Capitulo 9

Desarrollo, degradacidon y respuesta celular de
un andamio biodegradable (PLA/G5) para

regeneracion 0sea

9.1. INTRODUCCION

La gran mayoria de los andamios desarrollados para aplicaciones en el campo de la
Ingenieria de Tejidos esta constituida por estructuras elaboradas a partir de materiales
poliméricos.

Los polimeros sintéticos bioabsorbibles con capacidad de degradarse gracias a
reacciones de hidrélisis en condiciones fisioldgicas dentro del cuerpo, y eliminarse
completamente por vias metabdlicas son los materiales mas atractivos para la
elaboracién de andamios en Ingenieria de Tejidos. Los andamios elaborados a partir de
este tipo de polimeros ofrecen la posibilidad de crear tejidos completamente naturales
dejando de lado los problemas de infeccion y formaciéon de tejido fibroso, asociados a
los implantes permanentes.

A pesar de que actualmente existen diferentes polimeros biodegradables para el
desarrollo de estos andamios (ver Tabla 9.1), el PLA, el PGA y sus copolimeros,
contindan siendo los méas populares y de mayor uso (1-3).
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Tabla 9.1
Polimeros sintéticos biodegradables, utilizados en Ingenieria de Tejidos (4)

Polimero Aplicaciones
PLA-PGA Hueso, Cartilago
Polianhidridos Hueso, Liberacion controlada de farmacos
Poliortoester Liberacion controlada de farmacos
Policaprolactona Dispositivos biodegradables de fijacion
Policarbonato Hueso, dispositivos de fijacion, liberacion
controlada de farmacos
Polifumarato Hueso

Las estructuras poliméricas porosas pueden ser obtenidas a través de numerosos
métodos. Cada técnica de elaboracion le confiere al andamio final caracteristicas
estructurales diferentes, por lo que es muy importante elegir la técnica correcta segun
la aplicacion final del andamio. Algunas de las técnicas utilizadas hoy en dia para la
fabricacion de andamios porosos se encuentran resumidas en la Tabla 9.2, a
continuacion se describen las mas utilizadas.

Tabla 9.2
Técnicas de elaboracion de andamos poliméricos para Ingenieria de Tejidos.
Técnica Referencias
Gel Casting 5)
Disolucion y colada con liberacion de particulas (6)
Laminacion de membranas @)
Separacion de fases (8;9)
Saturacion con gas (10)
Espumado con alta presién y liberacion de particulas (1)
Liofilizacion (12)
Unioén de fibras (13;14)
Impresion tridimensional (15)

Gel Casting Este método consiste en disolver el polimero en un solvente organico
como la acetona. La solucion polimérica es colocada en un molde hasta alcanzar
consistencia de gel. Seguidamente el gel es procesado mediante diferentes
concentraciones de acetona, etanol y agua para asi obtener una estructura microporosa.
Disolucién y colada con liberacion de particulas En este método, se incorpora a la
solucion polimérica una proporcion determinada de particulas minerales (cloruro de
sodio) (16) u organicas (sacarosa). La mezcla es luego colada en un molde donde el
solvente se evapora o puede ser procesada por “freeze-drying”. Una vez evaporado el
solvente, las particulas son disueltas en agua dejando a su paso los diferentes poros.
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Con esta técnica se pueden conseguir porcentajes de porosidad bastante elevados. El
tamafo de los poros dependera de las particulas utilizadas.

Laminacion de membranas Es similar a la técnica conocida como “laminated object
manufacturing (LOM)” usada en el rapid prototyping. Consiste en la utilizacion de
diferentes films porosos generalmente obtenidos a partir de la técnica de disolucion y
colada con liberacién de particulas, y colocados uno sobre otro unidos con la ayuda de
la impregnacién con cloroformo en la superficie, para obtener estructuras
tridimensionales de forma compleja.

Separacién de fases El polimero se disuelve en un solvente como el dioxano a una
temperatura baja. La separacion liquido-liquido y luego sélido-liquido es inducida al
bajar la temperatura de la solucion. Subsecuentemente se elimina el solvente
solidificado por medio de la sublimacién del mismo dejando asi el andamio
polimérico. La concentracion del polimero y la estrategia de enfriamiento juegan un
papel fundamental en la morfologia final de los poros (8).

Saturacion con gas Para esto se utilizan especimenes poliméricos sélidos previamente
prensados, los cuales son expuestos a altas presiones (800 psi) de CO; permitiendo asi
la saturacion del polimero con el gas. Se crea una inestabilidad termodinamica al
reducir la presion del gas a niveles ambientales Esto conlleva la nucleacion y expansion
del CO; disuelto, generando asi macroporos. La mayor ventaja de este proceso es que
no utiliza solventes organicos. La mayor desventaja es que el producto final es poco
poroso en la superficie y ademas permanece un cierto porcentaje de porosidad cerrada
en el interior del material. Para solucionar estos problemas se esta utilizando esta
técnica en combinacidn con particulas solubles en agua.

Liofilizacion Esta técnica es similar a la separacién de fases, consiste en liofilizar
soluciones congeladas del polimero con &cido acético glacial o benceno. La morfologia
de las esponjas depende notablemente del polimero y del solvente. Por ejemplo el
benceno induce una estructura de tipo capilar, mientras que el acido acético produce
una estructura de tipo librillo.

Unidn de fibras Consiste en la elaboracion de redes interconectadas mediante la unién
de fibras (13;14). Para esto se utilizan dos polimeros diferentes como el PLA y el PGA.
Las fibras del PGA son alineadas con la forma final de la estructura deseada, y son
embebidas en una solucion de PLA/cloruro de metileno. Después de la evaporacion
del solvente, los polimeros son calentados por encima de su temperatura de fusion.
Finalmente el PLA es disuelto en cloruro de metileno, dejando las fibras de PGA
unidas de forma tal que forman una estructura porosa. Esto se puede conseguir ya que
el PGA es insoluble en el cloruro de metileno. Dada la especificidad del solvente, del
par de polimeros y de sus temperaturas de fusion, ésta técnica es de dificil aplicacién
con otros polimeros.

En general, casi todas esta técnicas pueden ser utilizadas no sélo para elaborar esponjas
poliméricas, sino también para generar materiales compuestos porosos. Para esto, se
afladen las particulas o fibras de la fase de refuerzo (fosfato de calcio) en la fase inicial
de la elaboraciéon de las estructuras. En la actualidad existen numerosos compuestos
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para la regeneracion ésea y reparacion del tejido 6seo que se encuentran en periodo de
desarrollo. Estos materiales incluyen la utilizacion tanto de polimeros naturales como
sintéticos, asi como diferentes ceramicas y biovidrios.

Existen tres razones principalmente por las que la adicion de una fase inorganica en
una matriz polimérica resulta interesante en un substrato para Ingenieria de Tejidos.
En primer lugar, la incorporacion de esta segunda fase modifica el comportamiento
mecanico del material, asi como la integridad estructural del andamio. En segundo
lugar, la bioactividad del polimero aumenta debido a la incorporaciéon de una fase
bioactiva. En tercer lugar, la introduccion de la fase inorganica podria modificar de
forma positiva el patron de degradacién del polimero. En la Tabla 9.3 se encuentran
tabulados algunos de los compuestos para Ingenieria de Tejidos elaborados hasta este
momento. Se puede observar que la mayoria de estos compuestos contienen TCP, HA
o vidrio de silicio bioactivo como fase de refuerzo o bioactiva; sin embargo, en ninguno
se utilizan vidrios de fosfato de calcio.

