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GLOSARIO

AB: Andamio Biolégico

ABs: Andamios Biologicos

IT: Ingenieria de tejidos

ITO: Ingenieria de tejido dseo

ECM: Matriz extracelular

MSC: Células madre mesenquimales
ESC: Células madre embrionarias
iPSC: Células madre pluripotentes inducidas
BMP: Proteinas morfogénicas 0seas
GF: Factores de crecimiento

PCL: Policaprolactona

PLA: Acido polilactico

PLGA: Poli(acido lactico-co-glicolico)
PGA: Acido poliglicélico

PGE: Polietilenglicol

Q: Quitosano

PBS: Tampon fosfato soédico

SBF: Fluido corporal simulado

SEM: Microscopia Electronica de Barrido
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RESUMEN EJECUTIVO

Los defectos 6seos son uno de los principales problemas de salud global, la escasez de sustitutos
convencionales para tratar esta deficiencia supone una desventada clinica, es asi como la ingenieria de
tejido 0seo (ITO) mediante la combinacion de células, factores de crecimiento y andamios, ha surgido
como una alternativa prometedora en la regeneracion de tejidos funcionales. En este estudio se
elaboraron andamios biologicos (ABs) de quitosano y policaprolactona (PCL) mediante lixiviacion de
microesferas de gelatina en diferentes concentraciones de 25, 50 y 75 por ciento con el fin de evaluar
su incidencia sobre las propiedades morfologicas, mecanicas y bioldgicas. Se obtuvieron andamios
macro y microporosos (90 a 600 micrometros), los andamios con una mayor concentracion de
microesferas presentaron una porosidad de 85.29 por ciento, resultando ser mas favorables sobre las
demas propiedades de los ABs, con una tasa de trasmision de vapor de agua de 117.18 gramos por metro
cuadrado en 24 horas, una capacidad de absorcion de agua del 249.02 por ciento y una
biodegradabilidad del 31.09 y 54.41 por ciento en fluido corporal simulado (SBF), y plasma sanguineo
respectivamente, difiriendo unicamente en las propiedades mecanicas con un modulo de elasticidad de
386.70 kilopascales, que indicd una menor rigidez del material. Los ABs resultantes demostraron
propiedades adecuadas que pueden ser aplicados en ITO, dependiendo de las caracteristicas, andamios
con una mayor porosidad para huesos esponjosos y de rapida integracion celular, y andamios de menor

porosidad para huesos densos que requieran mayor resistencia mecanica.

Palabras Clave: Ingenieria de tejido 6seo (ITO), andamios bioldgicos, biopolimeros, quitosano,

policaprolactona (PCL), lixiviacion, microesferas, biodegradabilidad.



ABSTRACT

Bone defects are one of the main global health problems, and the scarcity of conventional substitutes to
treat this deficiency is a clinical disadvantage. Thus, bone tissue engineering (BTE) through the
combination of cells, growth factors and scaffolds has emerged as a promising alternative in the
regeneration of functional tissues. In this study, chitosan and polycaprolactone (PCL) biological
scaffolds (ABs) were prepared by leaching gelatin microspheres at different concentrations of 25, 50
and 75 percent in order to evaluate their impact on morphological, mechanical and biological properties.
Macroporous and microporous scaffolds (90 to 600 micrometers) were obtained, the scaffolds with a
higher concentration of microspheres presented a porosity of 85.29 percent, proving to be more
favorable on the other properties of the ABs, with a water vapor transmission rate of 117. 18 grams per
square meter in 24 hours, a water absorption capacity of 249.02 percent and a biodegradability of 31.09
and 54.41 percent in simulated body fluid (SBF), and blood plasma respectively, differing only in
mechanical properties with a modulus of elasticity of 386.70 kilopascals, which indicated a lower
stiffness of the material. The resulting ABs demonstrated suitable properties that can be applied in ITO,
depending on the characteristics, scaffolds with higher porosity for spongy bones and rapid cell

integration, and scaffolds with lower porosity for dense bones requiring higher mechanical strength.

Keywords: Bone tissue engineering (BTE), biological scaffolds, biopolymers, chitosan,

polycaprolactone (PCL), leaching, microspheres, biodegradability.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1.Planteamiento del problema y justificacion

El dafio o perdida de tejidos y 6rganos son uno de los principales problemas de salud global (Sharma
et al., 2019). Hasta la actualidad se han empleado tratamientos que incluyen dispositivos mecanicos,
terapia con medicamentos y trasplantes (xenotrasplantes y humanos), siendo este ultima, la practica mas
comun realizada tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo (Abbasian et al., 2019). En
el Ecuador para el afio 2022 se encontraban 1827 personas inscritas en la lista de espera y se realizaron
trasplantes de érganos, tejidos y células a 597 pacientes (Espinel et al., 2023). La razon principal que
contribuye a estas estadisticas es la insuficiencia de tejidos y organos donados, ademas de las

complicaciones postoperatorias y rechazos inmunogénicos existentes (Kupiec-Weglinski, 2022).

