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Resumen

Los andamios hechos mediante electrohilado representan un enfoque prometedor
dentro del campo interdisciplinar de la Ingenieria de Tejidos. Sirven de estructura ar-
tificial de soporte para el crecimiento celular, proporcionando el recrecimiento y la
regeneraciéon de los tejidos. Dado que los poliésteres alifaticos, como la Policaprolacto-
na (PCL) y el Acido Poliléctico (PLA), son susceptibles a la degradacién hidrolitica y
enzimatica, pueden metabolizarse in vivo y eliminarse por via renal, lo que explica su
uso generalizado en aplicaciones biomédicas.

En este estudio, se analizard y comparara el comportamiento de degradacion de an-
damios fibrosos sintetizados por electrohilado a partir de mezclas de PCL y PLA en
diferentes entornos. El objetivo principal es analizar el efecto del PLA sobre las mues-
tras poliméricas de PCL durante el periodo de degradacién. Para el proceso hidrolitico,
las muestras se exponen a agua destilada, fluidos corporales simulados modificados (m-
SBF) y medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Ademaés, la degradacion
enzimatica se lleva a cabo mediante la Tripsina. Las muestras se caracterizan mediante
distintas técnicas, como la microscopia electrénica de barrido (SEM) para analizar la
morfologia de los andamios, la calorimetria diferencial de barrido (DSC) para observar
las propiedades térmicas y la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) para examinar la composicién quimica. También se determina la pérdida de

masa.

Palabras clave: Andamios - Polimeros biodegradables - Ingenieria de
tejidos - Degradacion hidrolitica - Degradacion enzimdtica - Acido Po-
lildactico - Policaprolactona
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Abstract

Electrospun scaffolds represent a promising approach within the interdisciplinary
field of tissue engineering. They serve as an artificial support structure for cell growth,
providing tissue regrowth and regeneration. Since aliphatic polyesters, such as polyca-
prolactone (PCL) and polylactic acid (PLA), are susceptible to hydrolytic and enzy-
matic degradation, they can be metabolised in vivo and eliminated renally, which is
the reason for their widespread use in biomedical applications.

In this study, the degradation behaviour of fibrous scaffolds synthesised by electrospin-
ning of PCL and PLA blends in different environments will be analysed and compared.
The main objective is to analyse the effect of PLA on polymeric PCL samples during
the degradation period. For hydrolytic degradation the samples are exposed to disti-
lled water, modified simulated body fluids (m-SBF) and Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM). In addition, enzymatic degradation is carried out by Trypsin. Sam-
ples are characterised using different techniques such as Scanning Electron Microscopy
(SEM) to analyse the morphology of the scaffolds, Differential Scanning Calorimetry
(DSC) to observe the thermal properties and Fourier Transform Infrared Spectroscopy

(FTIR) to examine the chemical composition. Mass loss is also determined.

Keywords: Electrospun scaffolds — Biodegradable polymers — Tissue en-
gineering— Hydrolytic degradation — Enzymatic degradation — Polylactide
acitd - Polycaprolactone
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1. Introduccion

La Bioingenieria, y aun mas la Ingenieria de Tejidos, estd en constante desarrollo.
Al centrarse en los materiales, el objetivo es encontrar aquellos que presenten la mejor
combinacion de simplicidad del método de fabricacion, propiedades mecénicas y estruc-
turales, biodegradabilidad y biocompatibilidad. Esta tltima se refiere a la capacidad
del material para evitar que se desencadene una respuesta inflamatoria en el sistema
biolégico correspondiente. En los estudios de degradacién, este atributo es crucial, ya
que también debe tenerse en cuenta la biocompatibilidad de los subproductos liberados
durante este proceso. Cuando se cumple esta propiedad, se facilita el tratamiento de
implantes o injertos, ya que la instancia final tras la recuperaciéon o la regeneracion del
tejido danado, no es una intervencién quirirgica para extraer éstos del organismo.
La motivacion es estudiar el comportamiento de diferentes materiales, en este caso
polimeros, durante su degradacién y asi, evaluar su utilidad y comparar los correspon-
dientes procesos evolutivos en condiciones fisiologicas. Esto permitiria comprenderlos
mejor en la fase de seleccion de materiales en el disenio de un andamio.
En este trabajo se han producido andamios de cuatro soluciones poliméricas diferentes
de PCL y PLA para analizar su proceso de degradacion en cuatro medios de cultivo.
La degradacién hidrolitica se realiza en agua y 2 soluciones tamponadas, y la degrada-
cién enzimatica se lleva a cabo mediante la Tripsina. La observacién se efectiia durante
un periodo de tiempo de 12 semanas, durante el cual las muestras se mantienen en la
incubadora a 37°C y se extraen de los medios de degradacién cada 3 semanas para su
analisis. En particular, se comparan el proceso de degradacion y las variables implica-
das, como las propiedades térmicas, quimicas y morfoldgicas, y se evalia la influencia
de la concentracion de PLA en el PCL. Comprender el comportamiento de degradaciéon
de estos andamios en diferentes entornos es esencial para predecir su comportamiento
1 vivo y optimizar su diseno para diversas aplicaciones de Ingenieria Tisular. Por lo
tanto, se espera que los resultados de este estudio proporcionen informacién sobre el
potencial de los andamios electrohilados de PCL y PLA para la Bioingenieria.






2. Fundamentos tedricos

La Ingenieria de Tejidos es un campo interdisciplinar que integra conocimien-
tos de Medicina, Biologia, Ingenieria y Ciencia de los Materiales [10]. Histéricamente,
el método mas extendido para el tratamiento de tejidos danados o perdidos ha sido el
trasplante de tejidos sanos. Sin embargo, en la actualidad la tendencia se dirige hacia
el desarrollo de biomateriales cuyas caracteristicas biolégicas y fisioldgicas se aseme-
jen a las del tejido nativo y promuevan su regeneracién [33]. La Ingenieria de Tejidos
pretende desarrollar materiales tridimensionales vivos que permitan la regeneracion de
tejidos danados. Para ello se utilizan andamios (en inglés, scaf folds), que son estruc-
turas que imitan la matriz extracelular y consisten en una red porosa. Estos andamios
favorecen la adhesion, proliferacion, diferenciacién y crecimiento celular, sin provocar
una respuesta inflamatoria, lo que favorece la reparacién del tejido injertado [27].

Las propiedades deseadas al fabricar andamios son una elevada porosidad para faci-
litar la infiltracién y proliferacién celular [29], biocompatibilidad, una biodegradacién
con una velocidad relacionada con su funcién como implante, es decir, debe coincidir
con el tiempo de regeneracion o cicatrizacion del tejido nativo, y también propiedades
mecanicas compatibles con el tejido [22, 32]. Una de las técnicas mas estudiadas para la
sintesis es el electrohilado (en inglés electrospinning), ofreciendo como ventajas fibras
nanométricas comparables al tamano de las procedentes de la matriz extracelular del
tejido, porosidad controlable, alta relacién superficie/volumen y mejores propiedades
fisico-mecanicas ya que pueden ser manipuladas en funcién de los parametros de la
solucién y del proceso [11]. Estas caracteristicas favorecen la adhesién celular y la di-
fusién de nutrientes y productos de desecho.

Una aplicacion de los andamios es, por ejemplo, la reparacién de tejido 6seo (Fig. 2.1).
Primero se implantan andamios bioactivos en la matriz ésea y a continuacién, gracias
a la estructura 6sea y a la composicion de los propios materiales, se inducen células
madre endégenas y factores de crecimiento que se difunden directamente en el andamio,
cubriéndolo por completo. Como resultado, el andamio favorece la proliferacién celular

y la diferenciacién osteogénica® reparar el defecto y regenerar el tejido éseo [30].

2Proceso bioldgico en el que las células madre precursoras se transforman en osteoblastos (células especiales
del tejido 6seo)[31].
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Figura 2.1: Descripcién esquematica de la estrategia de andamiaje para el tratamiento de defectos dseos

[30].

2.1. Materiales
2.1.1. Materiales poliméricos

El origen de la palabra polimero deriva del griego "poly”, que significa mu-
chos, y "meros”, que indica la existencia de partes. Asi, como su nombre indica, un
polimero es una macromolécula formada por la repeticion de unidades estructurales lla-
madas monomeros. Este material se compone principalmente de los elementos Carbono,
Hidrogeno y Oxigeno, y sus tipos difieren en funcion de sus fuerzas inter e intramolecu-
lares, asi como de los grupos funcionales que los componen. El tiempo de degradacion de
los polimeros es funcién de la longitud de sus cadenas y de sus grupos funcionales [27].
La IUPAC? define los polimeros de base bioldgica como sustancias macromoleculares
cuya materia prima es de origen bioldgico, ya sea vegetal, animal o microorganismos,
mientras que los polimeros biodegradables se definen como aquellos que pueden des-
componerse en porciones mas pequenas por la acciéon de microorganismos presentes en
el medio ambiente. A la hora de elegir un polimero para la fabricacién de un andamio,
éste no solo debe garantizar su biocompatibilidad y biodegradabilidad, sino que sus
propiedades mecanicas también deben ser adecuadas para soportar la carga temporal y
el crecimiento celular durante el periodo de regeneracién. Ademas, el método de fabri-
cacion debe tener en cuenta que la porosidad y morfologia conseguidas sean adecuadas
para la adhesién y proliferacién celular. El andamio obtenido debe tener suficientes
enlaces fisicos interatomicos e intermoleculares, asi como una estructura quimica que
permita el ataque hidrolitico [27].

