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Resumen

En nuestros dias, uno de los principales problemas que atribula ala poblacién es lasalud. Entre las diversas
patologias que se pueden encontrar, las afecciones importantes al sistema 6seo debido a accidentes, la
osteoporosis 0 los tumores 6seos, entre otras, implican desafios para la medicina actual. Multiples
investigacionesenel campode laingenieriade tejidos son llevadas a cabo con lafinalidad de subsanar este
handicap. En este trabajo se han creado andamios de policaprolactona y una mezclade policaprolactonay
acido polilactico-co-glicdlico mediante impresién por deposicién de material fundido y mediante
electrohilado para analizar comparativamente dos técnicas de fabricacién distintas. Para ello, se han
caracterizado sus propiedades fisico-quimicas, observado por microscopiaelectrénicade barrido y realizado
cinéticas de degradacion. Finalmente se ha analizado la idoneidad de los materiales utilizados y de las
técnicas empleadas para estudiar |la viabilidad de los andamios creados como potenciales sustitutos
biodegradables de hueso trabecular.
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I. Introduccion

En los ultimos anos, el campo de la ingenieria de tejidos ha avanzado en base al desarrollo de nuevos
materiales. A semejanzade lanaturaleza, se buscalaadecuacién éptimaalafuncion adesempefiar. Porello,
laingenieriade tejidos se enfoca cadavez mas en mimetizary sustituirtemporalmente el tejido, tan dafado
guerequiere de unaayuda externa parasurecuperacion, impulsandolaregeneracion del tejido originaldel
propio huésped. En consecuencia, se necesitaque el andamio cumpla unas propiedades muy especificasen
su interaccidn con el organismo.! Por un lado, sus propiedades fisicoquimicas deben asemejarse a las
originales del tejido para no dafiar el entorno, siendo este considerado biocompatible. Por otro lado, su
estructuratridimensional, porosidad y superficie deben ser compatibles con el tejido a sustituir, permitiendo
lafijacion, migracidny proliferacidn celular. Por ultimo, un aspecto fundamental es el caracterbiodegradable
o bioreabsorbible del andamio, pudiendoregularlavelocidad de degradacién en el cuerpo en funciéndelos
materiales usados en su fabricacion .23

Actualmente existen dos aproximaciones a la hora de disefiar y crear un andamio sintético para la
regeneracidntisular: Porunlado, existe la posibilidad de crear un andamio con lafinalidad de formareltejido
aregenerarenunbioreactor para, posteriormente, sustituirel tejido dafiado del paciente. Esteacercamiento
permite seleccionar materialesy métodos enlafabricacidon del andamio que de otraformaserianinviablesa
causa de unas deficientes propiedades mecdnicas. Por el contrario, requiere de un tiempo elevadoy un
importante aporte de células del paciente parallevaracabo el método, lo que lo hace inviable en ocasiones
donde se necesite sustituirel tejido dafiado en poco tiempo.? Por otro lado, se puede crear un andamio con
unaprimerafunciénsimilaralade unaprotesis. Este deberiade tenerunas propiedades mecdnicas acordes
y permitir la regeneracion del tejido al que sustituye y ademads, degradarse con el tiempo para dejar paso
poco apoco al tejidosano. Este acercamiento dalugaraun menornimero de materialesy técnicas posible.
Porotrolado, el tejido que se formaen el andamio esta sometido alos estimulos de tensién-deformaciony
entorno quimico original, porlo que se favorecerala regeneracién con un tejido optimizado por el propio
organismo para esos estimulos.?

Dentrodel ambitode laingenieria de tejidos se estdinvirtiendo unimportante esfuerzo de investigaddnen
laregeneracion dsea.>* Este esfuerzo se debe a suremarcable importancia. Este es un tejido con unaamplia
variedad de funciones entre las que se encuentran la proteccién y soporte de los érganos vitales, parte
esencial involucradaen el movimiento, produccién de sangre, regulaciéon del pH... A consecuenciade esto,
un importante nimero de patologias son causadas por algun defecto en el tejido dseo. Los traumas
provocados poraccidentes o lasresecciones de tumores, pueden provocar grandes defectos dseosincapaces
de regenerarse correctamente de forma natural, por lo que pueden requerir de ayuda externa para la
completa recuperacién.’”®



1.1 Caracteristicas del tejido 6seo:

Con lafinalidad de una mimesis perfecta entre el andamio y el tejido, éste debe de cumplir una serie de
caracteristicas tales como unareaccidn celular positiva, unas prestaciones mecanicas adecuadas o serinocuo
para el organismo, tanto el andamio como sus subproductos de degradacion.

En cuantoa las propiedades mecanicas cabe destacarla diferenciacién entre hueso cortical y trabecular. El
hueso cortical presenta unaestructura compacta atravesada por finos canales de vasos sanguineos o fibras
nerviosas. El hueso trabecular consiste en unared tridimensional de tabiquesy canales, siendo mas ligeroy
conteniendo la médula dsea en los huesos largos, como el fémur y el himero.® Ademas, el tejido dseo
presenta una clara anisotropia en funcion de los esfuerzos a los que ha sido sometido en el tiempo.’
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Figura 1: Representacion de las partes constituyentes del hueso.3

Debidoaque el hueso es un material anisétropoy heterogéneo, sus propiedades mecdanicas presentan una
elevadavariabilidad dependiendo de lamuestratomada, incluso paraun mismoindividuo.® De estaforma,
enlaliteraturase puedenencontrarvalores muy diversos. La porosidad es aproximadamente del 4% parael
hueso cortical, debido alos diversos canales de Havers, mientas que parael hueso trabecularpuede llegar
hasta el 90%. El médulo eldstico depende fuertemente deltipo de hueso, las condiciones en las que se ha
realizado el ensayo y de lainherente variabilidad de los tejidos biolédgicos. A continuacion se presentauna
tabla resumen de diferentes médulos elasticos recogidos en la bibliografia.”™



Modbdulo Elastico

Hueso Fraccion tomada Valor obtenido (GPa)
Fémur® Cortical 14.1 -24.6
Promedio de diferentes huesos® Cortical 3 - 30
Fémur® Trabecular 1.4 -9.7
Promedio de diferentes huesos® Trabecular 0.02 -0.5
Promedio de diferentes huesos?® Trabecular 002 - 3
Fémur’ Trabecular 11.5-18.6
Vertebra’ Trabecular 8.7 -11.3
tibia’ Trabecular 20.3-26.9

Tabla 1: Mddulos elasticos para diferentes huesos segun parte de la bibliografia.

El tratamiento mas habitual en defectos dseos es el uso de injertos, principalmente del propio paciente.
Actualmentey debidoalayacomentadarelevanciadel tejido 6seo, existe n multiples soluciones alahorade
realizar un injerto. Los tipos de injertos se catalogan en funcién de su procedencia, presentando entre si
diferentes niveles de osteoconduccion, osteoinduccidn y osteogénesis. 112

» Auto-injerto: Injerto del propio huésped de otra zona del cuerpo.
» Alo-injerto: Injerto humano de un donante.
» Xeno-injerto: Injerto del tejido similar de otra especie.
» Injertos sintéticos: Son los creados por el hombre.

Osteoconduccion Osteoinduccion  Osteogénesis
Auto-injerto Si Si Si
Alo-injerto Si Si No
Xeno-injerto Si No No
Injertos sintéticos Si *En funcidn de la composicién

Tabla 2: Propiedades éseas de los diferentes tipos de injertos.11:12

La compatibilidad bioldgica del andamio con el tejido viene dada por su interaccién fisico-quimica con el
mismo. Por ello, es importante que presente una estructura similar a la matriz extracelular del tejido,
ofreciendo unas caracteristicas de porosidad y superficie tales que permitan la migracion celular atravésde
este. De igual manera, es fundamental que ni el material ni sus subproductos de degradacién presenten
citotoxicidad. En cuanto asus propiedades mecanicas, deben de parecerse alas del tejido. Unas propiedades
pobres dardn lugar a un fallo en el andamio mientras que unas excesivas provocardn dafios en el tejido
circundante debido al efecto de apantallamiento por el cual el hueso deja de recibir tensiones y pierde
densidad dsea. Unade las vertientes que se haextendido ampliamente estos Ultimos afios es el estudio de
la capacidad de los materiales como portadores de farmacos con unaliberacién controlada para proporcionar
al andamio una actividad adicional actuando no sélo de soporte integrable sinotambién para favorecerla
liberacion in situ de moléculas bioactivas que aceleren el proceso regenerativo. Esto permite lamejoradel
material con la adicion al mismo de antinflamatorios, factores de crecimiento, bactericidas u otro tipo de
farmacos.?



