andamios al afiadir particulas bioactivas con composiciones diferentes al Bioglass 45S5.
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