Tabla 9.3
Algunos de los materiales compuestos para Ingenieria de Tejidos, desarrollados
hasta el momento.

Matriz polimérica Fase de refuerzo Referencia
PCL HA (17
PLLA HA (18-20)
PLA Bioglass (21)
Quitosano TCP, vidrio de fosfato de calcio (22)
PGA Apatita carbonatada (23)
PLLA TCP (24)
PDLA Bioglass (25;26)
PLLA Nano HA (27)
Colageno/PLLA Nano HA (28)
PLA/PGA Nitrato de calcio (29)
tetrahidratado+amoniohidrégeno
fosfato

El estudio presentado en este capitulo es un primer acercamiento al desarrollo de este
tipo de andamios porosos compuesto por PLA y una fase inorganica formada por
particulas de un vidrio de fosfato de calcio.

Objetivo

El objetivo de este trabajo ha sido el desarrollo de un nuevo andamio poroso formado
por PLA vy particulas del vidrio soluble G5, asi como el estudio del efecto de la
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incorporacion de las particulas de vidrio en el comportamiento mecanico del andamio
y en la degradacion y la biocompatibilidad in vitro del mismo.

Dada la biodegradabilidad de los materiales estudiados, los ensayos de
biocompatibilidad se llevaron a cabo tanto en contacto directo como con los extractos
de los materiales, de forma similar a capitulos anteriores.

9.2 MATERIALES Y METODOS
9.2.1. Materiales

En este capitulo se ha utilizado el acido polilactico (PLA) descrito en el capitulo 5 y
particulas (< 80mm) del vidrio G5.

9.2.2. Métodos
9.2.2.1. Preparacion de las esponjas de PLA y de compuesto

La preparacién de los andamios de PLA y de PLA/GS5 se hizo mediante la técnica de
disolucion y colada con liberacion de particulas antes descrita. Se disolvié una cantidad
determinada de PLA granulado en cloroformo (Panreac cod.141252.1714), de forma tal
de obtener una solucién al 5% peso / volumen. La solucién fue agitada en un agitador
orbital a temperatura ambiente durante 2 dias de forma similar a la preparacion de la
soluciéon polimérica para la elaboraciéon de los compuestos no porosos. Una vez
disuelto el polimero en el solvente organico, se procedié a preparar dispersiones con
0% y 40% en peso de particulas de vidrio. En el caso del compuesto, las particulas
fueron mezcladas en la solucion hasta obtener una mezcla homogénea.

Para la fabricacion de las esponjas, se incorporaron particulas de NaCl (250-500 nm)
previamente tamizadas, en una proporcion del 94% peso / peso. Una vez obtenida una
mezcla homogénea con las particulas de sal y vidrio dispersas en la solucién, la mezcla
fue vertida sobre una bandeja recubierta con una lamina de teflon para evitar la
adhesion del producto final a la bandeja. Las bandejas o moldes fueron colocadas bajo
una campana de extraccion durante al menos 48 horas para permitir la evaporacion del
solvente. Finalmente, se obtuvieron placas de compuesto con sal y de PLA con sal a
partir de las cuales se cortaron discos o cilindros de 20 mm de diametro y 13 6 3 mm de
espesor, segun la aplicacion ( 13 mm para ensayos mecanicos y de degradaciéon y 3 mm
para citocompatibilidad), con la ayuda de un sacabocados. Los cilindros de PLA-sal y
PLA/G5-sal fueron colocados en un recipiente con agua destilada para eliminar la sal y
dar paso a la estructura porosa. El recipiente con agua y las muestras se mantuvo bajo
agitacion para facilitar la liberacion de la sal desde el interior de las muestras. Las
esponjas se mantuvieron inmersas en agua durante dos dias aproximadamente y el
agua fue cambiada 4 veces al dia para evitar la saturacion de la misma.
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Después del periodo de inmersién en agua, las muestras fueron sacadas del recipiente
y colocadas primero en papel absorbente para drenar el exceso de liquido y luego se
colocaron en una estufa a 37°C durante 24 horas para eliminar los restos de humedad.
Una vez secas, las muestras fueron colocadas en un desecador hasta el momento de
usarlas.

9.2.2.2 Caracterizacion de las esponjas
9.2.2.2.1. Porosidad

La porosidad de las esponjas de PLA y de PLA/G5 fue cuantificada utilizando
picnometria de mercurio. Para esto, se sumergieron con la ayuda de un dispositivo
metalico, una a una las esponjas de PLA y de PLA/G5 en un recipiente con mercurio
colocado sobre una balanza. Conociendo la densidad del mercurio (r 1g=13.57 g/cmg3) y
la masa indicada por la balanza, se calcula el volumen de mercurio (Volwg). EI volumen
desplazado por el mercurio es equivalente al volumen de la muestra en cuestion. Por lo
que, conociendo el Volng ¥ la masa inicial de la misma (Mmuestra), S€ puede calcular la
densidad aparente (r,) a partir de la siguiente ecuacion:

— M muestra [9 1]

r.= Vol

Usando tanto la densidad aparente como las densidades del PLA y del compuesto no
porosos (densidades medidas por picnometria, capitulo 5), se calcul6 el porcentaje de
porosidad segun la siguiente ecuacion (30):

%P = g[ Ta2100 [9.2]
r

Q-0

donde P es el porcentaje de porosidad, r, es la densidad aparente y r es la densidad de
los materiales no porosos. Se realizaron cinco mediciones por cada tipo de material.

9.2.2.2.2. Propiedades Mecanicas

Las estructuras tridimensionales fueron ensayadas mecanicamente a través de ensayos
de compresion. Para esto se utiliz6 una maquina universal de ensayos electromecanica
(MTS-ADAMEL) equipada con una célula de carga de 100 N. Se utilizaron cilindros
porosos de PLA y PLA/G5 de 20 mm de diametro y 13 mm de altura. Los ensayos
fueron realizados a una velocidad de 2 mm/min. La carga fue aplicada hasta que las
esponjas estuvieron comprimidas en un 50% del espesor inicial. EI médulo de
compresion fue definido como el médulo lineal inicial calculado a partir de la zona
elastica lineal (31). Se ensayaron 5 muestras de cada material.
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9.2.2.2.3. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrénica se us6 para verificar la eliminacion de las particulas de sal y
también para observar la morfologia final de las muestras, asi como la distribucion e
intercara de las particulas de vidrio dispersas en la matriz polimérica. Para esto, las
muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido durante 12 horas aproximadamente
para asi poder fracturarlas facilmente y observar la superficie de fractura, la cual fue
cubierta con oro previamente para su observacion en el microscopio. Al igual que en
los otros estudios, se utilizé6 un microscopio modelo Jeol JSM-6400.

9.2.2.3 Degradacién in vitro

El ensayo de degradacion se llevo a cabo por un periodo de 12 semanas y se realizé
segun el protocolo descrito en la seccién 3.2.2.1 del capitulo 3, correspondiente a la
degradacion de los vidrios de fosfato. Una vez mas se utilizé como medio de inmersién
el fluido fisiolégico simulado (SBF) a 37°C. Debido a la complejidad de la geometria de
las muestras, la relacion utilizada fue en términos de masa / volumen y no de
superficie / volumen. La relacién utilizada en este estudio fue de 1g/1000ml de fluido
(32).