1.2 Materiales

Actualmente se utilizan prétesis metalicas basadas en titanio!® o aleaciones de cromo y cobalto como
sustituto de hueso asi como implantes cerdmicos o de polimeros como lapolieteretercetona. En el casode
lafabricacién de andamios como sustitutos dseos, son los polimeros los materiales que presentan un mayor
interés. Los polimeros que pueden utilizarse en la creacion de andamios pueden categorizarse en dosgrupos;
los materiales sintéticos y los naturales. Los naturales son derivados de proteinas y polisacaridos como el
colageno o el quitosano. Por otra parte, los polimeros sintéticos tienen la ventaja de poder modular sus
propiedades segun la finalidad buscada. De entre todos los polimeros que cumplen las caracteristicas
necesarias, los poliésteres alifaticos son los mas extendidos y de mayor uso.’ A continuacion se presentan
dos de los ésteres alifaticos mas estudiadosy ampliamente usados en el campo de lamedicina; el PLGAy el
PCL:
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Acido Lactico Acido Glicélico Acido Polilictico-co-glicélico (PLGA)

Figura 2: Estructura molecular del PLGA y los monémeros que lo componen

El 4cido polilactico-co-glicdlico o PLGA es altamente conocido y empleado en la ingenieria de tejidos. Su
degradacion por rotura hidrolitica del enlace éster dalugar a sus mondmeros que son eliminados porvias
naturales. El acido lactico se incorpora al ciclo de Krebs para su eliminacidn mientras que el glicolato es
convertido en metabolitosy desechado. El copolimero puede estar conformado por diferentes proporciones
de sus correspondientes monémeros, siendo el 50/50el que posee unamayorvelocidad de degradacion en
un periodo entre unay dos semanas.’

Polimero Degradacion (semanas) Aplicaciones
z Puntos de sutura
Aci liglicoli -12 . L e
AL IELIT 6 dispositivos médicos...
Acido polilactico 11-15 I.mplath,es orto,ped|cos,
liberacién de farmacos...
PLGA 85:15 5-6 Puntos de sutura...
PLGA 75:25 4-5 Mallas, t?ck, liberacién de
farmacos...
PLGA 50:50 1-2 Implantes ortopedicos,
liberacion de farmacos.

Tabla 3: Usos y tiempos de degradacion de diferentes proporciones de Acido Polilactico y Poliglicélico.®

En cuanto asu interaccién con el organismo es bien conocida y comprobada su biocompatibilidad estando
presente como material constituyente en unaampliavariedad de materiales médicos biodegradables. Por
unlado, debido asus propiedades mecdnicas en puntos de suturaoenimplantes ortopédicos, porotro lado
como sistema liberador sostenido de diversos farmacos.>!314

En lo referente a sus propiedades mecanicas, las diferentes proporciones del copolimero presentan un
médulo de elasticidad en torno a 2 GPa y una elongacién entre 3-10% en el caso del PLGA 50:50.°°
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Figura 3: Estructura molecular de la PCL y del correspondiente monédmero de partida

La policaprolactona o PCL es el polimero de mayor uso e investigacidon en el ambito de la ingenieria de
tejidos.® Posee una muy buena osteoinduccidn, un tiempo de degradacién de mas de 24 semanas y sus
productos degradados no presentan una elevadatoxicidad.®> Asimismo, entre sus propiedades mecanicas
cuenta con un maédulo elastico entre 250y 450 MPa y una posible elongacidnentre 3y 5 veces sulongitud
inicial >t



1.3 Técnicas de fabricacion:

En el desarrollo de materiales, sontanimportantes en su etapafinal los elementos que lo componen como
la estructura interna que los conforman. Estaestructura suele ser dependiente de los métodos utilizados
para sufabricacion, influyendo en gran medida enlas propiedadesfinales. Enlo referente a lacreacién de
andamios se han estudiado y usado multiples técnicas o métodos de sintesis. 21617

1.3.1 Electrohilado

La técnica conocida como electrohilado estd basada en las observaciones realizadas porRayleigh en 1897y
eneltrabajode Taylorsobre jetsimpulsados eléctricamente. En ladécadade 1930 Formhals realizomdltiples
patentes sobre la produccidn de filamentos de hilo mediante un sistema muy similar. A partir de 1980 y
mayoritariamente enlaultimadécada, el proceso del electrohilado hasido cadavez mas populardebidoal
aumento en el interés de obtener fibras de tamafio nanométrico.*®

Fuente de alto voltaje Jeringuilla
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Taylor
Proyeccion
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Figura 4: Diagrama de un electrohilador con rotor como colector basado en el del articulo de Gorodzha!?

El electrohilado es una técnica robusta para la obtencién de materiales conformados por filamentos de
nandmetros hastavarias micras en diametro. Esto proporciona unimportante control en laregulacién de la
porosidad y tamafo de poro, la relacidn superficie-volumen o las propiedades mecdnicas. Debido aestas
prestaciones se puede encontrar en la actualidad en multiples sectores, desde la biomedicina ofarmacia
hasta sistemas de filtrado o tejidos.!® La técnica se basa en hacer pasar por una aguja cargada un material
polimérico disueltoen un disolvente apropiado hacia el colector, debido aladiferencia de potencial creado
entre ambos componentes, se van formando fibras al evaporarse el disolvente durante la proyeccién. Para
gue estoocurra de forma satisfactoriase requiere de la formacion del artefactofisico conocido como cono
de Taylor.?°
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En el procesode electrohilado, esimportante tener en cuenta determinados pardmetros fundamentales,
como son el tipo de disolvente, los polimeros utilizados y su concentracion en el fluido a electrohilar.12123
Estos parametros determinanasuvez latension superficial, conductividad y viscosidad del fluido. El rango
ideal de viscosidad se encuentra entre 800 y 4000 mPa*s, mientras que a menor tension superficial, mas
estable sera el cono de Taylor formado.2* La disolucién serda mas facilmente electrohilada cuanto mayor
conductividad presente, necesitando de una menor diferencia de potencial en la sintesis.

Los parametros que pueden ser modulados para afectar al grosor de las fibras obtenidas sin alterar la
composicién de la disolucidn son los siguientes:

» Ladiferenciade potencial aplicada: siendo lafuerzaimpulsorade latécnica, un voltaje muybajodara
lugaragoteo mientras que uno muy elevado producird unaimportante inestabilidad en el conooun
electrosprayado del polimero.

» Flujoydidametrodelaaguja: influyeneneltiempo de obtencién de un espesor adecuado, asicomo
en el grosor de las fibras obtenidas. Larelacion de flujos cobra ain mas importanciaen el modo de
electrohilado core-shell, modo de latécnicaenlaque se utilizaunaagujainternay externacon el fin
de tener un recubrimiento diferente al interior del filamento.

» Temperaturay humedad: afectan indirectamente al resultado final al influiren la conductividad del
aire y alavelocidad en la que el disolvente se evapora.

> Distancia entre la aguja y el colector: A mayor distancia entre la agujay el colector, mayor es el
tiempo para la evaporacién del disolvente y menor el diametro de las fibras obtenidas.

A Concentracion de

‘,l.‘ Elevada diferencia polimero

de potencial

Conductividad del
disolvente

Volatilidad del '
disolvente fibras agua
Viscosidad

Masa molar
Diametro Flujo
de las Didmetro de la

Tensidn superficial

Distancia al colector

Figura 5: Diagrama de influencia de los parametros del electrohilado basado en el de Chakoski [9]



1.3.2 Impresion 3D

La impresién sélida se ha visto enormemente impulsada en los ultimos afios debido a que permite la
produccién de piezas complejas a partirde un modelo matematico en cortos periodos de tiempoaunrelativo
bajo coste econdmico. Su creacidn se remontaa la década de 1980 con lacreacién de “Rapid Prototyping”,
creado conlafinalidad de serun método rapidoy rentable parala industria. Seria el modelado pordeposicidon
fundida o FDM patentado por Crump en 1988 el principal causante del auge de esta técnica una vez caducd
la patente. Los equipos de FDM presentan desde entonces un precio asequible y unas dimensionesreducidas,
fomentando de esta forma su comercializacion a pequefios usuarios.?®

La impresidn solida se puede clasificar en funcidn de si se substrae material de una pieza inicial o si se
conformalapiezafinal mediante laadicidn de material, conocida esta Ultima popularmente comoimpresién
3D. El proceso de sustraccion de material puede realizarse mediante diferentes equipos, como puedeserun
tornoounafresadora. El nivel de automatizacién define el proceso aseguiralahorade trabaja. Los equipos
automatizados, los mas comunes hoy en dia, suelen operar mediante cédigo G, habitualmente usadoenel
control numérico computarizado o CNC. El modelo de la pieza final es creado mediante aplicaciones de
disefio asistido por ordenador o CAD y transformada al cédigo G mediante software de fabricacion asistida
por ordenadoro CAM. En laactualidad, el modelo puede ser recreado a partir de datos reales tomados.*¢%°
Lasimpresoras 3D son también maquinas CNC con ladiferenciade que la pieza se crea medianteladeposicién
del material capaacapa. A consecuenciade esto, el cddigo G usado estara disefiado para conformar elobjeto
final por estratos.?