De todos los polimeros, la familia de los poliésteres alifaticos parece ser actualmente la
més atractiva y prometedora. La Policaprolactona (PCL) y el Acido Polilactico (PLA)
se han estudiado ampliamente en aplicaciones biomédicas debido a su biodegradabilidad
y biocompatibilidad [7]. El hecho de que en los procesos de descomposicién hidrolitica
y enzimatica los productos puedan ser metabolizados por el cuerpo humano es lo que
los pone en el punto de mira [1]. El PLA es uno de los polimeros mas desarrollados

3 Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada.
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debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad y materia prima de
origen vegetal. También tiene buenas propiedades mecanicas, como un moédulo elevado
y una gran resistencia mecanica. El PCL, al igual que el PLA, es un poliéster alifdtico
biodegradable y biocompatible, pero con propiedades mecanicas diferentes: tiene un
alargamiento a la rotura y una dureza elevados. Por lo tanto, al mezclarlos, se pueden
obtener mejores propiedades, lo que se traduce en una mayor ductilidad y dureza del
PLA, al tiempo que se mejora la resistencia mecénica del PCL [21]. Sin embargo, a
pesar de las ventajas de las mezclas de PCL y PLA, el control de la degradacion de
estos materiales sigue siendo un reto importante. Por lo tanto, es esencial analizar el
comportamiento de degradaciéon de las mezclas de PCL y PLA para comprender mejor
su uso en aplicaciones de Ingenieria Tisular.

2.1.2. Policaprolactona y Acido Polilactico

La Policaprolactona es un poliéster sintético, semicristalino y alifatico que
se obtiene mediante la Polimerizacién de Apertura de Anillo (ROP) de e-caprolactona.
Se compone de unidades hexanoato repetidas [20]. Su férmula quimica es (CgH;9O2),

y su estructura quimica se muestra en Fig. 2.2.

_CH, cH, -~
0 “CH, =~ CHs c
O

Figura 2.2: Estructura quimica del PCL [20].

Las propiedades fisicas, mecanicas y térmicas de la PCL dependen principal-
mente del peso molecular y la cristalinidad. Su gran versatilidad de la Policaprolactona
se debe a que sus propiedades pueden modificarse mediante copolimerizacién o mez-

cla gracias a su capacidad para ser miscible y mecdnicamente compatible con otros

polimeros. [22].
Cuadro 2.1: Propiedades del PCL [20].
Propiedad PCL
No. peso molecular medio M,, en g/mol 530-630.000
Temp. de transicién vitrea T, en °C -65 a -60
Temp. de fusion T, en °C 56-65
Densidad en g/cm? 1.071-1.200
Temp. de descomposicion en °C 350
Resistencia a la traccién ¢ en MPa 4-785
Moédulo de Young E en GPa 0,21-0,44
Alargamiento a la rotura € en % 20-1000

Se observa que tiene un elevado alargamiento a la rotura, una alta tenacidad

y una baja resistencia a la traccién. Debido a su baja temperatura de transicién vitrea,
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el PCL tiende a mantener un estado gomoso y una alta permeabilidad en condicio-
nes fisioldgicas [25]. La investigacién en el campo de la ingenierfa de tejidos sobre este
polimero y sus posibles aplicaciones es cada vez mayor debido a su excelente biocom-
patibilidad con los tejidos vivos y su lenta tasa de degradacion. La Policaprolactona
también ha sido aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) para aplicacio-
nes especificas en el cuerpo humano como dispositivo de administracion de farmacos,
sutura o barrera de adherencia [22].

El Acido Polildctido es también un poliéster alifatico, formado por polimerizaciéon por
condensacién del acido lactico[20]. Su férmula quimica es (C3H402),, v su estructura
quimica se presenta en Fig. 2.3.

@]
Il

C
SRRICUEE

| n
H;C

Figura 2.3: Estructura quimica del PLA [20].

La sintesis del PLA comienza con la produccién de dcido lactico y su posterior
polimerizacion. En cuanto al acido lactico, se trata de un acido carboxilico con un grupo
hidroxilo (OH) en el C adyacente al grupo carboxilo (-COOH) lo que lo convierte en
un a-hidroxiacido de férmula: (C3HgO3),,; dada su quiralidad?, hay dos enantiémeros:

= Dextrogiro: dcido d-lactico

» Levogiro: acido 1-lactico

Los mondémeros bésicos (dcido lactico) se producen por fermentacion de carbohi-
dratos, como la celulosa de maiz, mandioca o cana de azticar [9]. Como polimero de
base bioldgica, biodegradable y biocompatible, también se investiga ampliamente para
aplicaciones biomédicas. Ademas cuenta con la aprobacion de la FDA para algunas
aplicaciones clinicas, lo que garantiza que se trata de un producto cuyos beneficios su-
peran los riesgos potenciales. El PLLA (&cido poli- L -14ctico) se degrada por hidrdlisis
en acido lactico y es reabsorbible y no téxico [11].

Sus propiedades fisicas, mecanicas y térmicas dependen de sus caracteristicas molecu-
lares, la presencia de estructuras ordenadas, el grosor del cristal y la cristalinidad, entre
otras.

4Quiralidad: Propiedad de un elemento de no solapar su imagen especular.
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Cuadro 2.2: Propiedades del PLLA y PDLA [20].

Propiedad PLLA PDLA
Temp. de transicion vitrea 62,1;50-65 50-603
T, en °C
Temp. de fusién T}, en °C 106-122;170-190 165-187
Densidad en g/cm? 1,25-1,29 1,24
Resistencia a la traccién o 0,08-1 -
en MPa
Moédulo de Young E en GPa 2,7-16 3,2-7,9
Alargamiento a la rotura 30-40 -
e %

Sus propiedades ventajosas son su elevado moédulo y su gran resistencia
mecanica. Pero dada su baja temperatura de transicion vitrea y su baja tasa de recris-
talizacién, el PLA tiene una baja temperatura de trabajo.

2.2. Dispositivos

2.2.1. Dispositivo de electrohilado o electrospinning

= Principios y ventajas
Se trata de una tecnologia que, aplicando un campo eléctrico sobre una solucion
polimérica, produce fibras de didmetros nanométricos. Sus partes principales son

la fuente de alta tension, la jeringa y el colector.

F
LT Punta de la jeringa

=
Fuente de alimentacion é
de alto voltaje E

Colector |
cilindrico

| - » - .
—1 8 - (1,

Fibras nanométricas producidas
mediante electrohilado

Figura 2.4: Diagrama esquemdtico del montaje bésico de electrohilado.

Las ventajas de esta técnica de produccién son las fibras resultantes con
alta porosidad, alta relaciéon superficie/volumen, tamano de fibra controlable,

didmetros nanométricos y propiedades fisico-mecédnicas mejoradas [11, 10)].

= Proceso
La solucién de polimero se coloca en una jeringa que serd accionada por una

bomba de jeringa. La aguja de la bomba estara conectada a la fuente de tension,
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al igual que el colector y cuando se enciende, una gota de solucion sale de la aguja
y se mantiene alli por su tensién superficial. Por lo tanto, al prender la fuente de
alta tension, la solucién se sometera a un campo eléctrico y se inducird una carga
en la superficie del liquido de polaridad opuesta a la del colector. Al aumentar la
intensidad del campo electrostatico, las cargas inducidas en la superficie se repelen
entre si y producen tensiones de cizallamiento. Estas fuerzas de repulsion actian
en la direccién opuesta a la tension superficial, lo que conduce a la extension de
la gota de solucién en un cono de Taylor. Una vez que el campo eléctrico alcanza
un valor critico y las fuerzas eléctricas vencen a las fuerzas de tensién superficial,
un chorro de solucién cargada es expulsado desde la punta de la aguja hacia el
colector [11, 34].

1

1

|

1

1

1

|
Fuerzas de repulsion de :
Coulomb !
1

|

I

1

1

|

I

1

1

1

Figura 2.5: Seccidn transversal del chorro y fuerzas implicadas [34].

Cuando la tensién aumenta hasta un valor en el que el campo eléctrico
destruye el equilibrio de la gota de solucion, ésta sufre una distorsiéon formando el
cono de Taylor, con un angulo medio de 49,3°. Como puede observarse (Fig. 2.6),
seguido del cono de Taylor los chorros cargados expulsados pasan en linea casi
recta. Luego le preceden trayectorias de chorros en bucle y en espiral, durante las
cuales se estiran y adelgazan por fuerzas eléctricas en gran medida, acompanadas

de la evaporacion de disolventes para formar nanofibras solidificadas [18].

Linea Zona de transicion entre
casi liquido y solido
recta

Solucion Polimérica

\ Q Q () )

Chorro liguido

Figura 2.6: llustracién esquematica de la trayectoria del chorro entre la punta de la jeringa y el colector

[

].

s Variables

Las variables del proceso de electrohilado que tienen una gran influencia en la
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morfologia de las fibras resultantes se presentan en forma de tabla (Tabla 2.3).

Cuadro 2.3: Pardmetros y sus efectos en la morfologia de las fibras [18].

Parametros Efecto en la morfologia de la fibra
Para le 1a solucis
Viscosidad Una viscosidad baja da lugar a fibras no

uniformes y una viscosidad alta dificulta la
expulsion del chorro de polimero.
Concentracién polimérica Aumento del didmetro de la fibra con el
aumento de la concentracion.
Peso molecular del polimero Reduccién del nimero de microesferas y
gotas al aumentar el peso molecular.
Conductividad Disminucién del diametro de las fibras con
el aumento de la conductividad.
Tension superficial Una tensién superficial elevada provoca la
inestabilidad de los chorros.

Pardametros de procesamiento

Voltaje aplicado Disminucion del didmetro de la fibra con el
aumento de la tension.

Distancia entre la punta y el colector Con distancias extremadamente cortas o
largas, se generan perlas. Se requiere una
distancia minima para obtener fibras
uniformes.

Velocidad de alimentacion Disminucién del didmetro de la fibra con la
disminucién del caudal.

Pard biental

Humedad La humedad elevada produce poros
circulares en las fibras.
Temperatura Disminucién del didmetro de la fibra con el
aumento de la temperatura.

2.2.2. Dispositivos de caracterizacion

= Microscopio electrénico de barrido (SEM)

Se trata de un dispositivo utilizado para observar y caracterizar la morfologia, la
textura y la composicion quimica de muestras sélidas. Produce imagenes detalla-
das y ampliadas de un objeto escaneando su superficie para crear una imagen de
alta resolucion.