9.2.2.3.1. Estudio de la pérdida de peso durante la degradacion

La pérdida de peso fue evaluada con mediciones semanales del peso de cada muestra
utilizando la ecuacion [2.6]. Se utilizaron 3 muestras de cada tipo de material (PLA y
PLA/G5) de 20 mm de diametro y 3 mm de espesor aproximadamente. Cada semana
las muestras fueron sacadas del SBF, lavadas con agua destilada y colocadas sobre un
papel absorbente para eliminar el exceso de humedad. Luego fueron colocadas en la
estufa a 37°C hasta la estabilizacién de su peso.

Al igual que en el capitulo 6, se verifico la cantidad de agua presente en el material
compuesto después del protocolo de secado mediante un ensayo de calcinaciéon del
compuesto PLAS0, y se recalcularon los valores de pérdida de peso teniendo en cuenta
los valores obtenidos a partir del ensayo de cenizas.

9.2.2.3.2. Determinacién del porcentaje de fase inorganica del material compuesto
durante la degradacion

Con la finalidad de analizar la evolucién de la fase inorganica del andamio poroso de
PLA/GS5 a lo largo del periodo de degradacion, se llevé a cabo el ensayo de cenizas
descrito en la seccion 6.2.2.3. El estudio se hizo por triplicado para cada tiempo, es
decir, tres muestras del material fueron ensayadas después de 0, 2, 4, 6 y 12 semanas.
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9.2.2.3.3. Estudio de las transiciones térmicas y cristalinidad

Las propiedades térmicas de las esponjas de PLA y PLA/G5 fueron evaluadas tanto al
inicio del estudio de degradacién como después de 2, 4, 6, 8, 10 y 12 semanas de
inmersion en el fluido a 37°C. El analisis se hizo por triplicado para cada tiempo y para
cada material siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 5.2.2.3.4 del capitulo 5.
Las diferentes temperaturas de transicion vitrea (Tg), de fusion (Tm) y de cristalizacion
(To), ademas del porcentaje de cristalinidad (%Xc) de los dos materiales fueron
determinadas durante la degradacion del material. EI porcentaje de cristalinidad (%Xc)
fue calculado siguiendo el procedimiento descrito también en el capitulo 5.

9.2.2.3.4. Variaciones del peso molecular

La evolucion del peso molecular del PLA conformado en forma de esponja, fue
estudiado a lo largo del periodo de degradacién. En este caso el estudio se hizo por
duplicado para cada intervalo de tiempo de degradacién estudiado. La medicion del
peso molecular a cada tiempo fue realizada siguiendo las condiciones descritas en el
apartado 5.2.2.3.3

9.2.2.3.5. Microscopia electrénica de barrido

La evolucién de los cambios en la morfologia de las esponjas de PLA y PLA/G5
acontecidos durante el periodo de degradacion in vitro, fue analizada mediante
microscopia electrénica de barrido, de forma similar a la descrita en el apartado c de la
seccion 9.2.2.2. Los andamios poliméricos fueron observados después de 4, 8 y 12
semanas.

9.2.2.4 Cultivos Celulares

Para realizar los diferentes ensayos se utilizaron células provenientes de la linea celular
humana SAQOS-2, al igual que en el capitulo anterior. Tanto para el cultivo como para el
subcultivo de las células, se siguié el protocolo y las condiciones descritas en el
capitulo 8, seccion 8.2.5. Debido a que los materiales estudiados son degradables, se
llevé a cabo el estudio tanto en contacto directo con los materiales como con sus
extractos. Para la elaboracion de los extractos de PLA y PLA/G5 porosos se siguio el
procedimiento descrito en la seccion 8.2.6 del capitulo 8.

9.2.2.5 Citotoxicidad y Proliferaciéon

Tanto el ensayo de citotoxicidad como el de proliferacién sobre los dos tipos de
esponjas se llevé a cabo mediante el ensayo MTT (Sigma), el cual ya ha sido descrito en
el capitulo 7, seccién 7.2.2.4. Antes de realizar el cultivo celular, los andamios fueron
esterilizados con 6xido de etileno y sumergidos en medio de cultivo durante 12 horas
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aproximadamente, a 37°C. En el caso del cultivo en contacto directo con los materiales,
los diferentes discos (20 mm didmetro, 3 mm altura) de PLA y PLA/G5 porosos fueron
colocados en placas de 24 pozos. En primer lugar, se depositaron 100n de medio con
7.104 células en suspension sobre cada uno de los discos a ensayar, se incubé por 30
min a 37°C, y posteriormente se afiadieron 500m de medio de cultivo en cada pocillo.
Los pozos de la placa de cultivo de poliestireno fueron utilizados como control. En el
caso de los cultivos hechos con los extractos de los materiales, se utilizé la misma
concentracién de células (7.104 celtlas/pozo) y se afiadieron 500m de medio de cultivo
en cada pozo. Después de 4 horas de incubacion, se cambié el medio de cultivo por los
extractos de los materiales (500m/ pozo). En este caso, se utiliz6 como control el medio
de cultivo.

Después de 24 horas, 3 y 6 dias de cultivo, 1ml de solucién de MTT (10% en medio de
cultivo sin rojo fenol) fue afiadido a cada pocillo con el fin de medir la actividad
mitocondrial de las células. Después de 3 horas de contacto con el MTT, se afiadieron
500 m de solubilizante (0.1 N HCI en isopropanol) para disolver los cristales de
formazén. Seguidamente, la absorbancia fue medida en un espectofotbmetro modelo
HP8453 a una longitud de onda de 570 nm. Los resultados fueron expresados como el
promedio de los valores de absorbancia de tres réplicas. La determinacién de la
significacion estadistica (p<0,05) de las diferencias en los valores de absorbancia, se
realiz6 mediante el método de Tukey, que es un método de comparacién multiple.

9.3. RESULTADOS

9.3.1. Porosidad

Segln el método utilizado para la determinacion de la porosidad de las diferentes
estructuras poliméricas, el material formado por PLA present6 una porosidad de 92%

mientras que el material compuesto (PLA/G5), alcanzé un 95.1% de porosidad.

9.3.2. Propiedades Mecéanicas

El médulo de compresion fue medido para las estructuras de PLA y PLA/G5. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.4. Se observa en dicha tabla, que el
maodulo sufrié un incremento significativo con la introduccién de las particulas de
vidrio en la matriz de PLA. De hecho, el médulo a compresion se increment6 en un
61% para el material compuesto poroso en relacion con la esponja de PLA solo.

La Figura 9.1 muestra las curvas tension-deformacion para las esponjas de PLA y
PLA/GS al ser ensayadas a compresion.
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Figura 9.1. Curvas tensién-deformacion para las esponjas de PLA'y PLA/G5

La tabla 9.4 muestra los valores obtenidos para el modulo elastico y el limite elastico de
los materiales estudiados.

Tabla 9.4.
Porcentaje de porosidad y médulo elastico (E) a compresion de los andamios
estudiados. (Media + Desviacion Estandar, n=5).