La Técnicade FMD se basaen ladeposicién estratificada de materiales plasticos fundidos. Paralograresto,
el material es calentado porunaboquilla, lacual puede moverse entres ejes a partirde motores paso apaso
controlados numéricamente. Mediante un engranaje, el material es arrastrado por la boquilla para
depositarse segln es necesario. Las posibles desventajas de este método se basan enlanecesidad de crear
soportes para piezas de geometrias complicadas que puedendarlugaraimperfeccionesoaladificultad de
obtener piezas de multiples colores. Ademas, la resolucidon maxima de la impresién viene limitada porel
equipoy enel casode aplicaciones especificas, puede que el material deseado no este comercializadoen
forma de filamento compatible.2?®

Carrete de Boquilla

filamento
v

Extrusor

Pieza en
proceso

Plataforma

Posible trayectoria del
filamento a capas

v

Figura 6: Diagrama sencillo de una impresora FDM basado en el de Gardan.26
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Otras técnicas utilizadas de impresidn sélida ofrecen otro tipo de ventajas, normalmente a costade coste y
volumen mayores. La clasificacion de estas técnicas estd basada en el método de obtencidn de la pieza
deseaday en el material utilizado. A continuacidn se describen las técnicas mas comunes:2®

Lasinterizacién selectiva porlaseroSLS, principalmente usadaenlaindustria, utilizaunldser como
fuente de sinterizacion de material plastico, cerdmico o metalico en polvo, ofreciendo unarugosidad
minima. Tiene la ventaja de permitir la impresion de formas complejas sin necesidad de emplear
soportes.

La estereolitografia o SLA es unatécnica de impresién que utiliza un tanque lleno de una resina
liquida capaz de polimerizar mediante fotocurado. Un ldser UV se proyectaatravés de un sistemade
espejos creado laforma deseada en la superficie. Posteriormente un pistén baja el tanque conla
resina liquiday se repite el proceso capaa capa. Finalmente, el objeto se expone aluz ultravioleta
para completar el proceso de curado. La técnica “Digital Light Processing” es una actualizacion del
SLS que en lugar de laser utiliza un proyector de una resolucién determinada.

El laminado de capas o LOM consiste en la obtencion de laminas o planchas de aluminio, papel o
plastico para posteriormente fijarlas entre sipara obtenerunapiezatridimensional. Para obtenerel
productofinal suele requerirse de un dltimo paso de abrasién o eliminacién del materialinnecesario.

Figura 7: Figuras de Impresién 3D mediante FMD, SLD y SLA respectivamente.?5

Técnica Tipo Coste Fgcmdad Comp leyldad Precision
€ uso de la pieza

Fresado 2.5D CNC Substractiva Bajo/medio Dificil Baja Alta

Fresado 6ejes CNC Substractiva Alto Muy dificil Media Alta
FMD Aditiva Muy bajo/medio  Facil/Media Media Media/Alta

LOM Aditiva Medio Media Baja Media

Sinterizado de metal Aditiva Muy alto Dificil Alta Media/Alta
Sinterizado de plastico Aditiva Muy alto Media Alta Media/Alta

Fotocurado Aditiva Alto Facil/Media Media Alta

Tabla 4: Caracteristicas de diferentes modelos de impresién sélida.2>
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En el dmbito médico, la impresidon 3D permite un nuevo nivel enlaadecuacidn y especificidad en el disefio
de prétesis eimplantes para el paciente, optimizando laimplantacidn a un coste asequible. Paralarealizacion
de unaprétesis mediante estatecnologia se requiere del mismo proceso que paracualquier pieza impresa,
pero con una mayor complejidad del modeloy los materiales. Parala obtencidon del modelo a imprimirse
requiere de un elevado conocimientoy concordancia de la estructuraa mimetizar, obtenibles generalmente
mediante el procesado de imagenes médicas obtenidas por TAC o MRI.1® Una de las vertientes actuales
consiste enlaoptimizacidon de lageometriainternadel andamio modelos computacionales. Estasestructuras
se optimizan para evitar el fallo de la mismay para conservar en la medida de lo posible las propiedades
mecanicas del material a elevadas porosidades.?’ Estas técnicas permiten en el &mbito de |la ingenieriade
tejidos la posibilidad de disefiar y fabricarandamios con una red personalizada, porosa y completamente
interconectada, con unaelevadareproducibilidad.® El avance en este campo se encuentraen las técnicasde
impresion bioldgica “bioprinting” donde se puede lograr la adicion de células o incluso la impresion de
organos. A pesarde lo ventajoso que resultaria, enla actualidad alin se encuentra enfase tempranacomo
para ser implementada de forma real y eficaz.152®

Técnica Material Usos en medicina
SLA / DLP Resina fotocurable Hueso, odontologia, audifonos.
“Multijet modeling” Plasticos y polimeros Odontologia
FDM Plasticos y polimeros Dispositivos médicos, értesis.
SLS Acero, aluminio, titanio... Implantes y fijaciones
LOM Papel, plastico y metal Ortopedia

Tabla 5: Aplicaciones médicas de diferentes técnicas de impresion aditiva.'®



II. Objetivos

Con todo loanteriormente mencionado, se puede concluir lanecesidad de desarrollarandamios cadavez
mas especificos para la funcién a desempefiar. Aquellos dirigidos a sustituir el tejido dseo han sido
ampliamente estudiados debido asu relevancia. A pesarde ello, se carece de un enfoque completoy global
de la caracterizacién completa de diversos materiales para esta finalidad. De esta forma, en el presente
trabajo se desarrollard la labor de caracterizar y comparar las propiedades de los andamios de PCLy PCL -
PLGA creados mediante electrohilado e impresién FDM. Con este finen mente, en primer lugar, se realizara
lafabricacién de los andamios aestudiar. Posteriormente se procederd ala caracterizacién lo mas completa
posible de sus propiedades fisico-quimicas. Para finalizar, se discutira la idoneidad y adecuacién de los
andamios creados como posibles sustitutos del hueso trabecular. El objetivo del trabajo es el de entenderla
influencia del método de fabricacion enlas propiedades mecanicas y fisico-quimicas de andamios modelo,
para ser potencialmente usados como sustitutivos éseos sintéticos.
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IT1. Materiales y fabricacion de los andamios

3.0 Equipo basico

En lapreparacidn y realizacién de los diferentes ensayos se utilizé material basico de laboratorio entre los
que se incluyeron material de vidrio, espatula, jeringuillas, placa agitadora y ntcleos magnéticos...

Los instrumentos que se usaron en la preparacion de las muestras y la toma de datos de las mismas
habitualmente fueron:

*  Pipetas y micropipetas de diferentes volumenes.
* Balanza “AND GH-120", e =1mg, d = 0.1 mg.
* Balanza de precision “RADWAG MYA 5/2Y” e =1mg,d =1 pg.

Ademas, durante todo el trabajo se utilizaron dos polimeros de partida para los andamios:

*  Policaprolactona (PCL) 80 kDa de Merck/Sigma Aldrich.
*  Acido polilactico-co-glicélico (PLGA) 50:50 de grado médico “Resomer 504”de Evonik®

Parael procesado de los datos que se presentan, se usaron los programas necesarios paradicho fin entrelos
que se incluyen:

*  Minitab para el estudio estadistico especializado, como la evaluacién de valores andmalos.

*  Programas especificos o proporcionados por el instrumento para la utilizacién de los mismos.

Para todos losvalores estadisticos realizados y presentados en el trabajo se supusierony utilizé un nivel de
significacion a del 0.05.



3.1 Andamios electrohilados

En la elaboracidn de los andamios electrohilados se utilizé un electrohilador “Electrospinner 2.2.D-500de
YFlow Nanotechnology Solutions” cuyas partes destacables son:

Cabina de seguridad semi-aislada con interfaz.
Bomba de flujo continuo.

Base colectora o rotor colector.

Conexiones para flujo y aguja de electrohilado.