Los tejidos y 6rganos estan constituidos por componentes celulares y una matriz extracelular (ECM).
La ECM proporciona un ambiente funcional, regular e integral y se compone de proteinas fibrosas,
glicoproteinas adhesivas y glucosaminoglicanos (Jo et al., 2021). Una de las proteinas mas abundantes
de la ECM es el colageno que representa aproximadamente una cuarta parte de la masa proteica del
cuerpo humano, siendo el Tipo I el mas frecuente en tejidos conectivos y de soporte como los huesos,
piel, tendones y ligamentos (Brudnicki et al., 2022). Estos componentes estan sujetos a sufrir cambios
y perdidas en su estructura, presentando una capacidad terapéutica escasa, lo que conducen al desarrollo

de lesiones y enfermedades cancerigenas, fibroproliferativas y ortopédicas (Arseni et al., 2018).

El tejido 6seo representa un papel importante en el mantenimiento y proteccion de los demas o6rganos
y tejidos (Ansari, 2019). El dafio y desgaste de este tejido se da en consecuencia de infecciones,
traumatismos accidentales y causas patologicas, afectando a mas de 200 millones de personas a nivel
mundial (Wu et al., 2020). Actualmente el tratamiento para las deficiencias del tejido se centra en
injertos de naturaleza autdloga y alogénica, sin embargo, el uso de estos injertos supone riesgos de
desarrollar respuestas inmunes, suministros inadecuados, procedimientos adicionales (Abdelaziz et al.,

2023). Por lo que en la actualidad las enfermedades, defectos y escasez de sustitutos dseos que imiten



las propiedades fisicas y biologicas del tejido sano siguen siendo uno de los principales desafios

clinicos, cientificos y socioecondomicos (Xue et al., 2022).

Por tanto, la ingenieria de tejidos (IT), como un enfoque multidisciplinario se ha destinado a construir
y reconstruir 6rganos y tejidos tanto blandos como duros, al combinar células con andamios bioldgicos
que actuen como ECM sintética al imitar la ECM nativa, permitiendo la adhesion, proliferacion y
crecimiento celular al adicionar factores de crecimiento (Ilijima & Otsuka, 2020). Es asi como, en las
ultimas décadas la ingenieria de tejido 6seo (ITO) ha surgido como un enfoque prometedor en la
reparacion de defectos en el tejido dseo con el propdsito de reducir los riesgos y complicaciones
relacionados con los tratamientos convencionales (Abdelaziz et al., 2023). Los andamios bioldgicos
como componentes esenciales en la ingenieria de tejidos proporcionan un microambiente adecuado para
la proliferacion y diferenciacion celular, ademas de tener la misma funcion de la ECM, permiten
mantener la union celular proporcionando una estructura fisica y de soporte al tejido (Schmidt et al.,
2021). Siendo los biopolimeros el material mas prometedor en la elaboracion de andamios bioldgicos
en ingenieria de tejidos dseos (Jeyachandran & Cerruti, 2023). Estos polimeros pueden ser de origen
natural como el quitosano, coladgeno, celulosa, fibroina de seda, gelatina y elastina, que poseen alta
biocompatibilidad y biodegradabilidad, y de forma sintética como la policaprolactona (PCL), acido
polilactico (PLA), poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA), acido poliglicolico (PGA) y polietilenglicol
(PGE) que se caracterizan por sus excelentes propiedades mecanicas y estructuras personalizadas
(Donnaloja et al., 2020), permitiendo simular las condiciones ideales del tejido huésped, de forma que
se replique con precision in vitro la arquitectura del tejido natura similar a lo que ocurre in vivo

(Abdelaziz et al., 2023).

Consecuentemente, el presente trabajo pretende combinar biopolimeros como estrategia en la
elaboracion de andamios bioldgicos altamente porosos por el método de lixiviacion de microesferas
para imitar la matriz extracelular y seleccionar aquellas estructuras de soporte que presenten

caracteristicas multifuncionales para la regeneracion de tejidos.

1.1.2.Ingenieria de tejidos (IT)

La ingenieria de tejidos (IT) es un campo multidisciplinario que busca asociar los principios de

ingenieria y ciencias biologicas con el objetivo de restaurar, mantener y potenciar la funcionalidad de



tejidos y organos deteriorados (Schmidt et al., 2021). El término IT se introdujo por primera vez en
1987, con el fin de combinar la medicina regenerativa con la tecnologia, la ciencia de los materiales,
métodos quimicos, fisicos y bioldgicos que introduzcan la interaccion entre células y materiales con los
procesos regenerativos de un tejido en especifico, superando las limitaciones de las terapias
convencionales como la deficiencia de dispositivos, 6rganos y tejidos funcionales como sustitutos en

organismos vivos, ademas de ser un potencial cientifico, ético y econdomico (Abdelaziz et al., 2023).

La IT es considerada una herramienta de vital importancia en la medicina regenerativa, mediante la
manipulacion celular, la ciencia de los materiales y la bioingenieria se ha permitido el diseflo,
construccion y desarrollo de estructuras destinadas a regenerar y repara tejidos biomiméticos, como la
piel, 6seos, musculares, nerviosos, cardiacos, de cartilago, ligamentos y tendones, entre otros (B. Guo
& Ma, 2018). Es asi que la IT comprende el desarrollo de células, andamios bioldgicos y factores de
crecimiento a fin de proporcionar un sustituto bioldgico que sea estructural, mecanica y bioldogicamente
funcional a un tejido (Caddeo et al., 2017). Elaborar estas estructuras requiere de cierta complejidad,
por tanto, es necesario tener en cuenta las caracteristicas especificas del tejido que se pretende imitar,

de forma que esta ECM sintética actiie como una ECM del tejido nativo (Sharma et al., 2019).