Material % Porosidad E (KPa)
PLA 92 +£2.25 745+ 0.15
PLA/G5 95.1+1.51 120 £ 0.03

9.3.3. Microscopia electrénica

En las Figuras 9.2a,b se muestran las superficies de fractura de las estructuras
tridimensionales con y sin vidrio, las cuales son muy similares. Se observan estructuras
muy porosas e interconectadas en ambos casos. Las Figuras 9.3a y b, muestran la
estructura polimérica con mas detalle. Se observ6 en forma general, que las paredes de
los poros son muy delgadas, y el vidrio en el caso del material compuesto esta bien
distribuido a lo largo de todo el andamio. Otro punto importante es la adhesion de las
particulas a la matriz polimérica. En las Figuras 9.4ay b se observan algunas particulas
envueltas por una fina pelicula de polimero, por lo que parece existir una buena
adhesion entre ambas fases. Por ultimo podemos observar la formacién de microporos
en las paredes poliméricas debidos quizas al proceso de evaporacion del solvente.

La observacion con miscroscopia electronica también permitié corroborar la correcta
eliminacion de las particulas de sal utilizadas para generar los poros.
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Figura 9. 2. Superficie de fractura de las estructuras poliméricas porosas, a) andamio de PLA 'y
b) andamio de PLA/GS5 (las flechas muestran algunas de las particulas de G5).
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Figura 9. 3. Superficie de fractura de las esponjas poliméricas porosas de PLA
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9.3.4. Evolucion de la pérdida de peso durante la degradacién

En la Figura 9.5 se encuentran las graficas del porcentaje de pérdida de peso en funcién
del tiempo para los andamios de PLA y de PLA/G5. En ambos casos se observa una
tendencia creciente a lo largo de las 12 semanas estudiadas. No obstante, las esponjas
de compuesto experimentaron una pérdida de peso mas rapida que el polimero sélo.

Capitulo 9 13



354 i
—m— PLA/G5

30-. —0—PLA + .
zz §_§/%—"§/§/+/ -'
15 / :

Pérdida de peso (%)

10: ﬁ/ % ./}\} i
5 §/§\./ ® .
o
o w— -
5 . T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (semanas)

Figura 9. 5. Porcentaje de pérdida de peso en funcidn del tiempo de degradacion para los
andamios de PLAy PLA/G5

9.3.5. Evolucién del porcentaje de fase inorganica

Los ensayos de cenizas realizados con el fin de evaluar los cambios en el porcentaje de
vidrio revelaron una pérdida progresiva de la fase inorganica a través del tiempo (ver
Figura 9.6). Después de 12 semanas, el material compuesto sufrié una pérdida del 27%
en peso con respecto al porcentaje inicial del vidrio.
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Figura 9. 6. Evolucién del porcentaje de fase inorganica presente en el compuesto PLA/G5 a lo
largo del periodo de degradacion.

9.3.6. Evolucién del peso molecular (Mw)

Los valores del Mw correspondientes a los andamios de PLA de los mismos, se
encuentran tabulados en la Tabla 9.5. Se observa un incremento continuo del
porcentaje de pérdida de Mw con el tiempo, hasta llegar a perder un 80.75% después
de 12 semanas de degradacion.

Tabla 9.5

Peso molecular (Mw) y porcentaje de pérdida de Mw para el andamio de PLA
después de diferentes semanas de degradacion (Media + Desviacion Estandar, n=2)

Tiempo(semanas) Mw (x105) Porcentaje pérdida Mw
(%)
0 3.12+£0.91
4 2.23+0.78 28.71+2.49
6 1.94 £ 0.85 37.90 £5.84
16 0.6+1.03 80.75+0.89

9.3.7. Evolucién de las propiedades térmicas

En la Tabla 9.6 se encuentran los valores obtenidos a partir de los ensayos de DSC para
los dos materiales estudiados (PLA y PLA/G5) durante las 12 semanas de
degradacion. Los valores correspondientes a la temperatura de transicion vitrea (Tg),
disminuyeron gradualmente durante todo el periodo de degradacién para los dos
materiales. La temperatura de fusion (Tm) experimenté un aumento progresivo durante
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el estudio in vitro. No se observaron diferencias significativas entre los valores de
dichas temperaturas (Tg y Tm) para los dos materiales estudiados, es decir, que la
incorporacion de las particulas de vidrio no afectd en este aspecto. En ninguno de los
casos se observo en la curva del primer calentamiento, el pico correspondiente a la
cristalizacion. Los porcentajes de cristalinidad fueron calculados a partir de los valores
corregidos de las entalpias de fusiéon (DHmcorr) Siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 5.2.2.3.4. El andamio de PLA no mostro variaciones significativas en la
cristalinidad mientras que el PLA/G5 experimenté un aumento gradual aunque leve
en el porcentaje de cristalinidad (%X;) durante las 12 semanas de duracion del estudio.

Tabla 9.6
Evolucion de las propiedades térmicas de los andamios de PLA y PLA/G5 a después
de diferentes semanas de degradacion. (Media + Desviacion Estandar, n=3)

Material Tg (°C) Tm (°C) DHm (J/g) DHmcorr(3/Q) Xc (%)

PLA

0 semanas 58.37 £0.20  156.84 +0.52 -31.32+0.89 -- 33.64 +0.96
2 semanas 58.16 £0.14 160.22 £0.78 -30.65 % 1.02 -- 3292+1.11
4 semanas 5743+0.62 16345+1.02 -30.73+1.21 -- 33.01+1.28
6 semanas 56.52+0.98 163.58+0.99 -31.55+1,08 -- 33.89+1.15
8 semanas 56.28+0.91 164.06+0.58 -31.15+0.98 -- 33.46 £ 1.08
10 semanas 55.69+1.21 164.33+0.38 -31.68+1.01 -- 34.03+1.09
12 semanas 54.03+1.52 164.43+0.63 -31.64+1.13 -- 33.99+1.19
PLA/G5

0 semanas 5726 +0.31 15951+045 -18,11+0.67 -30.93+142 33.22%+1.33
2 semanas 57.25+0.24 161.09+0.72 -19,48+0.98 -30.86+ 3.29 33.15+3.02
4 semanas 56.16 £1.82 161.95+0.84 -20,61+1.02 -31.74+3.75 34.09%2.88
6 semanas 56.66 +1.01 163.72+1.10 -20,42+0.99 -31.36+5.58 33.68+5.62
8 semanas 56.48+0.88 163.89+0.99 -20,93+1.08 -31.02+6.11 33.32+6.11
10 semanas 55.99+1.36 161.63+0.75 -21,75+1.11 -31.57+805 33.91%6.21
12 semanas 55.12+1.62 164.70+1.04 -22,17+123 -31.85+843 34.21%7.56

9.3.8. Microscopia electrénica

Las Figuras 9.7-9.9 muestran la evolucion de la morfologia de la estructura polimérica
porosa a través del periodo de degradacién. Sélo se presentan imagenes del material
compuesto, ya que las esponjas de PLA, presentaron un comportamiento muy similar.
En las Figuras 9.7 a-d se muestra la superficie de fractura de las esponjas de material
compuesto después de 4 semanas de degradacion. Se observan pocos cambios con
respecto al andamio inicial, y las particulas de vidrio presentan ya algunos signos de
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erosion (ver Figura 9.7c). Algunas de las particulas de vidrio se encuentran bien
envueltas por el polimero, mientras que otras parecieran estar tan solo apoyadas en el
andamio. Después de 8 semanas de degradacion (ver Figuras 9.8 a-d), se observé de
forma general, una mayor degradacién del PLA. Se conservo la estructura porosa
inicial, pero las paredes de los poros presentaron algunos agujeros sobretodo en los
bordes de las paredes. Al igual que antes, se observaron tanto particulas bien adheridas
como desadheridas (Figuras 9.8 c-d). Después de 12 semanas de inmersion en SBF, se
vio un mayor nivel de degradacién de la matriz polimérica. Se observaron signos de
degradacion como la formacion de numerosos agujeros, formados tanto en la parte
interna como en los bordes de los poros, algunos de ellos de gran tamafio. Ademas las
paredes de PLA parecieron volverse mas delgadas con el tiempo de degradacion.