Su principio de funcionamiento se basa en la interaccién resultante de la inciden-
cia de un haz de electrones sobre la muestra analizada, que emitira electrones que
proporcionaran senales. La imagen se crea mediante la combinacién de la posi-
cion del haz de electrones y la cantidad y energia detectadas de dichos electrones.
Los componentes fundamentales de este microscopio son la torre hermética que
proporciona un alto grado de vacio, para que nada obstruya el paso del haz de
electrones y éste llegue a la muestra de forma precisa, y las lentes electromagnéti-
cas, hay condensadoras y objetivo. Las primeras desvian la trayectoria de los

electrones y las segundas controlan el punto focal de la muestra. Ambas disponen
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de bobinas a las que se suministra energia para inducir el campo magnético, lo
que significa que, controlando el flujo de corriente, el haz se enfoca en un punto y
recorre la muestra.

Especialmente cuando se va a realizar un andlisis morfoldgico, el objetivo es de-
tectar electrones secundarios (SE), que son de baja energia (del orden de 50eV).
Para realizar el estudio exitosamente, las muestras solidas deben estar libres de
humedad y ser conductoras (si no lo son, se recubren de oro o carbono).

Calorimetro diferencial de barrido (DSC)

Este calorimetro es un dispositivo basado en una técnica de caracterizacién para
la determinacién de las propiedades térmicas. La cantidad de calor absorbido o
eliminado durante las transiciones se mide determinando la diferencia de flujo de
calor entre la muestra y la referencia. El resultado es un grafico del flujo de calor
en funcion de la temperatura o el tiempo [35].

Su componente mas importante es el sensor, que debe poseer una alta sensibilidad
para detectar transiciones que impliquen flujos de calor muy bajos y también
debe tener una alta resolucién para separar efectos muy proximos entre si. El
DSC permite identificar los materiales, evaluar sus condiciones y determinar sus
propiedades (Tg, Tm, Tc, Tr, AHm, AHc, AHr, ¢,). En funcién del objetivo del

analisis, se utilizan ciclos de calentamiento y enfriamiento en el proceso.

Espectroscopio infrarrojo por transformada de fourier (FTIR)

El FTIR se utiliza para determinar la composicién quimica de las muestras a lo
largo del proceso de degradacion. Estudia la interaccion entre la sustancia y la
radiacion infrarroja que atraviesa el material provocando la vibracién de enlaces
moleculares especificos, siendo el tipo de vibracién resultante dependiente de la
masa del &tomo y de la frecuencia. Asi, parte de la energia total se absorbe y parte
se transmite. La energia transmitida es recogida por un detector para producir
una sefial electrénica que se convierte en un espectro de transmisién [30].

Para obtener el espectro, primero hay que tener en cuenta las condiciones am-
bientales y generar un espectro de referencia. A continuacién se realiza el espectro
correspondiente a la muestra y al combinarlo con el anterior se obtiene el espectro
infrarrojo de transmision. Este representa la energia transmitida por la materia
frente a la longitud de onda o niimero de onda. La interpretacion del grafico re-
sultante se hace con rangos de nimeros de onda ya tabulados donde se indica qué

tipo de enlace quimico se espera en esa region, como se muestra a continuacion.

e Region X—H: 2500-4000 cm ™t
1. C—H Enlaces

Enlace quimico Frecuencia [cm™!]
C-H sp3 2800-3000
C—H sp? 3040-3125
C-H sp 3270-3340
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2. Enlace N—H: 3330-3450 cm ™!

3. Enlace O—H: caracterizada por una absorcion muy amplia en torno a
3200-3600 cm™?

e Regioén de triples enlaces: 2000-2500 cm™*

1. Triple enlace C=C: 2100-2160 cm™*
2. Triple enlace C=N: 2250 cm ™!
3. Triple enlace C=0: 2140 cm ™!

e Regién de dobles enlaces: 1500-2000 cm™*
1. Doble enlace C=C: 1620-1680 cm™!

2. Doble enlace C=C: en los ésteres se produce a 1730 cm™*

e Regién "huella digital”: 400-1500 cm ™. Aqui se encuentran enlaces que ca-

racterizan al compuesto y lo hacen tinico, como los enlaces C—H, C—-0O, C—N,
Cc-C.

2.3. Degradacion de polimeros

Existen dos tipos de procesos de degradacion, la bidtica y la abidtica. En la

primera, los materiales son descompuestos por organismos vivos como hongos y bac-
terias, este es el caso de la degradacion por acciéon enzimética; mientras que en la
degradacion abidtica no hay ayuda de organismos vivos sino que la descomposicion del
material se debe a fenémenos quimicos, fisicos o ambientales como la hidrdlisis [9]. La
degradacion de los polimeros depende de su composicion quimica, peso molecular, mor-
fologia, hidrofobicidad, cristalinidad, historia térmica y mecénica y de las condiciones
en las que se produce la hidrdlisis [0, 19, 32, 1].
En los poliésteres alifaticos, la degradacion hidrolitica es una reacciéon quimica que
se produce cuando el polimero se expone a soluciones acuosas. Durante el proceso de
hidrolisis, las moléculas de agua reaccionan con los grupos éster de la cadena poliméri-
ca, dividiéndolos y produciendo acido carboxilico (primer término a la izquierda de la
reaccién (2.1)) y alcohol (segundo término a la izquierda de la reaccién (2.1)) como
productos de reaccién [15, 1]. Como puede verse, el camino de ida es la condensacién
que forma el poliéster, mientras que el camino de vuelta es la hidrélisis del poliéster.

RCOOH + R'OH = RCOOR' + H,0 (2.1)

La degradaciéon consta de 2 etapas, en la primera el agua es absorbida por
el enlace éster y, como consecuencia, en la segunda tiene lugar la escision hidrolitica de
los grupos éster. Inicialmente, los productos de la reacciéon no son lo suficientemente
pequenos como para ser solubles en el medio, por lo que no se produce un cambio
significativo en la masa del material. Sin embargo, a medida que transcurre el tiempo de
degradacion, la hidroélisis provocara una disminucién del peso molecular de los productos
resultantes, lo que permitira su difusién en el medio degradante causando una reduccion
significativa de la masa [9, 22, 32, 1, 28]. A su vez, la hidrdlisis comenzara atacando

las regiones amorfas donde la difusién del agua es mayor; esto aumentara el espacio
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y la capacidad de las moléculas para moverse y reorganizarse, lo que aumentara la
cristalinidad [9].

La hidrolisis se modela generalmente mediante cinética de primer orden, es decir, la
velocidad de degradacion es proporcional a la concentracién de una sola especie. En la
ecuacion 2.2, k es la constante de velocidad de hidrolisis asociada a la probabilidad de
division molecular, F es la concentracion de ésteres y W es la concentracién de agua

[1].
dE
%:—k-E-W (2.2)
Dado que la hidrélisis serda mas rapida cuanto mayor sea la concentracion de
grupos de acido carboxilico, los productos de degradacion podrian catalizar la reaccion
acelerandola aun mas debido a los productos liberados que reduciran el pH de la so-
lucién. Si este efecto autocatalitico es considerable, podria ser muy perjudicial porque
inducirfa una respuesta inflamatoria y efectos tisulares adversos [0, 11, 28].
La degradacién enzimatica es un proceso de hidrolisis en el que se acelera la pérdida
de los productos de reaccion. Es decir, no se acelera la escisién de los enlaces éster en
si. Las enzimas capaces de catalizar la hidrolisis se denominan hidrolasas [3].En los po-
liésteres alifaticos, la degradacion por accién enzimatica consta de 3 etapas. Primero, la
adsorcién de la enzima en la superficie del sustrato. En segundo lugar, la catalisis de la
hidrélisis del enlace éster con la consiguiente y continua disminucién del peso molecular.
Y por ultimo, la escision de todas las cadenas poliméricas que sufren una pérdida de
peso importante como consecuencia de la pérdida de productos de degradacion [3, 17,
, b]. Este tipo de degradacién procede principalmente en la superficie de los polimeros
debido a su condicién hidrofilica que impide la penetracién en polimeros hidrofébicos,
como el PLA y el PCL. Por ello, en los materiales porosos, donde la superficie dispo-
nible es mayor que en los materiales no porosos, la degradacion enzimatica tiene un
mayor efecto.
Una vez que el peso molecular alcanza un determinado valor, entre 3000-5000g/mol
para el PCL por ejemplo [9, 22], se produce una pérdida de peso. Mientras que en
el caso de la degradacién enzimatica, este valor de peso molecular es mayor y, por lo

tanto, se dice que la pérdida de masa es acelerada [3].

2.3.1. Soluciones para la degradacion

= El agua destilada es agua purificada mediante un proceso de destilacién. El agua
se hierve hasta convertirse en vapor y se condensa de nuevo hasta el estado liquido
y, debido a las diferencias en la volatilidad relativa de los componentes, se obtiene
una gran pureza. Las sales, minerales, electrolitos y otros materiales organicos se
eliminan recogiendo el vapor del agua hirviendo. La diferencia entre el agua y los
fluidos de degradacion que se mencionan a continuacién es que el agua es una
solucion no tamponada, es decir, no mantiene el equilibrio del pH en los fluidos

corporales. Permite evaluar la estabilidad de los polimeros en un medio neutro.
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La norma ISO 10993 56 sugiere el uso de agua para laboratorio analitico, grado 2

[12].
» El Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) es un medio basal ampliamente

utilizado para preservar y favorecer el crecimiento de diversas células de mamife-
ros. Al exponer los polimeros a él, es posible simular su comportamiento en un
entorno biolégico mas proximo a las condiciones fisiologicas. El DMEM contiene
una concentracion equilibrada de iones de sodio, potasio, calcio, magnesio y cloru-
ro para crear un entorno fisioldgico que favorezca el crecimiento y la supervivencia
de las células. Cuadruplica la concentracion de aminoacidos y vitaminas del Medio
Esencial Minimo de Eagle original. Este medio también utiliza un sistema tampén
de bicarbonato sédico, lo que permite mantener el pH fisiolégico en un ambiente
a 5-10% COy [37]. El pH de esta solucién oscila entre 7-7,4.