* K K *

Paralacreacionde losandamios se dispuso de dos disoluciones. Unade PCLy otrade PCL- PLGA enrelacidon
en masa 1:1. Los polimeros se disolvieron en una mezclade DCMy DMF (50:50) a una concentracién del 10%
en masa. Para su obtencién se pesaron los reactivos sélidos y se dejaron en agitacidn hasta su completa
solubilizaciéon. El DCMes el disolvente principal del material plastico mientras que el DMF se utilizé conla
finalidad de aportar conductividad a la disolucidn para el electrohilado posterior.

Posteriormente, se introdujo ladisolucidn en unajeringuillay se eliminaron las posibles burbujas mediante
diezminutos enunbafiode ultrasonidos. La presenciade burbujas durante el electrohilado puede suponer
ladesestabilizacionolainterrupcidon en el conode Taylor. Estainterrupcién puede dar lugarala proyeccién
de un volumen mayor de disolucién que no se evapora antes de la deposicién, ocasionando una posible
destruccion parcial o total del andamio.

Para cada uno de los dos materiales, se fabricaron andamios con una orientacién de fibras aleatoria y con
unaorientacion preferente enunadireccién. Parael primercaso, se utilizé una placa colectora planadurante
un periodo de sintesis de 10horas con un barrido lateral de 30cm a2 cm/syfrontal de 5cma 0.5cm/s. Para
los andamios con fibras orientadas en una direccion preferente, se utilizé un rotor a 500 rpm durante 16
horas con un barrido lateral de 5cm a 0.5 cm/s.

En ambos casos, se usé un flujode 1 mL/h yuna separacién de 18cm entre el colectory laaguja. Latensién
aplicada se ajustd en cada experimento hasta obtener un cono de Taylor estable. Latensidn necesaria vario
en funcién de la temperatura y humedad del entorno, en un rango entre 10y 20 KV.

Unavezfinalizd lasintesis, se dejaron secar las muestras obtenidas durante 4 horas para eliminar lasposibles
trazas de disolvente. Posteriormente, se almacenaron en bolsas selladas a -202C hasta su posterior usoen
los ensayos.



3.1.2 Andamios impresos por FDM

Paralaobtencidnde losandamiosimpresos 3D cabe destacar que los equipos utilizados fueron ensamblados
porel equipo de investigacion, nose utilizé portanto un equipo comercial. Poreste motivo no se presentan
las marcas o modelos de los mismos.

Primerose cred el blend de PCL- PLGA 1:1en masa necesario. Paraello se realizé unadisolucién homogénea
paralacual se pesarony se disolvieron enlacantidad minima necesariade DCM para disolverse en agitacion
durante 4 horas. Posteriormente se vertié en un cristalizador de vidrio para evaporar todo el disolvente
durante la noche. Finalmente se troced y dejé avacio una hora paraeliminar posibles trazas presentes de
DCM. Por otro lado, el filamento de PCL puede ser creado a partir del granulo del polimero comercial
directamente, sin necesidad de realizar los pasos descritos para la obtencion de un blend.

Para crear losandamios con los mismos polimeros utilizados para el electrohilado se utilizé unaextrusora
manual con el fin de obtener de los blends preparados el filamento necesario para la posteriorimpresion.La
extrusoraestd compuestaporuntornillosinfinenunacamisade aluminio calefactada por3resistenciascon
sus respectivos sensores térmicos. Tanto el tornillo como la temperatura estan contralados mediante un
Arduino. Los dos polimeros se extruyeron alaminima temperatura posible enla que el polimero fluidifica,
en torno a 752 C, ajustando a mano el grosor y longitud de los filamentos.

Laimpresora 3D que se utilizd estd basada en el disefio de hardware libre Prusa i3 del proyecto RepRap
(www.reprap.org) y controlada mediante el firmware Marlinv1.0.2 (www.marlinfw.org). Laimpresiéndelos
andamios y probetas de ensayo mecdanico se realizaron en las mismas condiciones de impresién, a una
temperatura de 1782 C. La velocidad de impresion utilizada fue de 30 mm/s.



http://www.reprap.org/
http://www.marlinfw.org/
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IV. Caracterizacion

4.1 Microscopia electronica de barrido.

El SEM consiste en un haz enfocado de electrones que barre la muestra punto por punto, detectando en
nuestro caso los electrones secundarios despedidos de los atomos ionizados de lamuestra. Esto propordona
unaimagen de alta resolucién de la superficie, permitiendo estudiarlay compararla.

Larealizacidon de lasimagenes de microscopia electrénicade barrido o SEMse llevé acabo en un equipo SEM
Inspect F50 de FEI.

Para la utilizacion del SEM se requiso en primera instancia de la preparacion de las muestras de unaforma
concreta. Las muestras se adhirieron aun porta-muestras de SEMmediante unacinta de carbono adherente
por ambos lados para posteriormente someterla a un recubrimiento superficial de Paladio de 14 nm para
hacerla conductora. En este proceso se tuvo que tener cuidado en el tratamiento de la muestra paraevitar
contaminaciones por polvoy otros elementos exdgenos que pudiesen aparecer después en las imagenes.

Posteriormente las muestras fueron enviadas al servicio del Laboratorio de Microscopias Avanzadas (LMA)
para latoma de las imdgenes en el instrumento con los siguientes parametros:

Voltaje: 5kV

Tamafio del hazincidente: 2.5 nm
Distancia de trabajo a la muestra: 10.0 mm
Inclinacién: 02

* K X *

A continuacidn, se presentan una seleccién de las imagenes obtenidas para los diferentes andamios:

‘\\ >
g

g LV, vy [ : L1 | S
ot| mag | det | mode WD | HFW |tilt — 10 pm —— HV spot| mag | det | mode WD | HFW | tilt — 10 pm ——
5.00kV| 25 6000x ETD| SE /10.1 mm|49.7 ym|0 Inspect 5.00kV |25 |6000x ETD| SE [10.2mm|49.7 ym O Inspect

Figura 8: Imagenes de SEM de PCL electrohilado directamente (lzquierda) y orientado mediante rotor (Derecha).

Como se puede observaren lafigura8, un andamio electrohilado, sin el influjode una fuerzaorientadora
como puede ser el rotor, da lugar a una estructura aleatoria sin direccidon preferente en el plano. Porotro
lado, siseinduce laorientacidon se observacomo unabuena parte de las fibras estan alineadas parcialmente
en una direccién, mientras que unas pocas conservan la aleatoriedad. Esta orientacion crea un material
completamente anisétropo que ofrecerd propiedades mecanicas mds elevadas enladireccion e nlaqueesta
orientado.
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> § y 17 S Lz t o = ¥ )
HV t | mod HFW | tilt — 10 pm spot| mag | det | mode
500kV| 25 6000x/ETD| SE 110.1 mm|49.7 ym|0 Inspect 5.00kV]| 25 [6000x ETD, SE [10.0 mm[49.7 um O

Figura 9: Imagenes de SEM de PCL-PLGA electrohilado directamente (izquierda) y orientado (Derecha).

En la mezcla de PCL-PLGA se puede observar un menor grosor de las fibras asi como la presencia de un
importante nimero de particulas mas gruesas, debido intrinsecamente al método de electrohilado de este
material. Ademas, se puede ver como al orientar las fibras mediante el rotor, este estd ejerciendo en el
proceso unafuerzaadicional enlosfilamentos. Esto reduce el niUmero de particulas presentes que pasana
adquirir una forma ovalada.

Una vez vistos los diferentes patrones obtenidos en la creacidn de los andamios electrohilados, se han
contrastado con los obtenidos por otros autoresde la literatura.??2° Las distribuciones obtenidas son muy
similares a las vistas en las figuras 8 y 9, observandose menos particulas cuando el disolvente es un
halogenado como el usado en este trabajo.

Con el finde caracterizar mejor las fibras, se ha realizado un estudio estadistico de los didmetros de éstas

Histograma de PCL Aleatoria Histograma de PCL Orientada
35
Media  0,5570 A0 Media 0,8756
Desv.Est. 0,1988 Desv.Est. 0,5587
30+ N 100 N 100

Frecuencia
Frecuencia

0.2 04 06 0.8 1.0 12 0.0 06 12 18 24 3.0
Diametro (um) Diametro (um).

Figura 10: Distribucidon de grosores de los filamentos de los andamios de PCL electrohilados realizado mediante el
programa Imagel a partir de las imagenes obtenidas por SEM.
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Histograma de PCL - PLGA Aleatoria Histograma de PCL - PLGA Orientada

254 30
Media 01314 Media  0,2811
Desv.Est. 0,04907 Desv.Est. 0,08201
N 100 5 | N 100
© .=
2 =
o 1]
3 =
L o
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i fr
0,15 0,20 0.3 0.4
Diametro (um).. Diametro (um)...

Figura 11: Distribucion de grosores de los filamentos de los andamios de PCL - PLGA electrohilados realizado
mediante el programa imageJ a partir de las imagenes obtenidas por SEM.