Figura 9.7. a) Superficie de fractura del material compuesto después de 4 semanas de
degradacion, b) detalle de la superficie, ¢) particula envuelta en la matriz de PLA (ver flecha), d)
particula dentro de la estructura polimérica (ver flecha).
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Figura 9.8. a) Superficie de fractura del material compuesto después de 8 semanas de

degradacion, b) detalle de la superficie, ¢) particulas envuelta en la matriz de PLA, d) particulas
dentro de la estructura polimérica. Las flechas blancas indican los poros (b) y las particulas de
vidrio (c, d).
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9.3.9. Evaluacioén de la citotoxicidad y proliferaciéon

a) Ensayos en contacto directo con los materiales

Los resultados obtenidos a partir del ensayo realizado con el MTT en contacto directo
con los materiales se encuentran graficados en la Figura 9.10 Segun los valores de
absorbancia resultantes, tanto las esponjas de PLA como las esponjas de PLA/G5
presentaron una respuesta no-citotoxica.

A pesar de que después de 24 horas de cultivo la respuesta celular fue mejor para el
control que para los materiales estudiados, se observé que después de 3 dias los
andamios de compuesto y después de 6 dias los andamios de PLA y de compuesto
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presentaron valores de absorbancia significativamente mayores que el control. Ademas
el compuesto formado por la combinacion de PLA y G5 presenté valores de
absorbancia estadisticamente mayores (p<0.05) que los valores obtenidos para las
esponjas de PLA.

15

141 [ 24 horas
134 3 dias *

121 M6 dias
1,14 T

1,0 *

0,9 1
0,8
0,7
0,6
0,5
1 1
03]
0,2
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T T T T T
Control PLA PLA/G5

Figura 9.10. Resultados del andlisis MTT realizado con las células MG63 en contacto directo con
los andamios de PLA y PLA/G5 después de 24 h, 3y 6 dias de cultivo. Los asteriscos (*) indican
los resultados con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) para cada tiempo de
cultivo (n=3).

b) Ensayos con los extractos de los materiales

En cuanto a los cultivos realizados con los extractos de los materiales estudiados, las
Figuras 9.11 a y b muestran los resultados obtenidos después de 24 horas y 3 dias de
cultivo. Después de 24 horas de cultivo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) en el nimero de células viables cultivadas en los diferentes
extractos o entre los extractos y el medio control. Sin embargo, después de 3 dias de
cultivo, si hubo diferencias con respecto al medio control y entre los diferentes
extractos. Se observd un descenso general en el niamero de células al utilizar los
extractos de PLA y PLA/G5 . No obstante, los extractos de PLA/G5 24 hy PLA 12 h no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en relacién al medio control. Los
valores de absorbancia de los extractos de PLA y PLA/G5 para cada periodo de tiempo
no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre si.
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Figura 9.11. Resultados del analisis MTT realizado con los extractos de los materiales, a)
después de 24 h de contacto y b) después de 3 dias de contacto. Los asteriscos (*) indican los
resultados estadisticamente iguales al control (p<0.05), (n=3).

9.4. DISCUSION
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De acuerdo a algunos autores, existen varios criterios que debe cumplir el andamio
ideal para ser utilizado en la regeneracion de tejidos 6seos, entre los que destacan los
siguientes (33;34):

- Debe ser biocompatible y sus productos de degradacion deben ser no-
citotoxicos.

- Debe ser biodegradable, y a su vez la velocidad de degradacidn debe adecuarse
a la velocidad de formacion del nuevo tejido.

- Debe poseer un grado elevado de porosidad interconectada, formada por una
variedad de macro y microporos, de forma tal que permita el crecimiento
celular en su interior, asi como la vascularizacién del tejido y el transporte de
nutrientes.

- Deben poseer propiedades mecanicas suficientes para regenerar el tejido 6seo,
en zonas donde deban soportase cargas. Ademas, el material debe mantener su
integridad estructural al menos durante el periodo de neoformacion ésea.

En el presente capitulo se han desarrollado dos tipos de andamios tridimensionales,
basados en PLA cono sin refuerzo de un vidrio soluble de fosfato de calcio. La
incorporacion del vidrio G5 dentro de la matriz polimérica tiene como finalidad
mejorar tanto desde el punto de vista de la biocompatibilidad, como desde el punto de
vista mecanico y de la velocidad de degradacion, las propiedades del andamio de PLA,
para acercarnos a los criterios del andamio ideal.

En este caso, al igual que en el caso del estudio de la degradacion del compuesto no
poroso PLASO, se utilizaron los andamios de PLA solo como material control para
poder comparar y evaluar el efecto de la incorporacion del vidrio en el sistema.

Segln los resultados obtenidos, los andamios desarrollados en este estudio
presentaron una porosidad de hasta del 95%, ademés de una buena interconectividad
como pudo observarse en las imagenes de microscopia electronica. El nivel de
interconectividad es de gran importancia ya que tanto el crecimiento del tejido en su
interior como el nivel de vascularizacién del mismo y la distribucién de nutrientes a
través del tejido neoformado, dependera enormemente de este parametro. Asimismo,
el tamafio de los poros dentro del andamio juega un papel fundamental. Como hemos
visto en el capitulo anterior, la mayoria de los autores coinciden en que poros con un
diametro mayor que 150 mm son los 6ptimos para facilitar la colonizacion del andamio
por parte de las células. Sin embargo, el tamafio de poro ideal dependera del material
utilizado. En general se puede afirmar que los poros obtenidos a partir de las particulas
de NaCl utilizadas como agente porogénico (250-500 mm), resultaron estar dentro del
rango apropiado para asegurar el crecimiento del tejido 6seo dentro del andamio
biodegradable (35-39). Por otra parte, ademas de los poros atribuidos a la eliminacion
del agente porogénico, se observé la formacion de microporos dentro de la estructura
polimérica, especificamente en las paredes de los macroporos, debidos quizas, a la
evaporacion del cloroformo.
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La incorporacion de las particulas de vidrio de fosfato de calcio en las esponjas de PLA
mejor6 tanto las propiedades mecanicas del material como la respuesta biolédgica del
mismo. Los valores obtenidos para el modulo a compresion aumentaron 61% en
comparacion con los andamios de PLA. Ademas, resultaron ser comparables a los
valores obtenidos en otros estudios en los que se usaron materiales similares y dentro
de un rango de porosidad similar (40). EI aumento significativo de las propiedades
mecanicas a compresion con la incorporacién de la fase inorgéanica sugiere que las
particulas de vidrio cumplieron el papel de refuerzo mecanico esperado. Cuando las
particulas de vidrio son introducidas en la estructura polimérica tridimensional, estas
evitan que las paredes de los poros se doblen y colapsen tan facilmente como en el caso
del polimero solo.