» Fluidos corporales simulados modificados (m-SBF) se utilizan ampliamente en la
evaluacion de materiales bioactivos in vitro, ya que pueden tener una concen-
tracion de iones similar a la del plasma sanguineo humano. Este medio también
se utiliza para imitar las condiciones fisiologicas. En este trabajo concreto, el
SBF disenado tendra una concentracién de iones igual a la del plasma sanguineo,
diferencidndose tinicamente en la concentracién de HCO; [1] (Tabla 2.4). Esta
solucién se mantendra a pH y temperatura fisiolégicos (7,4 y 37°C respectivamen-
te).

Cuadro 2.4: Concentraciones de iones de m-SBF en comparacién con las del plasma sanguineo humano

[4].

Concentracién/mM
Plasma Sanguineo
Ton Total Disociado gl]_;)F
Na™ 142 142 142
K+ 5 5 5
Mg?+ 1,5 1 1,5
Ca?* 2,5 1,3 2,5
Cl~ 103 103 103
HCOz 27 27 10
HPO3™ 1 1 1
SO;~ 0,5 0,5 0,5

® International Organization for Standardization.
5 ISO 10993: Evaluacién bioldgica de productos sanitarios.
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= La Tripsina es una enzima hidrolasa, es decir, es capaz de catalizar la hidrélisis de
un enlace quimico [17]. Dentro de la caracterizacion de las hidrolasas, la tripsina
es una peptidasa, definida como capaz de romper los enlaces peptidicos de las
proteinas. Es una enzima producida en el pancreas, que por hidrélisis escinde los
enlaces peptidicos de las proteinas para formar péptidos méas pequenos o aminoaci-
dos. Aunque esta presente en el suero humano, no es especifica del plasma y no
tiene ninguna funcién fisioldgica en él [5]. Su presencia puede deberse simplemen-
te al recambio de células dentro del tejido que desencadena la liberacion de esta
enzima. Este tipo de hidrolasas estd relacionada con la respuesta inflamatoria de
los tejidos, ya que en las fases iniciales de ciertas enfermedades se produce una
inflamacién en la interfase biomaterial-tejido que da lugar a la adsorcién superfi-
cial de proteinas plasmaticas y a la liberacion de enzimas proteoliticas. En estos
casos, su funcién es reducir la inflamacién [5].
Todas las enzimas se clasifican segin su niimero de comisién enzimatica en funcion

de las reacciones quimicas que catalizan y la tripsina se identifica como EC.3.4.21.4

[]-

HIDROLASA
PEPTIDASA

ENDOPEPTIDASA DE SERINA

ROMPEN EL EXTREMO AMINO-TERMINAL
DE UN TRIFPEFTIDO

EC.3.4.21.4

Figura 2.7: Nomenclatura de la enzima.

Los valores éptimos de pH y temperatura para la conservacién de esta

enzima son 8 y 37°C, respectivamente.

2.4. Estado del arte

En los ultimos anos se han publicado varios estudios sobre la degradacion
de los polimeros [I, 8, 3, 5, 28, 22, 6, 14, 33, 26, 23, 13]. Algunos se centran en la
degradacion hidrolitica y otros en la enzimaética, o en ambas. Estos trabajos explican
las variables que mas influyen en estos procesos y en consecuencia, los analizan. RAH-
MAN (2012) estudia los agentes de degradacién in vivo (en el cuerpo humano) de los
poliésteres y detalla los diferentes tipos de hidrélisis para comparar la situacion in vivo
con aquella in vitro [15]. VIEIRA (1993) explica la degradacién hidrolitica y sus varia-
bles, y luego analiza la evolucién de las propiedades mecanicas [1]. SULTANA (2011)
compara el efecto de la degradacién en andamios y peliculas delgadas, considerando
conceptos como la porosidad del material, el efecto autocatalitico adverso que puede
generar y hace una evaluacién de los posibles tipos de erosién [11]. CAI (2002) inves-
tigd y comparé la degradacién hidrolitica del poliéster alifatico poli(lactida-co-clicol)
(PGLA) con la degradacion enzimatica mediada por tripsina, concluyendo que por ac-

cion de la tripsina la degradacion se aceleraba porque la enzima aumentaba la pérdida
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de productos de degradacién [3]. TSUJI (2018) y ZHANG (2015) se centraron en el
proceso de hidrolisis sufrido por el Acido Polildctico analizando su comportamiento
morfolégico y el cambio de propiedades térmicas experimentado [20, 20].Las aplicacio-
nes y propiedades de las mezclas de dcido polilactico fueron estudiadas por NOFAR
(2018), quien analizé la combinacién PLA/PCL y concluyé que una alta concentra-
cién de PCL en una muestra ralentiza la hidrélisis debido a la difusién del agua en la
fase dispersa del PLA hacia el PCL [21]. La degradacién enzimdtica de estas mezclas
también fue investigada por LIU (2000), quien descubrié que la resistencia al ataque
enzimatico es funcion del tipo de enzima y del uso de PLA amorfo o semicristalino
[2]. Los cambios en la composicién quimica de los andamios de PCL tras un proceso
de degradacién son presentados por MIM MIM (2017) quien los describe en detalle
mediante el estudio de graficas FTIR [21]. En su publicacién, Azevedo (2004) ofrece
una explicacién exhaustiva de la degradacion enzimatica y presenta un estudio de caso
que incluye la evaluacién de los cambios de propiedades mediante DSC y FTIR [5]. Por
ello, este trabajo compara los resultados obtenidos con algunas de las investigaciones
mencionadas, analizando tanto los cambios en las propiedades durante la degradacion
como los pardametros que influyen significativamente en el proceso de degradacién.
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3. Meétodos y Materiales

3.1. Preparacion de las soluciones

Para investigar el comportamiento de los andamios fibrosos fabricados por
electrospinning de los polimeros PCL y PLA, se prepararon las siguientes mezclas: PCL
150mg/ml, PCL/PLA 100/50mg/ml, PCL/PLA 75/75mg/ml y PCL/PLA 50/100
mg/ml.

Policaprolactona (M,, = 80.000g/mol, Aldrich) y PLA (dcido poli-L-lactico) fueron
utilizados. Estas mezclas poliméricas se disolvieron en Hexafluoroisopropanol (HFIP)
(ABCR) y se agitaron durante 24 horas.

3.2. Proceso de electrohilado

Las soluciones mencionadas se transfirieron a una jeringa de 15,60mm de
didmetro conectada a una aguja de 0,8x22mm. La jeringa se conecté a una bomba
de jeringa y se fij6 un caudal de 3ml/h. La distancia entre la punta de la aguja y la
jeringa fue de 24cm. La velocidad del colector se mantuvo en 250rpm y su superficie
se cubrié con papel de aluminio. Se aplicé un voltaje constante de 16kV durante todo
el proceso. Cada estera de fibra estd compuesta por 5ml de solucién polimérica y con
una velocidad de alimentacién de 3ml/h la duracién era de 100 min por estera de fibra.

3.3. Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras consistié en cortarlas, pesarlas y esterilizarlas
[16]. Con la ayuda de un molde de corte se obtuvieron muestras de aproximadamente
una pulgada de didmetro. Como indica la norma [12], el nimero minimo de muestras
por periodo de tiempo es de 3, y considerando 5 periodos de tiempo con 4 medios de
degradacion, se cortaron 204 muestras.
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Cuadro 3.1: Nidmero detallado de las muestras.

Polimero Semana Medio Total
ddH;O | DMEM | m-SBF | Tripsina | Sin medio
S0 - - - - 3 3
PCL 150 S3 3 3 3 3 - 12
S6 3 3 3 3 - 12
S9 3 3 3 3 - 12
S12 3 3 3 3 - 12
PCL/PLA 100/50 S0 A A ) A 3 3
S3 3 3 3 3 - 12
S6 3 3 3 3 - 12
S9 3 3 3 3 - 12
S12 3 3 3 3 - 12
PCL/PLA 75/75 50 i i i i 3 5
S3 3 3 3 3 - 12
S6 3 3 3 3 - 12
S9 3 3 3 3 - 12
S12 3 3 3 3 - 12
PCL/PLA 50/100 S0 - - . ) 3 3
S3 3 3 3 3 - 12
S6 3 3 3 3 - 12
S9 3 3 3 3 - 12
S12 3 3 3 3 - 12

Posteriormente, cada muestra se pesé con una balanza de escala fina (pre-
cisién de lectura 0,1 mg, Sartorius) para obtener el valor de masa inicial con el que se
calcula la pérdida de masa a lo largo de las semanas. El siguiente paso consistio en
esterilizar las muestras con luz ultravioleta (UV) para eliminar cualquier resto de vida
microbiana que pudiera haber en la superficie de los andamios o en los recipientes en
los que se habian colocado. Cada cara de los andamios se expuso a ella durante 15

minutos.

3.4. Preparacion de los medios de degradacion

Se utilizaran agua destilada, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Art.-No. 9007.1, ROTH) y fluido corporal simulado modificado (m-SBF), para la de-
gradacion hidrolitica, y Tripsina, para la enzimatica. Sélo el m-SBF se prepara a partir
de cero, ya que los demas estan disponibles en el mercado. En el caso del DMEM,
después del bano de agua a 37°C, se anadiran 5,8ml de Penicilina-Estreptomicina
(Sigma-Aldrich) (como suplemento estéril) por cada 500ml de fluido, ya que previe-
ne la contaminacion bacteriana de los cultivos celulares y provoca la inhibicién de la
sintesis proteica y la muerte de las bacterias susceptibles.
Para la preparacién del m-SBF, se siguieron los pasos detallados por OYANE (2002),
con el objetivo de obtener una solucién con la misma concentraciéon de iones que el
plasma sanguineo, difiriendo tinicamente en la cantidad de HCO3 [!]. Los siguientes
compuestos, en las cantidades indicadas (Tabla 3.2), serdn los empleados para preparar
1 litro de m-SBF.
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Cuadro 3.2: Reactivos, sus purezas y cantidades para la preparacién de 1000 ml de m-SBF.