Los andamios deben presentar compatibilidad tanto con las células especificas del tejido como con el
entorno nativo, por tanto los diferentes tejidos y organos necesitaran de disefios y materiales unicos, ya
sea con biopolimeros naturales como el colageno, quitosano, gelatina, que se caracterizan por poseer
un alto grado de biocompatibilidad y biodegradabilidad, o de forma sintética como la PCL, PLA, PGA,
PLGA, PGE, que presentan excelentes caracteristicas mecanicas, por lo que su fabricacion dependera
de las caracteristicas morfoldgicas, mecanicas y biologicas requeridas de modo que puedan

diferenciarse, proliferar y organizarse en el tejido u érgano deseado (Kumar & Jacob, 2022).

1.1.2.1. Ingenieria de tejido 6seo (ITO)

El tejido d6seo constituye el tejido mas grande del cuerpo humano incluye funciones de estructura,
proteccion y union para demas tejidos (Ansari, 2019). Este tejido posee una estructura organica-
inorganica compleja, la matriz organica que corresponde del 20 al 30% esta compuesta principalmente
colageno del tipo I y la matriz inorgénica que consta de 45 a 60% de minerales inorgéanicos y cristales

de hidroxiapatita (HA) y un 10 a 20% de agua (Abdelaziz et al., 2023).



Los defectos 0seos se dan en consecuencia de: traumatismos, enfermedades congénitas y metabdlicas,
infecciones, tumores y trastornos de desarrollo que afectan a su estructura y composicion (Xu et al.,
2024). La capacidad que posee este tejido para autoregenerarse es minima, hasta la actualidad, su
reconstruccion y recompensacion se ha basado en trasplantes de injerto 6seo autélogo, alogénico y

xenogénico, sin embargo, estos tratamientos presentan sus propias limitaciones (Filippi et al., 2020).

La ingenieria de tejido 6seo (ITO) ha surgido como una estrategia innovadora en el campo de la
medicina regenerativa, mediante la investigacion y desarrollo de biomateriales que promuevan la
regeneracion de tejidos defectuosos, el combinar andamios biologicos con células especializadas del
tejido y factores de crecimiento son el punto de partida en el desarrollo de estructuras tridimensionales

avanzadas que faciliten la reparacion del tejido 6seo (Xu et al., 2024).

1.1.3.Componentes necesarios para la ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos comprende el uso de andamios, células y factores de crecimiento, siendo los
componentes principales y mas importantes de esta estrategia regenerativa, en ingenieria de tejido 6seo
se han utilizado diferentes tipos de andamios y estrategias que permitan mejorar el tratamiento frente a

los dafios de este tejido (Figura 1) (Fernandez-Yague et al., 2015).
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Figura 1. Componentes principales de la ingenieria de tejido oseo
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Nota: Adaptado de: Enfoques biomiméticos en ingenieria de tejido dseo: integracion de estrategias

bioldgicas y fisicomecanicas (Fernandez-Yague et al., 2015).

1.1.3.1. Células

Las células representan la fuente principal en la regeneracion de tejidos, estas son implantadas en una
estructura denominada andamio de modo que puedan proliferar y diferenciarse en un tejido nuevo
(Gautam & Ambwani, 2019). La eleccion de la fuente y el nimero de células depende del modelo y
caracteristicas del tejido nativo que se busca replicar (Moysidou et al., 2021). En ingenieria de tejidos
se han empleado tanto cé¢lulas diferenciadas somatica y células indiferenciadas como las células madre,

adultas y fetales (Kwon et al., 2018).

Las células oseas son el componente principal en el funcionamiento de los huesos, desde actividades
mecanicas, sintéticas y metabdlicas, siendo los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos las células
implicadas en la estructura y regeneracion 6sea (Ansari, 2019). Hasta la actualidad en ITO se ha hecho
uso de células diferenciadas como los osteoblastos y osteoclastos, y células indiferenciadas como las
células madre mesenquimales (MSC), las células madre embrionarias (ESC) y las células madre
pluripotentes inducidas (iPSC), siendo las mas prometedoras para la regeneracion de este tejido (L.
Guo et al., 2021). La eleccion de la fuente celular dependera de factores como: uso de células autdlogas
o alogénicas, disponibilidad, capacidad de diferenciacion, tasa de proliferacion y la posibilidad de

inmunogenicidad (Kargozar et al., 2019).