Como puede observarse, las fibras que componen los diferentes andamios estan en el mismo orden de
magnitud. Los de PCL-PLGA se encuentranentornoalos 131nm é 281 nm dependiendo de si son aleatorias
u ordenadas mientras que losde PCLestanentornoalos 557nm é 876 nm dependiendo de sison aleatorias
uordenadas. Entre diferentes polimeros el didmetro de las fibras de PCLes significativamente mayorquelas
que presenta el PCL- PLGA. Se observacomo para el mismo polimero estos didmetros son mayores enlos
andamios orientados. Esto es debido, como se puede observaren lafigura12, aque parte de los filamentos
en una misma direccién se fusionan dando lugar a diametros mayores.

det |mode| WD HFW | tilt [ — V10 J—
2.5 [24000x ETD| SE |10.2 mm|12.4 ym|0 Inspect

Figura 12: Vista cercana de la union de fibras electrohiladas.
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HV  |spot mag | det |mode| WD HFW | tilt | ——1 mm —— HV |spot| mag | det |mode WD HFW | tilt | ———1 mm
5.00kV| 25 |100x|ETD| SE /9.6 mm[2.98 mm|O ° Inspect 5.00kV| 25 [100x|ETD| SE /10.2 mm|2.98 mm|0 Inspect

Figura 13: Imagenes de SEM de los andamios impresos 3D, PCL a la izquierda y PCL-PLGA a la derecha.

Comparando las diferentesimagenes presentadas, y como se esperaba, la diferencia de tamafiosenlas fibras
de losandamios fabricados mediante electrohilado e impresion 3D difieren enormemente. Los didmetros
obtenidos mediante impresién 3D son de 0.39 + 0.03 mm y 0.34 + 0.03 mm para PCL y PCL - PLGA
respectivamente. Ladiferenciade diametro de lasfibras producidas porelectrohilado y las producidas por
deposicion de material fundido es de tres drdenes de magnitud. Esto influye directamente yanosoloenlas
propias fibras, sino en su separacion.
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4.2 Caracterizacion de la porosidad

Paralacaracterizacion de laporosidad (volumen de poros/volumen total) de los andamios electrohiladosse
utilizé un andlisis por porosimetria de mercurio. La porosimetria consiste enlainsercion apresidon de un gas
o fluido en unamatriz porosaque se deseaestudiar ofreciendo informacién de la porosidad y tipo de poros
del material. Estos parametros influyen directamente en ladegradacion, el comportamiento mecanico, la
proliferacion y migracién celular... que puede presentar el material. Para determinar la porosidad de un
material microporosoy mesoporoso se utiliza nitrégeno u otro gas como adsorbato, pero paradeterminarla
porosidad de materiales macroporosos se utiliza porosimetria de intrusiéon de mercurio.

En el ensayo se utilizé un equipo MicroActive AutoPore V9600 Version 2.02 de Micromeritics Instrument
Corporation. La preparacion de las muestras consistié en laobtencion de cuadrados de 2.5cm de lado de los
diferentes andamios electrohilados. Posteriormente se envid al servicio de caracterizacion textural y de
superficies del instituto de Carboquimica del CSIC para la realizacién de los ensayos.

Los ensayos se llevaron acabo con un angulo de contacto de 1302, unatemperaturade 19.872Cyunarampa
de presidn desde 689.5 Pa hasta 420.6 MPa.

La porosidad de los andamios impresos 3D puede ser modulada en su creacidon de forma sencilla. Para
obtenerlaporosidadreal que presentan losandamios tras procesos que no se hayan podido tenerencuenta
como la contraccién del material polimérico, se puede obtener matematicamente. Se han tomado las
medidas para los cdlculos de la figura 13. Para los célculos se han considerado las fibras como cilindros
perfectos.

PCL PCL - PLGA
Pardmetroestudiado | Orientada Aleatoria Impresa| Orientada Aleatoria Impresién|Unidades
Didmetro de poro 1.94 1.68 377 1.12 1.37 391 pum
Porosidad 73.4 78.8 60.3 75.7 73.9 63.6 %
Densidad 0.23 0.21 - 0.26 0.27 - g/ml

Tabla 6: Resumen de los valores de porosidad.

Como puede apreciarse en la tabla anterior, solo 1/4 del volumen total de los andamios electrohilados
corresponde al material polimérico en sufabricacion. Los andamios presentan un gran volume n vacio que
deja expuestaunaimportante dreasuperficial. Esto da lugaraunareduccién enlas propiedades mecdanicas
del material y una menor densidad.'” Se pueden clasificartodas las muestras debido al tipo de poro como
macroporosas, al superar los 50 nm de didmetro de poro.

Contrastando con los pardmetros de porosidad normales para el hueso trabecular, la porosidad estd enel
rango que puede presentarun huesosano, inferioral 90%. Porotrolado, el hueso trabeculardebe presentar
poros o canales entorno a las 300 um para permitir la difusion celular y la creacion de vasos.® Asi pues,
durante o posterior al proceso de conformar la forma final de los andamios electrohilados, se debera de
incluiralgin proceso paraformarestos canales. Unode ellos puede serlainclusidon de porégenos, materiales
particulados que sonembebidos en laestructura pero que pueden serdisueltos facilmente revelando una
estructura porosa en el espacio que ocupaban.



4.3 Ensayo de traccion

Debido a las caracteristicas de los andamios electrohilados, de entre los posibles ensay os mecdnicos, el
ensayode traccionresultaser el mas adecuado de implementar. En este ensayo las probetas son sometidas
aunesfuerzode traccién uniaxial y de velocidad constante. El ensayo aportainformacién sobre la cargapara
un momento de elongacién o extension dados, permitiendo calcular el médulo de Young.

El aparato de ensayo que se utilizé paralas pruebasde traccion fue un Microtester 5848 de Instron con una
célula de cargade 5N paralas muestras electrohiladasy de 50N paralas probetasim presas 3D. Los ensayos
de traccién fueron realizados acorde a las normas 1SO 527-1:2012, ISO 527-2:2012 e ISO 527-4:1994

Primero se realizaron las correspondientes probetas de ensayo, que, debido alas propiedadesy medidasde
los andamios creados, los parametros del analisis son diferentes entre los electrohiladosy los creados por
impresion 3D. Porunlado, losandamios electrohilados fueron cortados mediante una plantillarectangular
de 0.8 cm por 2.8 cm. En el caso de los andamios que fueron fabricados mediante impresién 3D, se
imprimieron probetas normalizadas tipo AB acordes a la norma ISO 527-1:2012.

En la obtencidon de los resultados pertinentes se pasa a discutir las gréficas correspondientes de Tension-
Deformacioén.

Ensayo de tracciéon de los andamios de PCL

Orientado (D.longitudinal) ~ <<---- Aleatorio - — = Orientado (D. Transversal)

)]

wn

Tension [MPa]
w H

15
Deformacion (AL/L)

Figura 14: Curvas del ensayo de traccion de los andamios electrohilados de PCL.
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Ensayo de traccion de los andamios de PCL-PLGA

Orientada Longitudinal Aleatoria = == Qrientada Transversal

* 7

Tension

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Deformacion

Figura 15: Curvas representativas del ensayo de traccion de los andamios electrohilados de PCL-PLGA.

Estudiandolas curvas presentes enlas figuras 14y 15, y como se habia supuesto yaanteriormente mediante
lasimagenes de SEM, las propiedades mecdnicas de losandamios estan fuertemente condicionadas porlas
la orientacién de sus fibras. En el caso de las muestras orientadas, se puede apreciar como presentan unas
muy buenas propiedades mecanicas enla direccion preferente en comparacién con latransversal. Estohace
que el andamio sea considerado un material anisétropo, como se buscaba en su imitacion a unas
caracteristicas mas parecidas al tejido éseo. Porel contrario, las probetas de caracteraleatorio no presentan
una diferenciacién en sus propiedades mecanicas en el plano. Estas propiedades presentan unos valores
intermedios entre las direcciones longitudinal y transversal de lamuestra orientada. Respecto al analisisde
las curvas, se puede apreciar un primertramo recto de comportamiento eldstico seguido de un tramoplastico
muy significativoy caracteristico de los materiales poliméricos. Finalmente se puede apreciarel momento
en el que las fibras comienzan a romperse, dando lugar a un descenso no abrupto en la tensién debido al
elevado numero de fibras que componen el andamio.
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Ensayo de traccidon de las probetas impresas 3D
--------- PCL-PLGA3D —— PCL3D

5 /
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14 16 18 2
Deformacion

Figura 16: Curvas representativas del ensayo de traccion de los andamios impresos para los dos materiales.