En cuanto a la degradacion, los resultados obtenidos sugirieron que la presencia de las
particulas de vidrio, no ejercieron un efecto marcado sobre la degradacién de la matriz
polimérica.

Los resultados correspondientes a la pérdida de peso de las esponjas poliméricas y de
material compuesto (Figura 9.5), revelaron que ambos experimentaron una pérdida
progresiva de peso a lo largo del periodo de degradacion y que a su vez, la pérdida de
peso fue mas marcada en el caso del material compuesto. Los resultados de pérdida de
peso molecular (My) mostrados en la Tabla 9.4, reflejan la continua pérdida de masa
mostrada por los andamios de PLA, los cuales perdieron un 80% del My, después de las
12 semanas de degradacion in vitro. Sin embargo, en el caso de los andamios de
PLA/GS, la pérdida de masa puede atribuirse no s6lo a la degradacién y liberacion de
las cadenas poliméricas, sino también, a la pérdida de fase inorganica o de vidrio. Esto
se comprobd a través de los ensayos de cenizas, que revelaron una pérdida notable del
porcentaje de fase inorganica con el tiempo de degradacion, llegando a perder hasta un
27% del porcentaje inicial de vidrio.

Esta elevada pérdida de vidrio a su vez, puede ser debida a dos razones
principalmente. En primer lugar, puede deberse a la degradacion de las particulas de
vidrio como tal, que como ya hemos dicho en el capitulo 3, se degrada superficialmente
y al estar presente en forma de particulas, aumenta el area de contacto con el fluido y
por lo tanto es posible que aumente su velocidad de degradacién. En segundo lugar, la
pérdida de fase inorganica puede deberse al desprendimiento de las particulas de
vidrio de la matriz polimérica. Las imagenes obtenidas a través de la microscopia
electrénica mostraron que, a pesar de que en muchos casos las particulas parecian estar
bastante adheridas al polimero, en otros casos, las particulas se encontraban
suspendidas dentro del andamio polimérico, por lo que es muy probable, que este tipo
de particulas se haya desprendido facilmente de la estructura porosa. También es
posible que algunas de las particulas que inicialmente parecian bien adheridas al PLA,
hayan sido desunidas por accion del medio acuoso.
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Los termogramas correspondientes al analisis por DSC, mostraron las transiciones
térmicas de cada uno de los materiales a lo largo del periodo de degradacion (ver Tabla
9.5). Los valores de la temperatura de transicion vitrea (Tg), resultaron ser similares en
ambos casos, en las esponjas de PLA y en las de PLA/G5 y experimentaron una
disminucién gradual a lo largo del periodo de degradacion. Este hecho concuerda con
la pérdida progresiva de Mw, ya que la disminucién en la Ty esta relacionada con la
rotura de las cadenas poliméricas. También existe concordancia con los resultados de
pérdida de peso ya que el aumento progresivo del porcentaje de pérdida de peso en la
matriz de PLA se debi6 a la liberacion de las cadenas degradadas del polimero.

Con respecto al porcentaje de cristalinidad, ambos materiales mostraron valores
iniciales muy cercanos (alrededor de 33%). La evolucién del porcentaje de cristalinidad
(%Xc) también fue muy parecido en ambos casos, lo cual indica que, a diferencia de los
compuestos no porosos, la adicion de particulas de vidrio, no afecté particularmente la
degradacion del polimero. El aumento en el %Xc, esta relacionado con el mecanismo de
degradacion del PLA, que ya ha sido comentado en el capitulo 6, donde se estudio la
degradacion del compuesto no poroso. Debido a que la hidrélisis de las cadenas se
inicia de forma preferencial en las zonas amorfas del material, la cristalinidad del
mismo se ve afectada de forma tal, que aumenta a medida que el material se degrada y
pierde peso. Por lo tanto, los resultados de pérdida de masa, GPC y DSC, indicaron
gue la incorporacion de vidrio dentro de la matriz polimérica porosa, no afectd
directamente la degradacion del PLA, ya que tanto la matriz del material compuesto,
como el andamio de PLA, tuvieron comportamientos similares.

En las imagenes obtenidas de los diferentes andamios, se observa que las paredes
poliméricas son muy delgadas y que las particulas de vidrio se encuentran en algunos
casos envueltas en una pelicula del polimero y en otras ocasiones, tan sélo se
encuentran un poco ancladas dentro de la red porosa. Ademas, se observé la formacion
de numerosos agujeros y el adelgazamiento de las paredes con el tiempo de
degradacion. El hecho de que las paredes poliméricas sean tan delgadas, sugiere que
no existen las condiciones para que se lleve a cabo el proceso de degradacion
autocatalitico, ya que al ser las paredes tan finas, los productos de degradacién se
liberan al exterior y no permanecen en el interior del material acidificandolo y
acelerando su degradacion interna. Esta liberacién de cadenas se corrobora con la
pérdida continua de masa (formacién de agujeros y adelgazamiento de paredes) y de
peso molecular experimentada por los andamios de PLA. Asi como también concuerda
con los resultados de DSC, especificamente con los valores de Tg y de %X.. El efecto
autoctalitico en los poli(a-hidroxi ésteres), fue demostrado por primera vez usando
especimenes solidos de 2 mm de espesor (41), y mas recientemente se ha visto este
fendmeno en peliculas de 100 nm de espesor (42). Dado que las paredes de PLA de los
andamios de este estudio presentaron un espesor que esta muy por debajo de estas
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dimensiones, es muy probable que el mecanismo de degradacion experimentado por
los materiales no haya sido el autoctalitico.

En el capitulo 6 se mencioné la posibilidad de que los productos de degradacion
liberados por el vidrio G5 ejercieran un efecto tampon sobre los productos de
degradacion del PLA. En el presente capitulo, no se observé la influencia del efecto
tampon generado por las particulas de vidrio, asi como tampoco se observé la
formacién de precipitados en la superficie del material como en el caso de la
degradacion de los compuestos no porosos. Esto puede deberse a 3 razones
principalmente:

a)

b)

En primer lugar, en el caso del PLA5SO0, el grosor del material permitia que las
particulas de vidrio quedaran atrapadas en su interior y que el material se
degradara autocataliticamente. Por lo que parecia que la reactividad de las
particulas creaba un efecto tampo6n que estabilizaba el pH y consecuentemente
la degradacién del material. En el caso de la esponja de PLA/GS5, las particulas
guedan bastante expuestas a la superficie y las paredes poliméricas son muy
delgadas, por lo que las cadenas poliméricas serian expulsadas hacia el fluido al
igual que los productos de degradacion del vidrio G5 y por lo tanto, el efecto
tampon no tendria lugar.