Reactivos Pureza Cantidad [g]
NaCl 99.5 5,403
NaHCO; 99.5 0,504
NayCO3 99.5 0,426
KCl 99.5 0,225
KoHPO4 . 3H20 99 0,230
MgCly . 6H20 98 0,311
0,2M-NaOH - 100ml
HEPES 99.9 17,892
CaCl, 95 0,293
NapSO,4 99.9 0,072

Se vierten aproximadamente 700 ml de agua desionizada en un vaso de preci-
pitados de 2 litros y se colocan en el agitador magnético a una temperatura de 37°C. Se
anaden secuencialmente los compuestos quimicos en el orden especificado, asegurando-
se de que cada reactivo se disuelve completamente antes de anadir el siguiente.

El célculo de la cantidad necesaria de NaOH para la disolucion en 100ml de DI se

realizé de la siguiente manera:

0,2M-NaOH: 40 g/mol

ng=C-V =0,2M-0,0001 m* = 200 mol /m?* - 0,0001 m* = 0, 02mol (3.1)

Siendo,
» ny= cantidad de soluto [mol]

» ¢ = concentracién molar [mol/m?]

» V = volumen [m?]

m=ns-M =0,02mol -40 g/mol = 0,8 g NaOH (3.2)

100ml de agua DI y los 0,8g de NaOH fueron vertidos dentro del vaso de 200
ml. Esta solucion también se agitd a 37°C hasta que se disolvié por completo. A conti-
nuacion, se comprobé el pH de esta solucién con un dispositivo de electrodos (Mettler
Toledo). El pH obtenido fue de 12,26, que se consideré adecuado ya que el valor teérico
era de 13. La soluciéon de hidréxido de sodio con agua desionizada continué agitandose
y se anadié la cantidad necesaria de HEPES.

"HEPES= 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil)etanosulfénico
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Se anaden los compuestos quimicos que faltan y, por tltimo, se evalia el pH de la
solucion resultante. El pH obtenido es de 7,66, que se considera adecuado ya que el
valor tedrico deseado es de 74.

Por 1ltimo, se ajusta el volumen total de la solucién a 1 litro con ayuda de un matraz
y se anade més agua desionizada segtiin sea necesario. Una vez alcanzado el volumen
deseado, se transfiere a un matraz de vidrio de 1 litro y se guarda en la heladera. A
continuacion, el SBF preparado se filtra a través de un filtro estéril ventilado situado
en una campana de extraccién de gases de laboratorio para eliminar cualquier particula
de polvo y bacterias del fluido. Ya se ha demostrado que el pH y las concentraciones
de iones no se ven afectados por el proceso de filtrado.

3.5. Proceso de degradacion

Una vez que tanto las muestras como los medios de degradacion estan listos,
el siguiente paso es sumergir las muestras en ellos. Cada muestra se coloca en su lugar
correspondiente de la placa de muestras y los andamios se esterilizan una vez mas antes
de su interaccion con los medios. Esta esterilizacion se realiza sumergiendo las muestras
en etanol y lavandolas después con agua destilada.

Segun la norma ISO 10993, la relacion entre la cantidad de fluido de degradacién y la
masa de la muestra debe ser como minimo de 10ml:1g [16]. En esta evaluacién, cada

muestra se sumerge en 3ml de solucién de forma que:
= Se garantiza la cobertura total del andamio por el fluido

= Teniendo en cuenta que una parte del fluido puede evaporarse, que aun asi se
cubra toda la superficie de la muestra

= Los cambios de pH causados por los productos de degradacion liberados no sean
significativos y no interfieran con el proceso de degradacion

Las muestras se incuban a (37 £ 1)°C y a una atmdsfera de 5% COq. Como

se ha mencionado anteriormente, la extracciéon de muestras se realiza cada 3 semanas.
Durante todo el proceso de degradacién, los fluidos se renuevan cada semana ya que,
de lo contrario, no se simularia la evacuacién de productos de degradacion por flujo de
fluidos, caracteristica de las condiciones in vivo [5].
Al final de los periodos de 3 semanas, las muestras deben lavarse intensamente con
agua destilada para eliminar las impurezas y los productos de degradacién residuales y,
luego, secarse. En este caso, fueron secadas a temperatura ambiente durante al menos
2 semanas bajo la campana extractora de humos. Ya libres de humedad, las muestras
se pesaron para determinar los cambios de masa causados por la degradacion.

3.6. Proceso de caracterizacion

La morfologia de los andamios poliméricos se examind con un microscopio
electrénico de barrido (S-3400N, Hitachi). Las unidades se recubrieron con oro-paladio

mediante un equipo de recubrimiento por pulverizacion catédica (SC7620, Emitech) con
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tres ciclos de 15 segundos cada uno. Se evaluaron tres muestras por solucién polimérica y
semana en cada medio de degradacion, de cada una de las cuales se tomaron 7 imagenes
con distintas magnificaciones (x100, x500, x1500). E1 SEM se ajusté a un voltaje de 20
kV y a una distancia de observacién de 10mm. Cinco de las siete imagenes se tomaron
con un aumento de x1500 para luego, con el software AxioVision (SE64 Rel. 4.9.1,
Carl Zeiss Microscopy Deutschland), medir los didmetros de las fibras. Para ello, se
consideraron tres mediciones a izquierda y derecha de las lineas diagonales.

Las propiedades térmicas de las muestras se evaluaron con el calorimetro diferencial de
barrido (DSC 204 F1 Phoenix, Netzsch). Las mediciones se realizaron en andamios de
unos 6-9 mg operados a una velocidad de calentamiento de 10°C/min y una velocidad
de enfriamiento de 20°C/min. La configuracién de la temperatura cambia en funcién de
la solucién polimérica, ya que el PCL y el PLA tienen diferentes temperaturas de fusion;
por lo tanto, cuando sélo se ensaya un andamio fabricado con PCL, el ciclo comienza
con un periodo de enfriamiento desde 22°C a -100°C, tras 5 minutos de temperatura
constante, la temperatura aumenta a 100°C y, después de 5 minutos mas, el ciclo finaliza
con un tultimo periodo de enfriamiento a 20°C. Por su parte, en el caso de las mezclas
PCL-PLA, la temperatura maxima de calentamiento pasa de 100°C a 200°C. Las curvas
resultantes se evaluaron utilizando el software de anédlisis térmico Proteus (Netzsch),
en el que se identifican la temperatura de fusion, la transicion vitrea, la entalpia de
fusion y la temperatura de cristalizacion.

Mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Spectrum 100, Perkin
Elmer) se analizé la composicién quimica de los andamios. El pardmetro de barrido
es 4000-600cm ™! y se evalia la absorbancia. Se crean y fusionan ocho escaneos por

muestra.
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4. Resultados y discusién

La seleccién de un polimero para su aplicacion en Ingenieria Tisular tiene en
cuenta la capacidad del polimero para adaptarse en condiciones fisiolégicas sin provocar
una respuesta inflamatoria en el organismo y, para ello, la posesion de caracteristicas
adecuadas a lo largo del tiempo. Esto significa garantizar la biocompatibilidad durante
todo el periodo de degradacion, que idealmente deberia coincidir con el periodo de
cicatrizacion o regeneracién del tejido danado. Dada su excelente biocompatibilidad y
biodegradacion, se han analizado los procesos de degradacién de las mezclas de PCL y
PLA.

4.1. Espectroscopio infrarrojo por transformada de fourier

Los cambios en la composicion quimica se evaluaron mediante FTIR. Se
presentan los espectros obtenidos para los diferentes medios y tipos de polimeros a lo

largo de las semanas (Fig. 4.1-4.4).
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Figura 4.1: Anilisis de la estructura quimica de andamios de PCL 150 mg/ml antes y después de la
degradacién por 12 semanas.

El PCL es un poliéster alifatico con picos de absorcién prominentes alrededor
de 1040cm™" (correspondiente a la vibracién del enlace C—~O~-C), 1240cm™" (debido
a la vibracién del enlace C—0), 1724cm™! (atribuido al estiramiento del enlace C=0),
1865cm™! (indicando la vibracién simétrica del CHy) y 2940cm™ (correspondiente a la
vibracién asimétrica del enlace CH,). Mientras que para el PLA los picos caracteristicos
se producen a aproximadamente 1090cm ™! (correspondiente a la vibracién del enlace
C-0-C), 1180cm™! (correspondiente a la vibracién del grupo éster), 1360 cm™" (asig-
nado al grupo C—H), 1450cm™! (indicando la presencia de CH3) y 1750cm™! (debido

a la vibracion del grupo funcional éster).



24 4.1 Espectroscopio infrarrojo por transformada de fourier

Los cambios en la intensidad de los picos pueden verse en las Fig. 4.1-4.4, los que han
disminuido en la semana 12 en comparacién con la semana 0 indican la presencia de
degradacion, asi como el aumento de intensidad de los picos correspondientes al aci-
do carboxilico (entre 1700 y 1725cm™!) y alcohol (entre 3200 y 3600cm™1!), que son
subproductos de la reaccién. En el apéndice A figuran tablas comparativas de la dis-
minucién de intensidad de cada polimero. En el caso del PCL 150 mg/ml, en todos los
picos caracteristicos mencionados anteriormente, su degradacion en el m-SBF fue la
mas significativa, reflejando una mayor disminuciéon de la intensidad correspondiente
al enlace éster (1750cm™1). Por otra parte, el medio que sufrié la menor degradacion
fue DMEM, que experimenté la menor reduccién de la absorbancia.
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Figura 4.2: Anilisis de la estructura quimica de andamios de PCL/PLA 100/50 mg/ml antes y después de
la degradacién por 12 semanas.

Para la solucién polimérica del PCL/PLA 100/50mg/ml (Fig. 4.2), los picos
caracteristicos de menor nimero de onda correspondientes al PLA (1087cm™! y 1180
cm™!) fueron m4s atenuados en el agua destilada, mientras que en el DMEM la influen-
cia sobre la intensidad fue insignificante. E1l DMEM mostré la mayor disminucion de la
absorbancia para el grupo éster, un aumento de la intensidad del acido carboxilico y,
en consecuencia, presenté el mayor nivel de degradacion.