Como se puede observar en la figura 16 en comparacidn a las anteriormente comentadas, estas curvas
presentan un comportamiento marcadamente diferente. Los andamios impresos muestran una mayor
pendiente enlarectainicial con untramo de comportamiento plastico menos prolongado que en el caso de
losandamios electrohilados. Enlaregién de comportamiento plastico, el material valiberando poco apoco
tensidn en cada rotura de filamento. La diferencia entre ambos métodos en el tramo de rotura puede
explicarse debido a su estructura. La ruptura de una fibra del material impreso supone una importante
diferencia en el conjunto del material. Por otrolado, enlos andamios electrohilados larupturade una fibra
no disminuye significativamente el comportamiento general del material. Esto esdebidoaque el andamio
electrohilado presenta unaelevada cantidad de fibras, formando en su conjunto un continuo sin saltos enla
zona donde el material quiebra.

Mediante larelacién que se presentaen la ecuacién 1y conociendo que el comportamiento eldstico de un
material se presenta enel primer tramo recto de un ensayo antes de entrar en laregién de plasticidad, se
han calculado los diferentes mdédulos elasticos para los andamios, presentes en la tabla 7.

N o  F(N)/S(mm?)
mmz) ~ & AL(mm)/L(mm)

E(

Ecuacion 1: Obtencién del médulo de Young (E) a partir de su relacion con la tensién (o) y la deformacion (g).
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. Modulo Intervalo de Desviacion

Andamio (N/mm?)  Confianza Estandar
PCL no orientada 7.6 +1.8 2.1
PCL orientada (zonapreferencial) 11.3 +1.8 3.1
PCL orientada (zonatransversal) 2.2 +0.5 0.8
PCL-PLGA no orientada 3.5 +15 2.1
PCL- PLGA orientada (zona 20 +2.2 3.5
preferencial)
PCL- PLGA orientado (zona 28 +0.5 0.8
transversal)
PCLimpreso 3D 62.2 +9.5 11.8
PCL-PLGAimpreso 3D 261.3 170.6 80.6

Tabla 7: Resumen de los médulos de Young segun el tipo y material del andamio.

Los valores del mddulo elastico obtenidos mediante el electrohilado no muestran una diferendiasignificativa
entre ellos. Debido a esto, en la creacion de nuevos andamios de PCL - PLGA podria utilizarse una
combinacién igual o superior al 50% en PCL en funcién de otras propiedades sin tener que tener especial
cuidadoenlaposible variacion del médulo eldstico. Porotrolado, los andamiosimpresos 3D presentan una
diferenciasignificativaentre ellos, debido principalmente alamayorrigidez que aportael PLGA ala mezcla
de PCL - PLGA. Esta diferencia derivada de la rigidez del PLGA no se puede apreciar en los andamios
electrohilados debido a que estos no presentan una diferencia significativa en los médulos obtenidos.3!

Como se hamencionado anteriormente en laintroduccién, el valor del médulo elastico del hueso trabecular
para un hueso sano se encuentraentre 20y 500 MPa. Contrastando con los mddulos obtenidos en latabla
7,se puede apreciar como los andamios obtenidos mediante impresion 3D se adecuan a las especificaciones
mecanicas. En contraste, losandamios electrohilados poseen un médulo eldstico del mismo orden que el
minimo, presentando unas propiedades muy justas respecto al hueso. Si se comparan los valores obtenidos
con los de la bibliografia, se puede apreciar en cambio que ambos andamios se encuentran en valores
similares o mejores alos presentes en esta, tanto paralamismatécnica*3233 como para otras de creacion de
andamios porosos.?’



4.4 Calorimetria diferencial de barrido

Latécnicaconsiste enel andlisis de laenergiaque es necesariaaplicaraunamuestrafrente aunareferencia
en un aumento lineal de latemperatura con el tiempo. Se puede averiguar cuando el material sufre un

cambio de estado o una reaccion por los intervalos de temperatura donde se requiere un mayor o menor
aporte energético.

Se utilizé un equipo DSC822¢de la casa Mettler Toledo asicomo los fungibles de aluminio necesarios para el
uso del mismo.

En la preparacidn se realizé una toma de muestras de unos 2 mm y masa conocida. Posteriormente se

depositaron en un crisol de aluminio estandar que fue comparado con otro vacio que hacia de blanco de
referencia en el instrumento.

Comparacion de DSCs de PCL y PCI-PL.GA
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Figura 17: Curvas de DSC de ejemplo para los materiales estudiados, PCL y PCL-PLGA.

Estudiando la figura 17 se pueden observar los puntos caracteristicos de los dos polimeros base
estudiados. En la linea continua que representa el PCL, se observa un pico a 602C correspondiente
a la temperatura de fusidn y otro pico bastante amplio en torno a 4002C correspondiente a la
degradacion del PCL. En el caso del PLGA 50:50, este posee sutemperatura de transicién vitrea entre
20 y 599C segun la fuente tomada, pudiendo reflejarse en el espectro de DSC como uno de los dos
primeros picos observados.31:3436 Ademds, segun los datos de TGA obtenidos (ver la siguiente
seccion), el PLGA se degrada entre 250 y 3509C, pico que se aprecia claramente en la mezcla. Se
puede observar como la PCL en la mezcla se ve afectada, disminuyendo su punto de degradacién
debido a la interaccion con el PLGA. Debido al efecto que tiene el PLGA en el DSC se puede concluir

gue los dos polimeros tienen una interaccién positiva entre ellos. Esto repercute en el andlisis de la
TGA, dando lugar a problemas en la diferenciacién o cuantificacion de los componentes.
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Figura 18: Curvas de DSC obtenidas para los diferentes andamios de PCL-PLGA.

A la vista del grafico anterior se puede observar como a pesarde ser el mismo material de partiday
con la misma referencia para todos ellos, bien debido a una incertidumbre general del instrumento,
bien a leves variaciones en las proporciones de los mismos, se percibe un cambio significativo en las
curvas obtenidas, mostrando un desplazamiento de los picos de la derecha. La DSC nos sirve para
identificar los polimeros y ver que usando las dos técnicas de fabricacién, la naturaleza quimica de

los componentes de los andamios no se modifica sustancialmente.
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4.5 Analisis termogravimétrico

La técnica consiste en la medidade la pérdidade masaen una muestraen funcién de la temperatura. Esto
aportainformacién sobre las temperaturas de descomposicién de lamuestray con elloinformacion sobre la
composicién de la muestra.

Se utilizéd unequipo TGA/SDTA851¢de |la casa Mettler Toledo asi como los fungibles de aluminio necesarios
para el uso del mismo. Se tomaron muestras cuadradas entorno a los 2 mm de lado. Posteriormente se
pesaron y colocaron en un crisol abierto de masa conocidael cual se deposité en el instrumento. Mediante
el software pertinente proporcionado por la casa del instrumento se regularon las diferentes opciones
disponibles para el método. Por un lado, se puede establecer el caudal y el tipo de flujo de gas que se
suministra a la muestra. Por otro lado, se puede programar la rampa de temperaturay sus limites.

En este trabajo se ajustaron los parametros fijando una atmosfera oxidante con un caudal de 50 ml/miny
una rampa de 352C a 6002C, tomando como variable la pendiente de la rampa.

Comparacion entre los dos polimeros y su mezcla
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Figura 19: Curvas de TGA de los dos polimeros por separado y de su mezcla electrohilada en atmosfera oxidante.

En la figura anterior se presentan las curvas correspondientes a los polimeros de partida usados en la
elaboraciéon de los andamios conlafinalidad de deducir cuanto contribuye cadauno enlacurvade lamezda.
Como puede verse, aunque se nota unsalto enlacurvade lamezcla, no eslosuficientemente pronunciado
ni largo como para poder realizar una separacién cualitativa de la misma, a pesar de las diferentes
optimizaciones realizadas en el método. Una peculiaridad que se puede observarrespectoalacurvadel PCL
esque el rango de degradacion es algo mds amplio mientras que latemperatura de degradacidon entraenlos
observados en la literatura, la cual presenta significativas variaciones. Estas variaciones significativas son
consecuencia de las propiedades en lafabricacion del polimero de partida, influyendo entre otras cosasla
longitud de la cadena.33-3¢
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Figura 20: Curvas comparativas para las mezclas de los polimeros en diferentes proporciones realizadas en
atmosfera oxidante
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Figura 21: derivadas de las curvas de la figura 19 para las mezclas de los polimeros en diferentes proporciones.