En segundo lugar, es posible que la relacion peso volumen (1g/1000ml) haya
sido muy baja y por lo tanto, el medio no se llegara a saturar dando paso a los
precipitados de fosfato de calcio. Uno de los factores que afectan la formacion
de precipitados bajo condiciones in vitro en SBF a 37°C es la relacion
superficie/volumen o peso/volumen entre el biomaterial y el fluido. Mientras
mayor sea la relacién, mayor sera la probabilidad de que el medio se sature y
precipite. Si por el contrario, la relacién es baja como en nuestro caso, los iones
liberados por el vidrio seran difundidos al medio y tomar4 mas tiempo para
que el medio se sature. De hecho, en un estudio realizado con andamios de PLA
y 40% en peso de particulas de vidrio G5, usando una relaciéon peso/volumen
de 1:500, se observo la presencia de precipitados de fosfato de Ca a partir de la
cuarta semana de degradacion (43). Por otra parte, en un estudio realizado por
Zhang et al.(20), se reporto la formacion de una capa de apatita carbonatada en
la superficie de una esponja de PLA, al estar ésta sumergida en SBF a 37°C
usando una relacion superficie / volumen mucho mayor que la usada en el
presente estudio, que conllevé la saturacion del SBF y posteriormente a la
precipitacion y formacion de la apatita carbonatada. Estos resultados indican,
gue la formacién de fosfatos de calcio sobre los biomateriales, esta relacionada
con la relacién superficie / volumen o peso / volumen utilizada.

En tercer lugar, ademas de la relacion superficie/volumen, existen otros
factores que afectan la formacion de precipitados de fosfato de calcio en la
superficie de los biomateriales. Se ha visto que en el caso de los materiales
compuestos, el porcentaje de fase inorganica es un factor importante en la
formacion de estos precipitados (44). Es decir, que para obtener un material
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compuesto bioactivo, la fase bioactiva debe exceder una cierta fraccién en
volumen. Por debajo de este volumen critico, a pesar de la fase bioactiva esté
presente, el compuesto no sera bioactivo. Por ejemplo, se ha visto que para el
compuesto de polietileno y hidroxiapatita conocido como HAPEXO, el
porcentaje de volumen critico es 20%, a partir de este porcentaje se estimula la
unién del material con el tejido 6seo (45). Es posible, que la pérdida de vidrio,
asi como el porcentaje de vidrio utilizado, hayan influenciado también en la
ausencia de precipitados.

Es interesante mencionar que los procesos de degradacién del PLA y del material
compuesto (PLA50) no porosos y de las estructuras de PLA y PLA/G5 porosas son
dificilmente comparables, ya que hay que tener en cuenta que las distintas condiciones
de procesado dieron lugar a materiales con propiedades intrinsecamente distintas. Asi,
mientras los materiales densos eran poco cristalinos(aproximadamente 2-3%X.)debido
a la degradacién térmica por el prensado en caliente, los materiales porosos tenian una
cristalinidad muy superior, al ser obtenidos por disolucion y colada (solvent casting).
Por otra parte, hay que considerar también que ambos estudios fueron llevados a cabo
bajo condiciones diferentes. A pesar de todo, puede ser relevante destacar algunos
aspectos que se derivan de la comparacién de los dos tipos de materiales.

En cuanto a la pérdida de peso, se observd que los materiales no porosos
siguieron un mecanismo diferente al de las estructuras porosas. En el caso del
PLA, se observo tanto en el material poroso como en el no poroso un aumento
gradual en la pérdida de peso con el tiempo de degradacion. Sin embargo, la
estructura porosa experimentd una mayor velocidad de pérdida de peso que el
material no poroso. De hecho, el andamio poroso mostré6 un porcentaje de
pérdida de peso alrededor del 5% después de 6 semanas de degradacion,
mientras que el compuesto no poroso mostrdé una pérdida del 0.4% para el
mismo periodo de tiempo.

En el caso del material compuesto, el material no poroso (PLA50) mostré una
drastica pérdida de peso durante las 3 primeras semanas de degradacion, luego
disminuyo la velocidad de pérdida de peso llegando a perder hasta un 21.6% de
su peso inicial después de 6 semanas de inmersiéon en SBF. El andamio de
compuesto por su parte mostré una pérdida de peso progresiva durante todo el
periodo de degradacién llegando a perder aproximadamente el mismo
porcentaje de peso (21.5%) después de 6 semanas de degradacion in vitro.

En cuanto a la evolucion del peso molecular del polimero, a pesar de no tener
suficientes datos para comparar punto a punto, se observé en forma general,
gue para un mismo periodo de tiempo, el material no poroso experimenté una
pérdida de Mw mayor que el material poroso. Asi tenemos que, después de 3
semanas de degradacion, el PLA no poroso perdié aproximadamente un 42%
del Mw inicial, mientras que el material poroso perdi6é un 28,71%. Después de 6
semanas de estudio, el PLA no poroso perdié cerca de un 68% del peso
molecular, mientras que el andamio poroso sufrié una pérdida del 37,9%. Es
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decir, que el material no poroso, se degrad6é mas rapidamente que el andamio
poroso, debido principalmente al efecto de la degradacion auto catalitica y
debido a su caracter mas amorfo, ya que es un hecho conocido que las regiones
amorfas son mas sensibles a la degradacién.

- Otro punto importante, es la evolucién de las transiciones térmicas y del
porcentaje de cristalinidad. En el caso de los andamios porosos, el %Xc
aumentoé tan solo un 1.04% para las esponjas de PLA y 2.98% para la esponjas
de PLA/G5 después de 12 semanas de degradacion, y ademas, no hubo
diferencias relevantes entre el comportamiento del PLA y el del PLA/GS5,
mientras que en el caso de los materiales no porosos, hubo un aumento mas
marcado del %Xc, sobretodo en el caso del material compuesto PLA5S0 el cual
aumenté su critalinidad en un 800% después de sélo 2 semanas de inmersion en
SBF. Esto se deriva principalmente de que en el caso del material denso
partimos de un compuesto amorfo que se degrada mas rapido y por esto
aumenta mas el %X. , mientras que en el caso de un material poroso con una
cristalinidad cercana a la maxima que presentd el PLA recibido (40%), la
degradacion es mas lenta ya que la fase amorfa es menor.

Con respecto a los estudios de biocompatibilidad, de acuerdo a los resultados
obtenidos (ver Figura 9.10), el namero de células viables aumenté con el tiempo de
cultivo para los tres diferentes materiales, el poliestireno del control, las esponjas de
PLA y las esponjas de PLA/GS5, indicando que las células proliferaron de forma
adecuada. No obstante, el incremento en los valores de absorbancia es mas evidente en
el caso de las esponjas. Mas aun, las esponjas de PLA/G5 mostraron valores mayores
que los presentados por las esponjas de PLA. Por lo tanto, estos resultados sugieren
gue las particulas de vidrio tuvieron una influencia positiva en la viabilidad y
proliferacion celular.