Las células completamente diferenciadas han sido utilizadas en estudios relacionados con la
citocompatibilidad y el potencial osteogénico, sin embargo, han presentado proliferacion in vitro
restringida, considerandose un impedimento para usos in vivo, por lo que sus aplicaciones se basan
principal en la evaluacion funcional de biomateriales (Kargozar et al., 2019). Es asi que el uso de
células madre gracias a su potencial terapéutico se han considerado una fuente mas fiable y adecuada
para la regeneracion Osea, incluyen las células madre mesenquimales (MSC) que pueden aislarse de
diversas fuentes como el tejido adiposo, las amigdalas y la médula 6sea, ademas de que poseen una
capacidad de diferenciacion ilimitada en linajes de células como osteoblastos, condrocitos, miocitos y
adipocitos, siendo las células madre derivadas de la médula 6sea las mas investigadas y utilizadas
(Perez et al., 2018). Asi mismo las células madre embrionarias (ESC) han demostrado capacidad de

diferenciacion en linajes especializados del hueso, sin embargo, la formacion de tumores en uno de los
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principales inconvenientes con el uso de este tipo de células (Kargozar et al., 2019). Las células
pluripotentes inducidas (iPSC) con consideradas un gran potencial en la medicina regenerativa, ya que
tiene la capacidad mayor de diferenciarse en osteoblastos ademas de formar material mineralizado

similar al hueso (Perez et al., 2018).

1.1.3.2. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento (GF) son moléculas de sefializacion implicados en varios procesos
biologicos, derivan de diferentes tipos de células como los fibroblastos, macréfagos, etc., desempenan
un papel fundamental en el desarrollo de estimulos celulares que promueven la proliferacion,
diferenciacion y migracion celular, fundamental en la curacion de heridas y respuestas inmunitarias

(Ren et al., 2020).

En ingenieria de tejidos los factores de crecimiento son necesarios para crear vinculos bioquimicos
entre las células y su entorno, facilitando la reconstruccion del tejido nativo, ademas de promover la
proliferacion y diferenciacion celular en la reparacion y regeneracion de tejidos (Guan et al., 2020). En
la IT se han estudiado y probado una amplia variedad de GF como son los factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factores de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y familias del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Z. Wang et al.,
2017).

Dentro de la ITO los principales reguladores de la regeneracion dsea incluyen el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
similar a la insulina 1 (IGF-1), factor de crecimiento transformante f1 (TGF-B1) y las proteinas
morfogénicas 6seas (BMP) (Perez et al., 2018). Estas ultimas han sido reconocidas como la familia de
factores mas eficientes en el tratamiento de regeneracion Osea, las BMP-2 aprobadas por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) son consideradas como un excelente inductor de
la diferenciacion de células mesenquimales en células osteoblasticas, responsables de la formacion de

nuevo tejido 6seo (Oliveira et al., 2021).



1.1.3.3. Andamios

Los andamios biologicos (AB) son estructuras porosas tridimensionales que proporciona soporte €
imitan el microambiente apropiado de la ECM, creando un entorno favorable al suministrar nutrientes
y factores de crecimiento permitiendo la propagacion, proliferacion y diferenciacion celular (Abbasi et
al., 2020). Los andamios deben poseer propiedades fisicas, bioldgicas, quimicas y mecanicas
apropiadas, de forma general deben ser biocompatibles, biodegradables y no téxicos que permitan el
trasporte de nutrientes, fluidos corporales, trasferencia de sefiales bioquimicas, que modulen el
comportamiento celular (Ansari, 2019). Estas estructuras deben ser disefladas y elaboradas de forma
que repliquen con precision in vitro la arquitectura del tejido natura similar a lo que ocurre in vivo (Z.
Wang et al., 2017). Por tanto, la eleccion del material dependerd de las condiciones fisiologicas y

fisiopatologicas del modelo de tejido que se busca imitar (Moysidou et al., 2021).

En ITO se requiere de la fabricacion de estructuras complejas ideales y dindmicas que ademas se deben
considerar las propiedades bioactivas y mecanica optimas como la porosidad, rigidez, topologia, etc.,

que permitan estimular la proliferacion celular y la diferenciacion osteogénica (Lee et al., 2022).

1.1.4.Biomateriales para la elaboracién de andamios bioldgicos

Los biomateriales son componentes que interactiian con los sistemas biologicos, deben cumplir con las
caracteristicas generales de los andamios, asi como con las caracteristicas especificas del sitio nativo
que se busca replicar o reparara (Krishani et al., 2023). Actualmente existe una amplia gama de
materiales para la fabricacion de andamios que se pueden adaptar a requisitos especificos (Moysidou
et al., 2021). Segin su composicion los andamios bioldgicos pueden fabricarse como ceramicas,

metales, vidrio, hidrogeles y biopolimeros (Nikolova & Chavali, 2019).

1.1.4.1. Biopolimeros

Los biopolimeros son materiales versatiles y prometedores en la elaboracion de andamios bioldgicos,

permiten tener un control en las caracteristicas morfolégica, mecanicas, biocompatibles y



biodegradables, importante para proporcionar un entorno de soporte tridimensional en el crecimiento

celular y la regeneracion de tejidos (Perez-Puyana et al., 2020).