Como ocurriaenlafigura19, las curvas se entrecruzany estan estrechamente relacionadas entre sitantoen
lafigura20como enel estudio de sus pendientes mediante la primeraderivadaenlafigura21. Esto da como
resultando la imposibilidad de utilizar la TGA como método de analisis cuantitativo para el estudio delos
porcentajes de las muestras. Aligual que los resultados obtenidos en la DSC, se puede concluirque los dos
polimeros tienen una interaccién mutua que afecta a sus propiedades individuales. Como conclusién, la
técnica analitica mediante TGA no resulta satisfactoria para poder cuantificar laproporcién presente enla
probeta final obtenida a partir de los polimeros correspondientes.
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4.6 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier FTIR

La espectroscopia porinfrarrojos consiste enla absorcién de un barrido de ondas en el espectroinfrarrojoa
una muestra, de tal forma que longitudes de onda concretas afectan alos enlaces entre los atomos de las
moléculas. Estos absorben una determinada cantidad de la radiacién emitida obteniendo el espectro de
absorbancia o transmitancia correspondiente. Los datos obtenidos son automaticamente procesados porel
equipo mediante la transformada de Fourier dando como resultado el espectro infrarrojo de la muestra
realizada. En la realizacidn de los espectros de infrarrojo se utilizé un Vertex 70 de la casa Bruker.

Para la realizacidn de los espectros de infrarrojo de los andamios, debido a su espesor, pudieron ser
analizados directamente por el instrumento sin requerirse una preparacién previa.

PCL-PLGA
—PCL —PCL-PLGA

3600 3100 2600 2100 1600 1100 600

Absorbancia [u.a]

Nuamero de onda [cm]

Figura 22: Espectros IR de PCL y PCL-PLGA con los enlaces caracteristicos.

Analizando la figura 22 se puede observar en la region en torno a 2800-2900 cm™ la presencia de grupos
alquilo, tanto CH, como CHs. En 1080 cm™ y 1175 cm? se observan las vibraciones correspondientes a los
enlaces C-Odel éster mientras que en 1725-1750cm™! se presenta el otro pico perteneciente alos ésteres,
C=0. Enel espectrode PCL-PLGA se solapan dos picos referentes al enlace C=0, porun lado, de la PCLy por
otroel que presentael PLGA. Debido al entorno quimico similar, resultanindistinguibles en el pico del éster
del PLGA los correspondientes asus mondmeros. El resto del espectro pertenece a sobretonos ypicosmenos
evidentes de los grupos ya mencionados, como los correspondientes en la regidn caracteristica de bajo
numero de onda denominada huella dactilar, caracteristica de cada compuesto. Se han marcado los picos
caracteristicos de un espectro FTIR del PLGA segun la bibliografia. 343> Puede apreciarse como los picos de
la mezcla son una suma de los mostrados por los polimeros individualmente.

Los espectros que se han obtenido mediante IR concuerdan inequivocamente alos polimeros estudiados.
Estos no presentan ningln picoandmalo que pudiese implicar impurezas o laformacion de otroscompuestos
debido a la elevada tensién eléctrica a la que son sometidos los filamentos.



4.7 Resonancia Magnética Nuclear: RMN

Laresonancia magnética nuclear consiste enlamedidade larecuperacion de los espines nucleares,alineados
previamente mediante un campo magnético, con el fin de obtenerinformacidn sobre el entorno quimicode
estos nucleos. Adecuando laventanade observacién, puede realizarse sobre nucleos cuyoespinseadiferente
de cero, siendo el mascomun el del *H. Los valores obtenidos son transformados porel equipo mediante la
transformada de Fourier al correspondiente espectro de RMN.

Las medidas de RMN fueron realizadas porun servicio externo. El instrumento que se utilizo paralaobtencién
de los espectros de HRMN fue un NMR spectrometer DPX 400 de la casa comercial Bruker.

Las muestras se disolvieron en cloroformo deuterado. Este sirve tanto como disolvente como para el ajuste
de laescaladel RMN. También se afiadi6 0.4 mgde heliotropina como patrén interno paralacuantificaciéon
de los polimeros en lamezclade PCL-PLGA, tomando paraello disoluciones de concentraciones crecientes

entre 0.8y 2.4 mg de la probeta.
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Figura 23: Espectro de HRMN del andamio de PCL realizado en cloroformo deuterado en un RMN de 400 MHz.

En el espectro se observa el pico correspondiente al disolvente, el cloroformo deuterado, a un
desplazamiento de 7.25 ppm. El triplete perteneciente alamuestra de masaladerecha, perteneceaal CH,
del ésterque esta unido al oxigeno. El siguiente triplete corresponde al CH, unido al grupo éster porel otro
extremo. Por ultimo, los otros dos quintupletes corresponden a los hidrégenos del centro, siendo los del
carbono central los que aparecen mas a laizquierda.

En el espectro solo aparecen los picos correspondientes al PCLy el disolvente, concluyendo que en el
andamio de partida no habia posibles contaminantes o compuestos de reacciones secundarias durante la

creacion del mismo.
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Figura 24: Espectro de HRMN del andamio de PCL realizado en cloroformo deuterado en un RMN de 400 MHz.

El espectro presenta multiples picos que no corresponden al PLGA, pertenecientes a laheliotropinausada
como patrén interno. En un espectro habitual de PLGA encontrariamos un cuadruplete sobre 5.2
perteneciente al CH, un multiplete en 4.7 perteneciente al CH, y sobre 1.6 un singlete perteneciente al CHa.
Los picos que se observanen el espectro enlas dreas comentadas coinciden con los del PLGA.Sin teneren
cuentalaHeliotropina, el espectro presente esacorde al de laliteratura.3* En el caso de este espectro,envez
de tratarde mostrarel espectro del PLGA se ha utilizado con el patréninternoylaintegracion parael calculo
de larelacion entre PCLy PLGA existente. Los valores obtenidos paraestarelaciénson enrelacionde PLGA
al total del 33.68% para la muestra orientada y de 31.87% para la muestra aleatoria. Esto puede deberse a
dos motivos. Porunlado puede tratarse de que losandamios no son completamente homogéneos o latoma
de muestranofue del numero suficiente de muestras. La otra posibilidad es laque debido al elevadotiempo
gue tardo enrealizarse el analisis, el PLGA de lamuestrade PCL- PLGA se hayadegradado, dandolugaraun
menor porcentaje del que deberian mostrar los resultados. Para comprobar esto se requiere de un nuevo
analisis que confirme o desmienta estas suposiciones.



4.8 Ensayo de degradacion en condiciones estaticas

Para la realizacién del ensayo se utilizd una incubadora ademas de diversos materiales de laboratorio
necesarios en la preparacion de disoluciones.

En la preparacion del ensayo de degradacién en condiciones estaticas se tomd una masa conocida en un
rango entre 8y 16 mgde andamio. Se agregd un volumen de suero fisiolégico bovino (PBS) tal que la relacién
masa/volumen fuese constante paratodas las muestras. Se realizé una primera aproximacidn enelmuestreo
de los andamios con una medidade peso aproximada para que las muestras se encuentrenen el rangode
masa fijado. Posteriormente se tomo el valor preciso mediante una balanza de precision y se afiadié aun
recipiente individual para analizar su degradacion.

Se prepard una disolucidn de PBS que se dividid en dosfracciones. La primera fraccién preparadase utilizé
directamente enlas muestras. A laotra fraccion se le afiadidé una enzima que, segun estudios anteriores3°,
degrada laPCL. La enzimaque se utilizdé durante el trabajo fue Lipasa proveniente de Aspergillus Oryzae de
Sigma Aldrich en una concentracion de 15 Unidades/ml.

Una vezfue preparada todalabateria de muestras con su respectivovolumen, cony sinenzima, se dejaron
en unaincubadoraa 372Cdurante toda laduracién del experimento hastasu recogida segliin se muestraen
la figura 25 a continuacidn.

Ensayo de Degradacion en Condiciones Estaticas

Electrohilado Impresién 3D
[ I ] |
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Con Enzima Sin Enzima Con Enzima Sin Enzima Con Enzima Sin Enzima

— | I I
\— 3x4 Puntos \— 3x4 Puntos 3x4 Puntos 3x4 Puntos 3x4 Puntos 3x4 Puntos

Semanal Semana?2 Semana4 Semana9
\— 3 replicas

Figura 25: Diagrama de la toma de muestras de los ensayos de degradaciéon en condiciones estaticas.