En el capitulo 7, donde se hizo el estudio de citocompatibilidad del material compuesto
no poroso se observd que la incorporacién de particulas de vidrio G5 en la matriz
polimérica mejoré la respuesta bioldgica del PLA. Ademas se corrobord que la
biocompatibilidad de los materiales estudiados depende de multiples factores, entre
las que tiene especial importancia sus caracteristicas superficiales. Al igual que en el
capitulo 7, los resultados obtenidos en este capitulo muestran que la presencia de
particulas de vidrio G5 mejoré la interaccion célula-material del PLA. Por otra parte,
los capitulos 4, 7 y 8 donde se han realizado estudios de citocompatibilidad mostraron
gue en general el efecto de las caracteristicas superficiales es mas pronunciado que el
de los productos de degradacién en el caso de los materiales estudiados en la presente
Tesis Doctoral. En el caso de los andamios también se observé que el efecto superficial
es mayor que el efecto de los productos de degradacién liberados en los extractos ya
gue no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los estudios
realizados con los diferentes extractos de PLA y de PLA/GS5.
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Como ya se ha mencionado en el capitulo 5 el vidrio G5 es un material con caracter
hidrofilico. La incorporacién del G5 en la matriz de PLA, le confiere un leve grado de
hidrofilicidad al material compuesto, y estas diferencias en la mojabilidad de la
superficie se reflejan en la respuesta celular, sobretodo en los ensayos de adhesion a 24
horas. En los ensayos de proliferacion la quimica superficial juega un papel mas
importante, por lo que posiblemente la quimica del vidrio G5 haya sido el factor mas
importante en esta etapa. En el caso de los andamios fue imposible la observacion de
las células por microscopia electréonica asi como la determinacién de la rugosidad de
los mismos. Es de esperar que los cambios topogréaficos sean mayores en el compuesto
debido a la presencia de las particulas de vidrio. Sin embargo, no se pudo establecer
ninguna relacion entre la topografia del material y la morfologia celular como en el
capitulo 7.

En el caso de los ensayos de proliferacion a 3 y 6 dias en contacto directo con los
andamios se observd un mejor comportamiento en los andamios 3D que en el control
2D. Estos resultados sugieren que la incorporacién de porosidad tuvo un efecto
positivo sobre la proliferacion celular, quizas debido a la presencia de una mayor
superficie disponible. Hay que mencionar que un control bidimensional no es el méas
adecuado para comparar la respuesta celular sobre los andamios poliméricos 3D. Sin
embargo, debido a la carencia de materiales control 3D en el mercado, se optd por usar
el control 2D estandar, es decir, la placa de cultivo.

En cuanto a los cultivos realizados con los extractos de los materiales, se observé un
efecto similar al obtenido con los estudios de biocompatibilidad descritos en el capitulo
7. Después de 24 horas de contacto entre las células y los fluidos, no se observaron
diferencias significativas. Sin embargo, después de 3 dias de cultivo, si se vio una
disminucién significativa de los valores de absorbancia, en las células cultivadas con
los diferentes extractos. Dado que tanto los extractos del andamio de PLA como los del
andamio de PLA/G5 presentaron resultados similares, es posible que el efecto
principal de los extractos sobre las células haya sido ejercido principalmente por los
productos de degradacion del PLA, es decir, cadenas y grupos organicos formados por
C y O principalmente, los cuales conllevan entre otras cosas cambios en el pH del
medio de cultivo. El andlisis de la liberacion de estos grupos al medio no ha sido
llevado a cabo, por lo que no se puede definir con precision cuales son los grupos que
intervienen y en qué concentracidon estan presentes. Sin embargo, al igual que en
capitulos anteriores (capitulos 7 y 8), debido a que los extractos utilizados se
encontraban en su estado original, es decir, no fueron filtrados, diluidos o tamponados,
los resultados obtenidos pueden ser considerados como positivos, ya que éste ha sido
un ensayo in vitro de tipo estatico y por lo tanto los efectos en el comportamiento
celular son més intensos que en la situacion dindmica o in vivo, donde los fluidos
fisiol6gicos estdn en movimiento continuo y atentan el efecto de los productos de
degradacion del material.
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En este capitulo se ha realizado un estudio general de los andamios de PLA 'y PLA/G5
donde se ha analizado el efecto de la incorporacion de particulas del vidrio G5 en el
comportamiento mecanico a compresion, en el proceso de degradacién y en la
citocompatibilidad de las esponjas de PLA. EI PLA fue utilizado como material de
referencia. Los resultados obtenidos en este capitulo demuestran que la presencia de
las particulas de vidrio en la matriz polimérica mejor6 las propiedades mecanicas del
andamio de PLA, asi como también mejoré la respuesta celular del mismo. Sin
embargo, a pesar de que el material compuesto sufri6 una mayor pérdida de peso
durante el periodo de degradacién estudiado, la degradacion de la matriz polimérica
fue similar en ambos casos.

A pesar de que los cultivos celulares realizados en este estudio no permiten un analisis
profundo de la interaccion bioldgica entre las células y el material, si fue posible la
evaluacion de la respuesta celular inicial, cuando las células entran en contacto con los
andamios, lo cual es de gran importancia para el estudio de la biocompatibilidad. No
obstante, seria necesario realizar estudios complementarios para la deteccion de los
diferentes grupos liberados al medio y para profundizar en el efecto de estos productos
sobre el comportamiento celular. De esta forma, se tendria un mejor entendimiento de
la influencia de los productos de degradacién en las células.

Por otro lado, otro aspecto interesante seria estudiar el efecto de diferentes porcentajes
de vidrio en los andamios de compuesto, sobre las propiedades mecanicas, la
degradacion y la respuesta celular. También seria interesante realizar estudios de
degradacion con diferentes relaciones superficie volumen para ver el efecto de este
parametro en la formacion de precipitados.

En resumen, los resultados obtenidos en este capitulo aunque son preliminares,
pueden considerarse como positivos ya que mostraron una buena interaccion célula-
material a través de los ensayos de proliferacion, por lo que el material compuesto
desarrollado tiene potencial como andamio para Ingenieria de Tejidos.

Ademas, debido a la versatilidad del proceso de elaboracion y a la combinacion de los
dos materiales (vidrio G5 y PLA), los andamios de material compuesto presentan
multiples posibilidades de modificar y ajustar diferentes parametros como el grado y
tamafo de la porosidad, las propiedades mecéanicas, la velocidad de degradacion vy el
grado de bioactividad, variando los porcentajes y tamafio de las particulas de vidrio y
de sal. El porcentaje de porosidad y el tamafio de los poros dentro del andamio es de
gran importancia y debe ser el adecuado para que permita tanto la adhesion y
colonizacion celular como el transporte de nutrientes dentro de la estructura 3D. Por
otro lado, es un hecho conocido que el control de las propiedades mecanicas de los
andamios 3D para Ingenieria de Tejidos juega un papel de gran importancia ya que
debe tenerse en cuenta el efecto de la estimulacion mecanica sobre el comportamiento
celular debido a los fendmenos de mecanotransduccion. La incorporacion de diferentes
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porcentajes de particulas de vidrio dentro del compuesto, asi como la variacién del
tamafio de los poros y el porcentaje de porosidad afectan en las propiedades mecénicas
de las esponjas poliméricas.

El control de la velocidad de degradacion del andamio también juega un papel
importante ya que la finalidad de los mismos es funcionar como soportes temporales y
desaparecer una vez que se ha regenerado el nuevo tejido. Este parametro podria
controlarse principalmente variando el porcentaje de fase cristalina del polimero
mediante tratamientos térmicos. En cuanto a la bioactividad del andamio, la
manipulacién de la cantidad y del tamafio de las particulas de vidrio incorporadas en
la matriz polimérica podria inducir cambios en la formacion de precipitados de fosfato
de calcio en la estructura 3D que favorezcan la interaccion con el tejido 6seo.
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