1.14.1.1. Biopolimeros naturales

Los biopolimeros naturales son macromoléculas provenientes de fuentes naturales como animales,
plantas, algas u otros microorganismos, segun su estructura se pueden clasificar como proteinas y
polisacaridos, son usados ampliamente en ingenieria de tejidos debido a sus excelentes propiedades
biomiméticas, bioactivas y remodelacion natural (Adel et al., 2022). Sus principales ventajas se centran
en la biocompatibilidad, biodegradabilidad y la semejanza estructural, sin embargo, pueden presentar
problemas de contaminacién bacteriana, escaza resistencia mecanica y reacciones inmunogénicas
(Reddy et al., 2021). Los biopolimeros naturales preferidos en ITO son proteinas como el colageno,
gelatina y fibroina de seda, y polisacaridos como el quitosano, celulosa, alginato y acido hialurénico,
gracias a su gran similitud con la ECM, mayor biocompatibilidad, excelente biodegradabilidad y no

toxicidad (L. Guo et al., 2021).

El quitosano es un polisacarido natural derivado de la desacetilacion de la quitina (Figura 2),
proveniente de los exoesqueletos de crustaceos y paredes de hongos (Ressler, 2022). Quimicamente es
un polimero lineal compuesto por unidades de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina, unidas por
enlaces glicosidicos B(1-4). El grado de desacetilacion hace referencia a las diferentes formas del
quitosano, donde si la cantidad de N-acetil-D-glucosamina es >50 % se considera como quitina,
mientras que la cantidad de D-glucosamina es >50 % se considera como quitosano, presentando un
rango de desacetilacion de 50-95%, y un peso molecular que oscila entre 300 y 1000 kD (Gholap et
al., 2024). La solubilidad del quitosano puede depender del grado de desacetilacion y el peso molecular,
cuanto menor es la de desacetilacion el peso molecular es mayor, proporcionando mayor estabilidad
quimica y resistencia mecanica, generalmente el quitosano es soluble en disolventes con pH por debajo
de 6, como el acido acético, el &cido formico y el 4cido lactico, siendo el acido acético el mas utilizado,

y es insoluble en soluciones neutras o basicas (Ressler, 2022).
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Figura 2. Desacetiliacion de la quitina en la produccion de quitosano
Nota: Adaptado de: Biomateriales a base de quitosano para aplicaciones de ingenieria de tejido 6seo

(Ressler, 2022).

El quitosano por su naturaleza catidonica presenta propiedades biocompatibles, biodegradables y
actividad antimicrobiana (Gholap et al., 2024). La alta biocompatibilidad del quitosano se debe a la
gran similitud del polimero con los glucosaminoglicanos presentes en la matriz celular de los tejidos y
se puede relacionar con el grado de desacetilacion, al tener un valor alto la carga positiva del quitosano
aumenta lo que promueve la interaccion con varias moléculas y membranas celulares cargadas
negativamente (Fourie et al., 2022). La degradacion del quitosano se puede dar de forma quimica o
enzimatica, in vivo el quitosano es degradado por varias proteasas principalmente lisozima, que conduce
a la formacion de oligosacaridos no toxicos que se pueden incorporar a las vias metabolicas o excretarse.
La tasa de degradacion esta relacionada con el grado de desacetilacion, a un grado alto la degradacion
sera mas lenta, y a un grado bajo la degradacion sera mas rapida (Croisier & Jérome, 2013). Las
propiedades antimicrobianas caracteristicas del quitosano se deben principalmente a sus cargas
catidnicas, que mediante mecanismos de accion del quitosano se inhibe el crecimiento bacteriano, el
mecanismo mas comun es la unioén del quitosano a la pared celular de carga negativa ocasionando la
rotura de la membrana celular, seguido de la union al ADN inhibiendo la replicacion, seguidamente de
la muerte celular (Ressler, 2022). El quitosano también posee propiedades hemostaticas implicadas en
la cicatrizacion de heridas ademas de promover la infiltracién y migracion de macrofagos y neutrofilos

(Fourie et al., 2022).

El quitosano presenta gran cantidad de caracteristicas osteoconductoras favorables por lo que es

altamente considerado en ITO, sin embargo, presenta limitaciones respecto a sus caracteristicas



mecanicas por lo que es posible combinar con otros polimeros que permita mejorar sus propiedades

(Croisier & Jérome, 2013).

1.1.4.1.2. Biopolimeros sintéticos

Los biopolimeros sintéticos son polimeros artificiales fabricados a partir de mondmeros derivados del
petroleo (Ramirez et al., 2018). Presentan estructuras y propiedades personalizadas, predecibles y
reproducibles, incluida una alta pureza, buenas propiedades fisicas, mecanicas y tasa de degradacion,
de facil procesamiento y modificacion en su composicién quimica, cristalinidad y peso molecular con
el fin de lograr caracteristicas especificas (Donnaloja et al., 2020). Los polimeros comunmente
utilizados en ITO son la policaprolactona (PCL), acido polilactico (PLA), Poli (acido lactico-co-
glicolico) (PLGA), acido poliglicolico (PGA) y polietilenglicol (PGE) (Abdelaziz et al., 2023). De
forma general los polimeros sintéticos presentan propiedades bioactivas reducidas debido a su
superficie hidrofobica (Asti & Gioglio, 2014). Por tanto, es favorable combinar con otros materiales

como los polimeros sintéticos.

La policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico, se sintetiza mediante la polimerizacion de apertura
de anillo del mondémero ciclico e-caprolactona en presencia de iniciadores o catalizadores, o por
policondensacion (Figura 3) (Siddiqui et al., 2018). Tiene un punto de fusion entre 59 y 64°C, un peso
molecular que varia de 3000 a 80.000 g/ml y una temperatura de transicion vitrea de -60°C que
caracteriza a su estructura semicristalina, alcanzando un estado gomoso y una alta tenacidad (Dwivedi
et al.,, 2020). La PCL es soluble en disolventes organicos como el cloroformo, diclorometano,
dimetilformamida (DMF), benceno y tolueno (Siddiqui et al., 2018). El 4cido acético también es
considerado un disolvente “verde” gracias a sus caracteristicas de baja toxicidad y capacidad para

interactuar con los grupos funcionales presentes en el polimero (Gholipour Kanani & Bahrami, 2011).
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Figura 3. Sintesis de la Policaprolactona (PCL)
Nota: Adaptado de: Avances recientes en policaprolactona para la administracion de farmacos contra

el cancer (Bhadran et al., 2023).

La PCL en condiciones bioldgicas, se puede degradar hidrolitica o enzimaticamente y dependera del
peso molecular, cristalinidad, pH y temperatura. (Dwivedi et al., 2020). La degradacion con enzimas
se produce en los extremos de la cadena de la PCL por medio de la ruptura de los enlaces éster en
monoémeros u oligomeros, las enzimas mas utilizadas son las lipasas (Obisesan et al., 2023). La
degradacion hidrolitica se da por la presencia de enlaces éster, la absorcion de moléculas de agua corta
estos enlaces lo que conduce a la ruptura de las cadenas poliméricas resultando en la formacion de
oligdbmeros y mondmeros como el acido carboxilico (caproico), ademas, debido a la naturaleza
hidréfoba del PCL por la presencia de cinco restos -CH, como unidades repetidas, la tasa de absorcion
del agua es limitada, por lo que la degradacion hidrolitica tarda de 2 a 3 afios en completarse a diferencia
de la degradacion enzimatica que se da en menor tiempo (Obisesan et al., 2023; Woodruff &
Hutmacher, 2010). Ademas, la PCL exhibe excelentes propiedades mecanicas y biocompatibilidad
adecuada para tejido duros y blandos, sin embargo, su principal inconveniente es que presenta
bioactividad reducida como la ausencia de sitios de reconocimiento que minimizan la afinidad y
adhesion celular, hidrofobicidad alta que impide la penetracion de las células en la estructura, por lo
que es posible combinar con otros biopolimeros incluido el quitosano como una estrategia que permita

superar estas limitaciones y mejorar sus caracteristicas (Suamte et al., 2023).

Es uno de los polimeros utilizados ampliamente en varias aplicaciones biomédicas como administracion
de farmacos e ingenieria de tejidos, en ITO es preferido debido a sus caracteristicas no toxicas,
mecanicas, tiempo de degradacion y biocompatibilidad con gran variedad de tejidos (Dwivedi et al.,

2020).
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1.1.5.Fabricacion de andamios biologicos

La fabricacion de andamios depende de las propiedades y caracteristicas que se busca replicar.
Actualmente existen técnicas convencionales y avanzadas que buscan producir estructuras
tridimensionales (Collins et al., 2021). Para andamios porosos dirigidos a ITO se han empleado
métodos como la liofilizacion, espuma de gas, impresion 3D, fundicion con solventes lixiviacion de

particulas, para andamios fibrosos se ha utilizado métodos como el electrohilado (Dwivedi et al., 2020).

1.1.5.1. Métodos convencionales

Entre los enfoques convencionales para la elaboracion de andamios bioldgicos se incluyen la
liofilizacion, espuma de gas, electrohilado, fundicién con solvente y lixiviacion de particulas (Kumar
& Jacob, 2022). La liofilizacion consiste en congelar la solucion polimérica a una temperatura muy
baja solidificando el agua en forma de hielo, seguida de la sublimacion a través de un vacio y finalmente
el secado de la muestra aplicando ligera elevacion de la temperatura, resultado en una estructura seca
con tamafio de poro de 20 y 200 um con aproximadamente un 90% de porosidad (Collins et al., 2021).
La espuma de gas comienza comprimiendo polimeros biodegradables sumergidos en agua usando un
gas inerte como el didxido de carbono o el nitrogeno hasta este completamente saturado con burbujas
de gas, creando estructuras esponjosas con un tamafio de poro promedio de 30 a 700 um y una porosidad
de alrededor del 85%.(Abdelaziz et al., 2023). El electrohilado implica una solucioén polimérica cargada
en una jeringa que bajo la accion de voltajes se extraen fibras a escala nanométrica (Collins et al.,

2021).

Lixiviacion de pordégenos

En ITO la porosidad es un factor clave en el disefio de estructuras, una porosidad adecuada permitira el
crecimiento correcto del tejido y la difusion de nutrientes, esta técnica permite producir andamios con
un grado de porosidad elevado y controlado (Adel et al., 2022). Consiste en preparar una solucion
polimérica con un disolvente adecuado junto con pordgenos, se deja evaporar el disolvente y
posteriormente el porégeno se lixivian en agua destilada dejando la matriz polimérica altamente porosa
e interconectada (Abdelaziz et al., 2023). Los porogenos utilizados son particulas solubles como el

NaCl, NaHCOs, hielo, parafina o microesferas de gelatina que se pueden adaptar en diferentes tamafios
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y concentraciones. Generalmente se combinan con la fundicion de solventes para obtener una estructura

tridimensional con poros interconectados (Dwivedi et al., 2020).