PCL/PLA 75/75mg/ml Las muestras que se degradaron en m-SBF y tripsina presenta-
ron la disminucién mas significativa de la intensidad de los enlaces éster y un aumento
de la absorbancia correspondiente al dcido carboxilico (Fig. 4.3). Por ltimo, segin el
andlisis FTIR, los andamios de PCL/PLA 50/100 mg/ml presentan el mayor nivel de
degradacion. Esto es evidente tanto por el aumento significativo de la intensidad, que
indica la presencia de acido carboxilico, como por la disminucion sustancial de la inten-
sidad correspondiente a los grupos éster. Entre los medios de degradacion, el DMEM y

la Tripsina tuvieron la mayor influencia (Fig. 4.4). largo de las semanas (Fig. 4.1-4.4).
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Figura 4.3: Andlisis de la estructura quimica de andamios de PCL/PLA 75/75 mg/ml antes y después de
la degradacién por 12 semanas.
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Figura 4.4: Anilisis de la estructura quimica de andamios de PCL/PLA 50/100 mg/ml antes y después de
la degradacién por 12 semanas.

Lo que se aprecia en los graficos presentados es que la adicién de PLA au-

menta la tasa de degradacién.
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4.2. Microscopio electronico de barrido

Los andamios, como ya se ha mencionado, se fabricaron mediante electrospin-
ning, siendo sus principales ventajas la creacién de fibras con didmetros nanométricos
y su elevada relacién superficie/volumen. El apéndice B contiene imégenes, a diferentes
aumentos, en las que esto es evidente.

Los diametros obtenidos se presentan como la media, con una incertidumbre represen-
tada por la desviacion estandar. Estos valores resultaron de la consideracion de todas
las mediciones de didmetro realizadas en las cinco imagenes de cada una de las tres
muestras de cada polimero y medio de degradacion, utilizando el software AxioVisio.

Por lo tanto, se realizaron manualmente un total aproximado de 1.200 mediciones.

Cuadro 4.1: Didmetro de las fibras a lo largo de las semanas.

, . Tiempo (semanas)

Polimero Medio 50 93 % 59 SB

PCL 150 DMEM | 3,342+0,453 | 3,035+0,376 | 3,067+0,310 | 3,037 £0,307 | 2,974 40,329
m-SBF 3,342 £ 0,453 | 2,978 £0,443 | 3,060+ 0,307 | 3,042+ 0,306 | 2,940 £ 0,372
Tripsina | 3,342+ 0,453 | 2,787 +0,530 | 2,740 £0,622 | 3,413 +0,307 | 3,308 £0,338
ddH,0 3,342 £ 0,453 | 2,862 +0,629 | 2,888 +£0,520 | 2,818 +0,521 | 2,960 + 0,432

PCL/PLA 100/50 DMEM 3,106 £ 0,366 | 2,998 +£0,422 | 2,980+0,343 | 3,037 £0,307 | 2,922 £ 0,386
m-SBF 3,106 £ 0,366 | 3,099 +£0,413 | 3,102+0,524 | 3,237 £0,408 | 3,171 £ 0,351
Tripsina | 3,106 £0,366 | 3,118 £0,485 | 3,130 £0,536 | 3,145+0,392 | 3,088 £ 0,438
ddH,0O 3,106 £ 0,366 | 2,921 +0,465 | 2,913+£0,434 | 3,027 £0,366 | 2,833 £ 0,349

PCL/PLA 75/75 DMEM 2,542 £ 0,556 | 2,422 +0,515 | 2,383 +£0,549 | 2,521 +0,452 | 2,503 + 0,457
m-SBF 2,542 £+ 0,556 | 2,485 + 0,522 2,356 £0,577 | 2,628 £0,424 | 2,401 £+ 0,458
Tripsina | 2,542 + 0,556 | 2454+ 0,535 | 2,493+ 0,502 | 2,504+ 0476 | 2,534+ 0,385
ddH50 2,542 £0,556 | 2,2624+0,619 | 2,319+0,558 | 2,416 £0,563 | 2,410 £ 0,509

PCL/PLA 50/100 DMEM 2,063 £0,685 | 2,393 +£0,587 | 2,460 +£0,602 | 2,543 £0,600 | 2,647 £ 0,469
m-SBF | 2,063 40,685 | 2,323+0,666 | 2,161+ 0,725 | 2,427+ 0,592 | 2,364 + 0,557
Tripsina | 2,063 £ 0,685 | 2,201 £0,645 | 2,312+ 0,603 | 2,357 +0,615 | 2,400 + 0,537
AddH,0 | 2,063+ 0,685 | 2,464+ 0,612 | 2,534 40,539 | 2,498 40,510 | 2,589 =+ 0,489

Se puede observar que, después de la semana doce, con la excepcién de PCL /-
PLA 50/100 mg/ml, todos los polimeros experimentaron una disminucién del didmetro
de las fibras (Tabla 4.1). Entre ellos, el PCL/PLA 75/75mg/ml mostraron el menor
cambio en todas las condiciones de degradacién, mientras que el PCL 150mg/ml ex-
periment6 una disminucién maéas notable. Ademas, puede observarse que el medio de
degradacion que tuvo la minima influencia en el didmetro fue la tripsina, cuyos efectos
fueron menos significativos. También se observa que los polimeros con mayor propor-
cién de PLA presentaron mayores desviaciones estandar, lo que indica que el tamano de
la fibra no es tan uniforme en comparacién con los otros casos. Por otro lado, el hecho
de que el comportamiento en el cambio de didmetro no sea consistente a lo largo de
las semanas podria sugerir la necesidad de trabajar durante un periodo de tiempo mas
largo para identificar una tendencia clara y obtener informacién mas detallada sobre

las variaciones o hacerlo aplicando algiin método mas automatizado.

4.3. Calorimetro diferencial de barrido

Las mayores diferencias resultantes de los graficos DSC (Fig. 4.5 - 4.8) se
encuentran entre el PCL 150mg/ml y el PCL/PLA 50/100mg/ml y, por lo tanto, se
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presentan para todos los medios de degradacion. Para el resto de los polimeros, se

presentan en el Apéndice C.
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Figura 4.5: Resultados del DSC para el agua destilada.
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Figura 4.6: Resultados del DSC para el DMEM.
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Figura 4.8: Resultados del DSC para la Tripsina.

Para una mejor interpretacion de los gréficos, se ofrece una breve explicacién.
Las propiedades térmicas se determinan realizando ciclos térmicos, un ciclo de calenta-
miento (curvas en la parte superior de los gréficos) y un ciclo de enfriamiento (curvas
en la parte inferior de los gréficos). Al trazar el flujo de calor en el eje y, los picos ascen-

dentes corresponden a los procesos endotérmicos, como la fusion y la transicion vitrea
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del material, y los picos descendentes a los procesos exotérmicos, como la cristalizacion.
Los polimeros compuestos de PCL y PLA tienen dos picos de fusion y dos de cristaliza-
cién, ya que cada uno corresponde a las temperaturas caracteristicas de cada polimero.
También deberian tener dos picos debido a la temperatura de transicion vitrea, pero lo
que ocurre es que hay un solapamiento entre la transicion vitrea del PLA y la fusion
del PCL en torno a los 60°C [7].

En esta investigacion, los resultados obtenidos indican que la temperatura de fusion
del PCL siempre aumenta con el tiempo. Esto podria deberse a los cambios que sufre
el polimero durante la degradacién en su estructura, en su masa molecular o también
a causa de los subproductos resultantes. También se comprobd que cuanto mayor es la
cantidad de PLA, menor es la entalpia de fusién del PCL y que ésta aumenta con el
paso de las semanas. Por otro lado, en el caso de la entalpia de fusion correspondiente
al PLA, ésta aumenta cuanto mayor es la concentracion de PLA y, en cuanto al periodo
de degradacion, su valor aumenta en las primeras etapas pero luego disminuye. Esto
puede atribuirse a los cambios en la cristalinidad del polimero. En otras palabras, al
principio de la degradacion, las regiones amorfas son las més atacadas porque permiten
una mayor permeabilidad del agua, lo que genera mas espacio disponible y movilidad
para el reordenamiento molecular y, en consecuencia, aumenta la cristalinidad. Sin em-
bargo, a continuacién, las regiones cristalinas se degradan [9] y, ademds, la pérdida de
peso es considerable, por lo que la disminucion de la cristalinidad pasa a ser significa-
tiva [5].

Los demés valores caracteristicos no varian significativamente, sino que oscilan siempre
en torno a su valor tedrico. MATTA (2014) [19] también comparte que la temperatura

de cristalizacién permanece aproximadamente constante con el contenido de PCL.
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4.4. Cambios en la masa

La determinacién de la masa remanente de los andamios se lleva a cabo del
siguiente modo.

Masa inicial — Masa final

Masa remanente = (1 — ) - 100 (4.1)

Masa inicial

Los resultados expresados en los graficos representan la media de las 3 muestras

de cada polimero y sus correspondientes medios de degradacién, como muestran las
tablas del Apéndice D.
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Figura 4.9: Masa remanente.
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Figura 4.10: Masa remanente.

En el caso de los polimeros que se incubaron en DMEM, el polimero que
sufre una disminucién més significativa es siempre es el PCL/PLA 75/75mg/ml. Por
otro lado, en el caso de m-SBF, la que siempre experimenta la mayor pérdida de masa
es el PCL/PLA 50/100mg/ml y lo mismo ocurre para la degradacién enzimatica. En
general, este polimero se degrada en mayor medida y mas rapidamente. Esto coincide
con los resultados obtenidos por NOFAR (2019) [24], que descubrié que, aunque tanto
el PCL como el PLA se hidrolizan muy lentamente, cuanto mayor es la cantidad de

PLA se acelera significativamente el proceso de hidrdlisis y también aumenta la velo-
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cidad de degradacion. Mientras que cuanto mayor es la cantidad de PCL, dado que su
mayor hidrofobicidad impide una réapida difusion del agua en la matriz, se ralentiza el
proceso de degradacion. Esto se refleja en la menor pérdida de masa de PCL 150 mg/ml
en todos los medios de cultivo a lo largo de las 12 semanas.