Unavezfueronretiradas las muestras de laincubadora, se lesretird el fluido contenedory se dejaron avado
condesecante durante 24 horas pararetirartodalaposible humedad absorbida. Posteriormente se pesaron
en la balanza de precisién para la toma de datos. Las muestras obtenidas se analizaron mediante SEM.
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Figura 26: Imagenes de SEM de los andamios electrohilados tras 9 semanas en condiciones estaticas de
degradacion. Los de arriba corresponden a los de PCL y los de abajo a los de PCL - PLGA. Las imagenes de la derecha
son las correspondientes a las degradaciones con enzima Lipasa.
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Figura 27: Imagenes de SEM de los andamios impresos 3D tras 9 semanas en condiciones estaticas de degradacion.
Los de arriba corresponden a los de PCL y los de abajo a los de PCL - PLGA. Las imagenes de la derecha son las
correspondientes alas degradaciones con enzima Lipasa.
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Perdida de porcentaje en masa en la degradacion
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Figura 28: Degradacion de los andamios orientados electrohilados con y sin enzima lipasa

Los resultados obtenidos en la degradacion en condiciones en estatico, visible en el caso de los andamios
degradados sin enzima, muestran que, al principio, presentan unaabsorcién de aguaen su estructura. Esto
da como consecuenciavalores superiores al peso inicial en su proyecciénen el tiempo. En condicionesde
PBSsinencima, el PLGA va perdiendo masacon el tiempo mientras que la PCL, como cabia de esperardesde
uninicio, apenas presenta degradacion.

Por otro lado, cuando se estudian ambos materiales en presencia de la enzima lipasa, se observa como
degrada en mayor medida el andamio de PCL que el de PCL - PLGA debido a cantidad de PCL expuesta en
cada caso. Lalipasa es laencargada en organismosvivos de hidrolizarel enlace ésterde los triacilglicéridos
en acidos grasosy glicerol. Enlos experimentos llevados a cabo, la Lipasa hidrolizael enlace é sterde laPCL
rompiendo las cadenas. Esto da lugar a un incremento en la degradacién de los dos andamios, afectando
principalmente a los compuestos en su totalidad por PCL.3*°
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Figura 29: Comparacién entre los diferentes tipos de andamios en presencia de enzima Lipasa

Enlafiguraanteriorse observacomolaorientacion de losandamios dalugarauna variacion significativa,en
el casode laPCL, encuantoal grado de degradacion en presenciade enzima Lipasa. En cuanto alos andamios
de PCL-PLGA, no se puede concluir si la diferencia entre ambos es significativa debido al bajo nUmero de
réplicas que se harealizado, apesar de que latendenciageneral de la mediaes que afectalevemente enla
degradacion.

Los andamios fabricados por FDMsiguen lamisma tendenciageneral que los electrohilados, siendo el caso
de los creados apartir de PCL los que se degradan mas que losde PCL- PLGA en presenciade enzimay, por
otrolado, siendo sololos creados a partirde lamezclalos que se degradan apreciablemente en presenciade
PBS sin enzima. Comparando las técnicas de fabricacién, los andamios producidos mediante electrohilado
comparados con los fabricados mediante impresion se degradan mds. Ello es debido a la mayor relacidn
superficie-volumen expuesta por las fibras electrohiladas.
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4.9 Ensayo de degradacion en condiciones dinamicas

El ensayo se ha llevadoa cabo en un reactorbiolégico de perfusion Minusheet conla ayudade unabomba
peristaltica de la marca Dinko.

En primerlugar, se requiso de acondicionarlas muestras conlafinalidad de viabilizar el ensayo. Porun lado,
las probetas de impresién 3D se imprimieron con las dimensiones adecuadas paraencajar en los soportes
del reactor. Por otro lado, y debido a las dimensiones especificas de las muestras electrohiladas, fue
necesario el disefio y optimizacién de unos marcos estructurales de soporte para las muestras, realizados
mediante impresion 3D en PC/ABS, material polimérico no degradable en las condiciones estudiadas. Se
tomo el valor preciso del peso de las muestras en seco previo al experimento.

Las muestras se sometieron a un flujo de 0,6 mL/min,*” flujo intermedio al que es sometido el hueso
trabecular en condicionesfisiolégicas, durante una semana. Se realizé el ensayo tanto en PBS como en PBS
con enzima lipasa. Las disoluciones fueron preparadas como se ha especificado en el apartado anterior.

Unavezterminado el periodo de ensayo, se elimind el fluido contenedor de las muestras y se dejaronavacio
durante 24 horas paraeliminarlaposible humedad absorbida. Poste riormente, las muestras se pesaron en
la balanza de precision para la obtencion de la masa degradada pordiferencia de pesada. Enel caso de las
probetasimpresas 3D, todolointroducido en el reactor de degradacién es masa de andamio adegradas. Por
el contrario, en el caso de los andamios electrohilados en un marco, solo el area central que el marco no
protege eslaque estdexpuestaaladegradacion. Poreste motivo, hay que teneren cuentael dreaexpuesta
en los andamios electrohilados para conocer el porcentaje de degradacidn real.

Sin Enzima Con Enzima
Polimero | Orientado| Sin Orientar| Impreso | Orientado | Sin Orientar | Impreso | Unidades
PCL 2.2+0.3 2.3+0.1 0.2+0.2 85+1.0 7.0+ 0.7 4922 | mg/ecm?
PCL-PLGA | 2.3+0.3 2.9+0.7 0.1+0.3 2.7+0.2 29+0.7 1.3+£0.2| mg/cm?

Tabla 8: Valores de pérdida de masa porcentual segun el area expuesta en los ensayos de degradacion en
condiciones dinamicas, aun flujo de 0.6 ml/min durante una semana.

Segun los valores que se presentanen la tabla 8, se puede observar como ladegradacion de laPCLy ladel
PCL - PLGA son practicamente equivalentes cuando son sometidas a un flujo a su través. Estos resultados
contrastan directamente conlos obtenidos en lapruebade degradacién en condiciones estaticas, donde se
podia apreciar una practicamente inexistente degradacién de la PCL. Por otro lado, los valores de
degradacion obtenidos en presenciade laenzima Lipasa concuerdan con los anteriormenteobtenidos.Puede
verse como la enzima degradaen gran medida la PCL. Otro aspecto que salta a la vistaes el hecho de que,
en la degradacion en flujo, los andamios electrohilados e impresos tienen un comportamiento
marcadamente diferente entre ellos. Los andamios electrohilados muestran unatasa de descomposicidndos
veces mayor bajo el efectode laenzimay unasignificativadegradacidn sin el efecto de esta encontraposicion
a los impresos 3D. Cabe concluir entonces la marcada diferencia entre ambos ensayos, siendo una
aproximacion mas real la degradacion en condiciones dinamicas.




V. Conclusiones

Las diferencias mas destacadas entre los polimeros estudiados se presentan en el médulo elastico parala
impresion FDM, donde la adicién del PLGA repercute en un aumento de la rigidez del andamio, y en las
degradaciones. En estas se observa como el PLGA tienda a degradarse mas que el PCL en presencia de un
medio acuoso (PBS), mientras que ladegradacién del PCL se ve incrementada en gran medidaen presencia
de la enzima Lipasa.

Los andamios electrohilados presentan una estructura micrométrica ofreciendo una mayor porosidad y
relacién superficie/volumen en detrimento de unamenor capacidad de modular su configuracion espacial
como ocurre en laimpresion 3D.

Las diferencias entre los andamios electrohilados orientados y no orientados son principalmente decaracter
mecanico. De estaforma, laeleccidn entre unoy otro depende de si se busca un material anisétropo o noen
el plano.

Mediante los analisis de caracter quimico se ha establecido y comprobado que los andamios creados
mediante el electrohilado no estaban contaminados con trazas de disolvente o excipientes, ni se formaban
productos derivados de posibles reacciones al someterse a una elevada diferencia de potencial.

Se hacomprobado como enlos ensayos de degradacién difieren significativamente los resultadosobtenidos
mediante los métodos en estatico y dinamico. Esto implicay refuerza la necesidad, bien de mejorar los
ensayos en estatico utilizados, o bien de realizar ensayos que se acerquen mas a las condiciones reales de
uso de losandamiossi se quieren resultados validos en futuras investigaciones. Se deberianpuesestandarizar
los métodos para evaluar la biodegradacién de los materiales.

Finalmente concluir con lavaloracion positivade las propiedades de los andamios creados en referenciaasu
utilizacidn en la regeneracion ésea del hueso trabecular, con las consideraciones ya mencionadas.

La continuacidon ldgica de este proyecto vendria determinada por un lado por el estudio de su
biocompatibilidad en ensayos bioldgicos. Porotro lado, la posibilidad de optimizary mejorar laspropiedades
de losandamios creados. Esto puede lograrse con la posible adicion de farmacos, factores de crecimiento o
de vascularizacién...o en laimpresion 3D la creacidon enfocada de los andamios para un hueso trabecular
concreto, imitandoy copiando ladisposiciény estructurainternade los originales en el casodequesedeseen
implantar como sustitutos temporales.
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