)
0,0
0 e®
.0
Adicion del

porégeno

Evaporacion Lixiviacion del
del disolvente porégeno

Disolvente

. Porooe:
Polimero Porogeno

- -
Andamio poroso

Figura 4. Elaboracion de andamios por lixiviacion de porogenos
Nota: Proceso de fabricacion de andamios porosos mediante la técnica de lixiviacion de porogenos.
Adaptado de: Técnicas de fabricacion involucradas en el desarrollo de soportes compuestos para

aplicaciones de ingenieria de tejido 6seo (Murugan & Parcha, 2021).

Microesferas de gelatina

La gelatina por sus excelentes propiedades, biocompatibles, biodegradables, baja inmunogenicidad y
facilidad de manipulacion se ha considerado como un potencial material biomédico (Dong et al., 2021).
Hasta la actualidad se han usado en forma de nanoparticulas, agente de recubrimiento, porégenos o en
mezclas poliméricas (Su & Wang, 2015). Como microesferas en la administracion de farmacos actian
como vehiculos de entrega y liberacion controlada que encapsulan el medicamento sea proteinas, acidos
nucleicos e incluso células (Dong et al., 2021). En ingenieria de tejidos actian como pordgeno en la
elaboracion de andamios, ademas de ser un agente de modificacion de la superficie mejorando

significativamente la adhesion y proliferacion celular (Tang et al., 2012).

1.1.5.2. Métodos avanzados

Los métodos avanzados se basan en la creacion de prototipos mediante programas de disefio asistido
por computadora y extruccion (Kumar & Jacob, 2022). Entre las estrategias que permiten imitar la
estructura del tejido dseo se encuentran la impresion 3D, la sinterizacion selectiva por laser (SLS), la

electroescritura por fusion (MEW). La impresion 3D permite crear estructuras multicapa al distribuir
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sustancias de carga como matrices, biomoléculas y células con propiedades controlables (Song et al.,
2023). La tecnologia SLS utiliza rayos laser que fusionan y unen particulas en polvo para obtener una
estructura porosa multicapa tridimensional y multifuncional (Adel et al., 2022). La electroescritura por
fusion (MEW) combina el electrohilado en soluciéon y la impresion 3D para ensamblar con precision

fibras de pequefio didmetro (Song et al., 2023).

1.1.6.Propiedades y caracteristicas de andamios biologicos

1.1.6.1. Propiedades morfolégicas y mecanicas

En ITO es necesario considerar las propiedades morfologicas y mecanicas que garanticen una
regeneracion tisular efectiva (Lee et al., 2022). El tamaiio de los poros asi como la porosidad son
parametros que determinan el grado de infiltracion alcanzable y su resistencia mecanica, el tamafio de
los poros presenta una relacion inversamente proporcional a la resistencia a la comprension y traccion
de estas estructuras, por tanto, es sumamente importante la eleccion adecuada del tamaiio de los poros
(Krishani et al., 2023). Ademas, son factores clave en la migracion y proliferacion celular, la difusion
de nutrientes, oxigeno y productos metabolicos, esencial en la viabilidad celular y vascularizacion
(Lutzweiler et al., 2020). Los andamios porosos permiten una fijacién celular mas estable y mejor
osteointegracion con el hueso huésped, el tamafio minimo de poro comtinmente utilizados en ITO es de
100 pm y el tamafio maximo es de 900 pm, el rango ideal se encuentran de 250 a 500 um (Koushik et
al., 2023). Un tamafio de poro de 100 pm permite la difusion de nutrientes| y la migracion celular
(infiltracion de osteoblastos), con un rango de 200 a 400 se mejora la vascularizacion, se logra la
interaccion célula-célula, la migracion y proliferacion celular, y un tamafio mayor a 500 ademas de la
interaccion célula-célula permite la adhesion celular (Lee et al., 2022). El porcentaje de porosidad
adecuado oscila entre el 50 y 90% dependiendo del rendimiento mecéanico que se requiera, una
porosidad mayor de a 65% permite una mayor infiltracion de ECM, sin embargo, reducen la capacidad

estructural del andamio (Koushik et al., 2023).

La arquitectura de los andamios tanto el tamaifio, la geometria de poro como el porcentaje de porosidad
influyen en las caracteristicas mecanicas, la rigidez y la permeabilidad (Koushik et al., 2023). Es
importante que el andamio pueda soportar fuerzas multiples como la comprension, elasticidad, tension,
resistencia, rigidez, etc., parametros que influyen en la adhesion focal celular y la diferenciacion

osteogénica, permitiendo que se generen sefiales basadas en la fuerza (Lee et al., 2022).
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1.1.6.2. Propiedades biologicas

Un andamio ideal para ITO debe presentar propiedades bioldgicas como la biocompatibilidad,
biodegradabilidad, bioactividad y no toxicidad (Abdelaziz et al., 2023). La biocompatibilidad
determina la capacidad que tiene el andamio de lograr una respuesta en el cuerpo vivo, el material del
andamio permitird que las células puedan adherirse a la superficie, proliferar y formar EMC sin
desencadenar respuesta del cuerpo extrafio cuando se implanta. Los andamios biocompatibles permiten
la comunicacion entre células, la proliferacion y diferenciacion sin causar ningin efecto citotoxico y

respuestas inmunes minimas, (Deb et al., 2018).