Por otra parte, entre los medios de degradacion, el efecto de la tripsina sobre el PCL/-
PLA 50/100mg/ml provoca una degradacién mas réapida y también produce una mayor
pérdida de masa. Esto se atribuye al hecho de que en la hidrélisis la pérdida de peso se
produce cuando se alcanza un valor de peso molecular critico, que para la degradacion
enzimatica es un valor mas alto y, por tanto, la pérdida de peso ocurre con mayor
rapidez que en el caso hidrolitico [3].

En combinacién con los resultados de las graficas espectroscépicas (Fig. 4.1-4.4), esto
concuerda con lo que escribe TSUJI (2000) sobre que la pérdida de masa es un indice
del contenido de oligémero (4cido carboxilico, producto de la degradacién) soluble en
agua y liberado en el medio circundante [20].
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5. Conclusiones

Una vez analizados los resultados y las referencias bibliograficas citadas en el capitu-

lo anterior, se puede concluir que la aceleracién en la velocidad de degradacién es muy
clara cuanto mayor es la cantidad de PLA en la soluciéon. Como ya se ha mencionado,
esto se debe a que tiene un grado de hidrofobicidad menor que el PCL. En cuanto a
los medios de degradacién, la degradacién enzimatica causé la mayor degradacién en
PCL/PLA 50/100mg/ml. Por otra parte, la incubacién en m-SBF influye significati-
vamente en el PCL 150 mg/ml, mientras que en DMEM los andamios méas degradados
fueron los de PCL/PLA 100/50 mg/ml.
La comparacién de la degradacién del PCL y el PLA en distintos medios contribuye a
la mejor comprensién del comportamiento de los polimeros en diferentes condiciones y
entornos. También puede proporcionar informacion valiosa sobre la biocompatibilidad
de los materiales y su potencial para aplicaciones biomédicas. Asi pues, la eleccién del
material dependera de la aplicacién prevista ya que, como se ha comentado anterior-
mente, el proceso de degradacién estard en funcién del tipo de fluido circundante, el
tiempo de regeneracion del tejido y la finalidad del andamio. Por ejemplo, PCL 150
mg/ml, , debido a su lenta tasa de degradacién, podria utilizarse para implantes ne-
cesarios durante un largo periodo o para un soporte de administracion de farmacos
a largo plazo, mientras que el PCL/PLA 50/100mg/ml seria més adecuado para un
implante de tejido cutaneo.
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Apéndice

A. Resultados FTIR

Cuadro A.1: Disminucién de la intensidad en PCL 150 mg/ml.

Medio de degradacién | No. de onda (cm™1!) Tl(SB(I]IlpO (Semsalgas) Disminucién de intensidad (%)
ddH,0O 1047 0.2232 0.2217 0.67 %
DMEM 1047 0.2232 0.2220 0.56 %
m-SBF 1047 0.2232 0.1838 17.69%

Tripsina 1047 0.2232 0.2215 9.74 %
ddH,O 1239 0.3193 0.3062 4.10%
DMEM 1239 0.3193 0.3093 3.13%
m-SBF 1239 0.3193 0.2554 20.01 %
Tripsina 1239 0.3193 0.2852 10.68 %
ddH,O 1722 0.7316 0.6562 10.32%
DMEM 1722 0.7316 0.6600 9.78 %
m-SBF 1722 0.7316 0.5310 27.43%
Tripsina 1722 0.7316 0.6213 15.08%
ddH,0O 2866 0.0690 0.0745 -7.98%
DMEM 2866 0.0690 0.0687 0.5%
m-SBF 2866 0.0690 0.0623 9.76 %
Tripsina 2866 0.0690 0.0682 1.15%
ddH.O 2945 0.1126 0.1101 2.15%
DMEM 2945 0.1126 0.1107 1.65%
m-SBF 2945 0.1126 0.0933 17.12%
Tripsina 2945 0.1126 0.1048 6.94 %




Cuadro A.2: Disminucién de la intensidad en PCL/PLA 100/50 mg/ml.

Medio de degradacion

No. de onda (cm™!)

Tiempo (semanas)

S0 S12

Disminucién de intensidad (%)

ddH,O 1087 0.3846 0.3499 9.03 %
DMEM 1087 0.3846 0.4398 -14.34%
m-SBF 1087 0.3846 0.3620 5.87%
Tripsina 1087 0.3846 0.3581 6.89 %
ddH,O 1180 0.4262 0.4033 5.36 %
DMEM 1180 0.4262 0.4231 0.72%
m-SBF 1180 0.4262 0.4145 2.74%
Tripsina 1180 0.4262 0.4162 2.35%
ddH,O 1240 0.1939 0.1831 5.56 %
DMEM 1240 0.1939 0.1559 19.58 %
m-SBF 1240 0.1939 0.1871 3.48%
Tripsina 1240 0.1939 0.1898 2.10%
ddH,O 1361 0.1176 0.1157 1.58%
DMEM 1361 0.1176 0.1141 2.91%
m-SBF 1361 0.1176 0.1167 0.71%
Tripsina 1361 0.1176 0.1172 0.29 %
ddH,O 1457 0.0770 0.0748 2.80 %
DMEM 1457 0.0770 0.0834 -8.40%
m-SBF 1457 0.0770 0.0759 1.31%
Tripsina 1457 0.0770 0.0739 3.93%
ddH,0O 1723 0.4680 0.4192 10.44 %
DMEM 1723 0.4680 0.3498 25.26 %
m-SBF 1723 0.4680 0.4518 3.46 %
Tripsina 1723 0.4680 0.4386 6.28 %
ddH,O 1757 0.2029 0.2029 -0.02%
DMEM 1757 0.2029 0.2641 -30.17%
m-SBF 1757 0.2029 0.1989 1.97%
Tripsina 1757 0.2029 0.1994 1.70%
ddH,O 2866 0.0442 0.0444 -0.47%
DMEM 2866 0.0442 0.0360 18.56 %
m-SBF 2866 0.0442 0.0471 -6.44 %
Tripsina 2866 0.0442 0.0459 -3.79%
ddH,0O 2945 0.0735 0.0714 2.93%
DMEM 2945 0.0735 0.0600 18.38%
m-SBF 2945 0.0735 0.0750 -2.05%
Tripsina 2945 0.0735 0.0741 -0.77%
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Cuadro A.3: Disminucién de la intensidad en PCL/PLA 75/75mg/ml.

Medio de degradacién | No. de onda (cm™!) T1§glpo (semsalgas) Disminucién de intensidad (%)
ddH,O 1085 0.4208 0.5018 -19.27%
DMEM 1085 0.4208 0.4461 -6.03%
m-SBF 1085 0.4208 0.3617 14.03%
Tripsina 1085 0.4208 0.3731 11.34%
ddH,O 1181 0.3751 0.4353 -16.06 %
DMEM 1181 0.3751 0.4096 -9.21%
m-SBF 1181 0.3751 0.4184 -11.55%
Tripsina 1181 0.3751 0.4044 -7.82%
ddH,O 1241 0.1235 0.1198 3%
DMEM 1241 0.1235 0.1372 -11.08%
m-SBF 1241 0.1235 0.1821 -47.41%
Tripsina 1241 0.1235 0.1686 -36.48 %
ddH,O 1365 0.0964 0.1041 -7.96 %
DMEM 1365 0.0964 0.1078 -11.78%
m-SBF 1365 0.0964 0.1235 -28.07%
Tripsina 1365 0.0964 0.1174 -21.73%
ddH,O 1455 0.0772 0.0885 -14.57%
DMEM 1455 0.0772 0.0819 -6.03 %
m-SBF 1455 0.0772 0.0741 4%
Tripsina 1455 0.0772 0.0752 2.65 %
ddH,0O 1723 0.2937 0.2719 7.44%
DMEM 1723 0.2937 0.3144 -7.04%
m-SBF 1723 0.2937 0.4233 -44.11%
Tripsina 1723 0.2937 0.4093 -39.36 %
ddH,O 1755 0.2601 0.3218 -23.712%
DMEM 1755 0.2601 0.2776 -6.73%
m-SBF 1755 0.2601 0.2030 21.96 %
Tripsina 1755 0.2601 0.2096 19.42%
ddH,O 2865 0.0316 0.0440 -39.31%
DMEM 2865 0.0316 0.0324 -2.68 %
m-SBF 2865 0.0316 0.0460 -45.74 %
Tripsina 2865 0.0316 0.0440 -39.31%
ddH,0O 2945 0.0503 0.0485 3.66 %
DMEM 2945 0.0503 0.0536 -6.60 %
m-SBF 2945 0.0503 0.0733 -45.79%
Tripsina 2945 0.0503 0.0690 -37.21%
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Cuadro A.4: Disminucién de la intensidad en PCL/PLA 50/100 mg/ml.

Medio de degradacion

No. de onda (cm™1!)

Tiempo (semanas)

Disminucién de intensidad (%)

S0 S12

ddH,O 1084 0.4726 0.4931 -4.33%
DMEM 1084 0.4726 0.4470 5.42%
m-SBF 1084 0.4726 0.4675 1.08%
Tripsina 1084 0.4726 0.4201 11.11%
ddH,O 1181 0.3608 0.4255 -17.93%
DMEM 1181 0.3608 0.4085 -13.11%
m-SBF 1181 0.3608 0.3919 -8.62%
Tripsina 1181 0.3608 0.3724 -3.20%
ddH,O 1360 0.0809 0.1008 -24.48%
DMEM 1360 0.0809 0.0997 -23.12%
m-SBF 1360 0.0809 0.0931 -15.01%
Tripsina 1360 0.0809 0.0918 -13.48%
ddH,O 1453 0.0819 0.0869 -6.16 %
DMEM 1453 0.0819 0.0804 1.86 %
m-SBF 1453 0.0819 0.0839 -2.46 %
Tripsina 1453 0.0819 0.0781 4.63%
ddH,O 1724 0.1506 0.2914 -93.52%
DMEM 1724 0.1506 0.2892 -92.06 %
m-SBF 1724 0.1506 0.2071 -37.56 %
Tripsina 1724 0.1506 0.2312 -53.52%
ddH,0O 1752 0.3205 0.3033 5.36 %
DMEM 1752 0.3205 0.2806 12.45%
m-SBF 1752 0.3205 0.3059 4.53%
Tripsina 1752 0.3205 0.2766 13.69%
ddH,O 2945 0.0344 0.0530 -54.23 %
DMEM 2945 0.0344 0.0496 -44.39%
m-SBF 2945 0.0344 0.0429 -24.82%
Tripsina 2945 0.0344 0.0423 -23.09%
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B. Resultados SEM

IMP 20.0kV 10.6mm x100 SE n IMP 20.0kV 10.5mm x1.60k SE

IMP 20.0kV 10.0mm x100 SE " iooum [P 20.0kv 10.0mm x1.50k SE

(b) Semana 12 luego de la degradacién en m-SBF.

Figura B.1: PCL 150 mg/ml en diferentes magnificaciones: 100x, 500x, 1500x.

IMP 20.0k¥ 10. 500um‘

IMP 20.0kY 9.9mm IMP 20.0kV 10.0mm x500 SE 1‘00‘um‘ IMP 20.0kV 9.8mm x1.50k $E

(b) Semana 12 luego de la degradacién en m-SBF.

Figura B.2: PCL/PLA 100/50 mg/ml en diferentes magnificaciones: 100x, 500x, 1500x.
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IMP 20.0kV 9.9mm x100 SE 500um IMP 20.0kY 9.9mm x500 SE 100um | IMP 20.0kV 9.8mm x1.50k SE

(b) Semana 12 luego de la degradacién en m-SBF.

Figura B.3: PCL/PLA 75/75mg/ml en diferentes magnificaciones: 100x, 500x, 1500x.

IMP 20.0kY 10.2mm x100 SE

(a) Semana 0.

" so0um [l IMP 20.0kv 9.5mm x500 SE 100ur

IMP 20 0k¥ 9.8mm x100 SE IMP 20,0k 9.9mm X150k SE ' 50.0um

(b) Semana 12 luego de la degradacién en m-SBF.

Figura B.4: PCL/PLA 50/100 mg/ml en diferentes magnificaciones: 100x, 500x, 1500x.
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C.

Resultados DSC
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(b) PCL/PLA 75/75mg/ml.

Figura C.1: Resultados del DSC para el agua destilada.
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Figura C.2: Resultados del DSC para el DMEM.
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(b) PCL/PLA 75/75mg/ml.

Figura C.3: Resultados del DSC para el m-SBF.
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(b) PCL/PLA 75/75mg/ml.

Figura C.4: Resultados del DSC para la Tripsina.
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Evolucién de las propiedades térmicas

Cuadro C.1: Evolucién de las propiedades térmicas en agua destilada 2.

Polimero TgpcL Tmpcr Tmpra TepeoL Tepra AHmpcy, AHmpra
S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12
1 -62.27 | -60.87 | 60.97 | 64.9 - - 26.1 | 26.33 - - 83.76 | 81.93 - -
2 59.4 | -60.37 | 60.07 | 64.23 | 174.37 | 1752 | 25.33 | 25.23 | 190.47 | 192.07 | 62.20 | 57.99 | 18.62 | 17.73
3 59.77 | -61.37 | 60.5 | 64.37 | 17557 | 176.8 | 27.97 | 2847 | 191.3 | 19177 | 24.03 | 38.13 | 35.11 | 33.04
4 5933 | -60.1 | 60.8 | 645 | 175.77 | 176.47 | 26.87 | 29.73 | 191.27 | 193 | 1748 | 4030 | 42 | 33.47
Cuadro C.2: Evolucién de las propiedades térmicas en DMEM.
Polimero TgpcL Tmpcr Tmpra Teper Tcpra AHmpcr AHmpra
S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12
1 6227 | -60.40 | 60.97 | 65.47 - - 261 | 24.1 - - 83.76 | 76.47 - -
2 594 | -59.9 | 60.07 | 64.37 | 174.37 | 175.77 | 25.33 | 25.27 | 190.47 | 191.87 | 62.20 | 55.57 | 18.62 | 18.85
3 59.77 | -59.8 | 60.5 | 64.53 | 17557 | 177.03 | 27.97 | 28.13 | 191.3 192 | 24.03 | 33.29 | 3510 | 326
4 59.33 | -60.1 | 608 | 644 | 175.77 | 175.87 | 26.87 | 29.47 | 191.27 | 192.07 | 17.48 | 40.19 | 42 | 33.24
Cuadro C.3: Evolucién de las propiedades térmicas en Tripsina.
Polimero Tgpcr Tmpcr Tmpra Tcpor Tcpra AHmpcr, AHmpy 4
S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12
1 -62.27 | -60.03 | 60.97 | 64.93 B - 26.1 | 27.63 - - 83.76 | 81.26 R B
2 594 | -60.57 | 60.07 | 64.83 | 174.37 | 176.3 | 25.33 | 25.1 | 190.47 | 191.73 | 62.19 | 62.81 | 18.62 | 17.84
3 59.77 | 60 | 60.5 | 649 | 17557 | 174.63 | 27.97 | 27.13 | 191.3 | 191.1 | 24.03 | 61.70 | 35.10 | 22.46
4 59.33 | -61.5 | 60.8 | 64.2 | 175.77 | 176.43 | 26.87 | 30.13 | 191.27 | 192.27 | 17.48 | 24.44 | 42 | 41.57
Cuadro C.4: Evolucién de las propiedades térmicas en m-SBF.
Polimero Tgpcr Tmpcy, Tmpra Tepor Tcpra AHmpcr, AHmpra
S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12 S0 S12
1 6227 | -59.97 | 60.97 | 66.33 - - 26.1 | 24.67 - - 83.76 | 78.94 - -
2 594 | -63.17 | 60.07 | 6540 | 174.37 | 176 | 25.33 | 26.1 | 19047 | 192 | 62.19 | 641 | 18.62 | 18.49
3 59.77 | -60.33 | 60.5 | 65.03 | 17557 | 175.43 | 27.97 | 27.5 | 191.3 | 192.83 | 24.03 | 55.46 | 35.10 | 24.09
4 59.33 | -60.3 | 60.8 | 64.33 | 175.77 | 176.27 | 26.87 | 29.93 | 191.27 | 192.63 | 17.48 | 20.07 | 42 | 42.82

$Polimero 1: PCL 150 mg/ml. 2: PCL/PLA 100/50 mg/ml. 3: PCL/PLA 75/75mg/ml. 4: PCL/PLA 50,100

mg/ml.
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D. Resultados de los cambios en la masa

Cuadro D.1: Masa de las muestras antes de la incubacién. Promedio en mg.

Tiempo (semanas)

Polimero Medio de degradaciéon 53 36 9 19
PCL 150 ddH50O 14.20 14.10 15.77 | 11.87
DMEM 12.90 12.50 13.53 12.93

m-SBF 11.93 13.33 11.77 | 13.07

Tripsina 16.40 | 16.20 | 15.07 | 16.03

PCL/PLA 100/50 ddH50O 14.30 13.97 14.50 15.03
DMEM 14.07 14.20 14 13.63

m-SBF 14.63 14.73 15.03 14.50

Tripsina 15.43 15.13 14.87 | 16.17

PCL/PLA 75/75 ddH50O 16.67 | 16.73 6.97 17.03
DMEM 16.97 17.17 16.87 | 13.97

m-SBF 14.67 12.73 14.60 13.53

Tripsina 11.83 11.87 11.90 12.13

PCL/PLA 50/100 ddH50O 15.17 16.07 14.90 16.37
DMEM 14.93 15.43 15.80 16.23

m-SBF 14.80 15.13 15.87 15.10

Tripsina 15.50 | 15.27 | 16.07 | 16.30

Cuadro D.2: Masa de las muestras luego de la incubacién. Promedio en mg.

Tiempo (semanas)

Polimero Medio de degradaciéon 53 36 9 19
PCL 150 ddH>O 13.90 13.93 15.20 11.77
DMEM 13.37 12.47 13.40 13.27
m-SBF 11.83 13.27 11.73 12.90
Tripsina 16.13 16.07 14.70 15.70
PCL/PLA 100/50 ddH,O 14.07 13.73 14.17 14.87
DMEM 14.17 13.93 13.83 13.27
m-SBF 14.57 | 14.50 14.60 14.40
Tripsina 15.23 14.80 14.50 15.83
PCL/PLA 75/75 ddH,O 15.93 16.03 16.27 16.17
DMEM 16.30 | 16.17 | 15.87 | 12.97
m-SBF 14.57 12.57 14.53 13.20
Tripsina 11.73 11.33 11.27 11.30
PCL/PLA 50/100 ddH>O 14.30 | 15.53 | 14.33 | 15.90
DMEM 14.47 14.63 15.20 | 15.70
m-SBF 13.80 14.13 14.93 14.17
Tripsina 14.63 14.07 11.27 14.83
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Cuadro D.3: Masa Remanente.

. . L Tiempo (semanas)

Polimero Medio de degradacion 3 36 N S1o
PCL 150 ddH50O 98.02 % 98.84% | 96.41% 99.24 %
DMEM 103.69% | 99.72% 99.02 % 102.55 %
m-SBF 99.17% 99.49% | 99.72% 98.73 %
Tripsina 98.35% 99.17 % 97.60 % 97.87%
PCL/PLA 100/50 ddH5O 98.33% 98.28% | 97.61% 98.88 %
DMEM 100.72% | 98.12% | 98.81% 97.32%
m-SBF 99.55 % 98.42 % 97.12% 99.32 %
Tripsina 98.66 % 97.75% | 97.45% 97.89%
PCL/PLA 75/75 ddH50O 95.66 % 95.82% | 95.88% 94.91%
DMEM 96.07 % 94.18% | 94.07% 92.77%
m-SBF 99.33% 98.64% | 99.54% 97.55%
Tripsina 99.19% 95.52 % 94.71 % 93.14 %
PCL/PLA 50/100 ddH5O 94.29 % 96.59 % 96.19 % 97.20 %
DMEM 96.70 % 94.71% | 96.06 % 96.67 %
m-SBF 93.24 % 93.38% 94.13 % 93.75 %
Tripsina 94.44 % 92.15% | 70.41% 90.98 %
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