La biodegradabilidad es la capacidad que tiene el andamio para ser degradado ya sea por accion
enzimatica o por hidrdlisis (Abdelaziz et al., 2023). La biodegradabilidad es una propiedad clave en
BTE, la tasa de degradacion debe ser ajustable de forma que las células crezcan con el tiempo y
reemplacen el andamio o la construccion sin interferir con otros tejidos u 6rganos y sin productos de
degradacion toxicos (Krishani et al., 2023).

La bioactividad se define como la capacidad para interactuar favorablemente con el entorno bioldgico
(Collins et al., 2021). En BTE un andamio es considerado bioactivo cuando exhibe cierto grado de
osteoconductividad, es decir que tenga la capacidad de sintetizar nuevo tejido 6seo tanto en la superficie
como en los poros, que ademas estimulen la vascularizacion facilitando el intercambio de nutrientes,
desechos y oxigeno, ademas poseen un grado de osteoinductividad, es decir que tenga la capacidad de
para atraer células progenitoras que promuevan su diferenciacion en células osteogénicas mediante

sefializaciones biomoleculares (Abdelaziz et al., 2023).
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1.2. Objetivos

1.2.1.0bjetivo General

Elaborar andamios bioldgicos mediante lixiviacion de microesferas para aplicaciones biomédicas.

1.2.2.0bjetivo Especificos

e Fabricar andamios bioldgicos con biopolimeros por el método de lixiviacion de microesferas.

e (Caracterizar los andamios elaborados mediante pruebas morfologicas y mecanicas.

e Evaluar los andamios fabricados mediante pruebas biologicas in vitro.
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CAPITULO I1.- METODOLOGIA

2.1. Materiales

Los recursos empleados en la ejecucion del presente trabajo de investigacion (reactivos, material

fungible y equipos de laboratorio), se enlistan a continuacion:

2.1.1.Reactivos

» Acido acético glacial (CH:COOH)

* Cloruro de sodio (NaCl)

*  Cloruro de potasio (KCI)

* Bicarbonato de sodio (NaHCO?3)

* Fosfato dipotasico (K2ZHPO4 3H20)
*  Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl12 6H20)
« Acido clorhidrico (HC1) 1.0M

*  Cloruro de calcio (CaCl2)

*  Tris(hidroximetil)aminometano

*  Alcohol deshidratado

* Aceite Mineral

* Etanol 96%

* QGelatina

*  Quitosano

* Policaprolactona (PCL)

* Pastillas de PBS

* Span 80

* Aguadestilada

* Agua desionizada
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2.1.2.Material fungible

*  Vasos de precipitacion, 50, 100, 250, 1000 mL
* Placas Petri de plastico

* Pipeta Pasteur

* Placas de 24 Pocillos

e Probeta 10, 50 mL

¢ Tubos Falcon

* Magnetos
* Bisturi
e Jeringas

* Paquete de guantes quirurgicos

*  Micropipetas de 20-200 pL, 1000 -5000 pL
* Frascos de vidrio de tapa azul de 500 mL

* Papel aluminio

* Papel filtro

2.1.3.Equipos de laboratorio

* Balanza Analitica (Precisa, XB220A)

* Plancha de calentamiento (IKA, C-MAG HS7)

* Incubadora (Memmert, IN30)

* Campana Extractora de gases (NOVATECH)

*  pH metro (Mettler Toledo, Seven Compact)

* Autoclave (HIRAYA MA, HV-110)

* Centrifuga (HETTICH, ROTINA 380)

* Refrigerador

* Desecador

*  Microscopio electronico de barrido (SEM) (VEGA3 TESCAN)
* Maquina universal de ensayo (Shimadzu, AGS-50kNX)
*  Durémetro Shore D (TYP-100D)
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2.2. Métodos

2.2.1.Fabricacion andamios biolégicos con biopolimeros por el método de lixiviacion de

microesferas

2.2.1.1. Preparacion de las microesferas de gelatina

Se prepararon microesferas de gelatina mediante le método de emulsion agua en aceite (W/O).
Brevemente se prepard una solucion de gelatina al 20%, se afiadid en aceite mineral bajo agitacion
magnética. La emulsion se enfrid en un bafio de hielo y se lavd con una solucion de etanol para
deshidratar las microesferas producidas y eliminar la fase oleosa (Anexo 1). Se secaron y se

almacenaron a temperatura ambiente para posteriormente ser usadas como porogenos (Chen et al.,

2017).

2.2.1.2. Preparacion de las soluciones poliméricas

Para la preparacion de las soluciones poliméricas se utilizo quitosano de la marca Chemsavers con 90%
de desacetilacion y policaprolactona (PCL) de la marca Sigma-Aldrich. Se disolvié la PCL a una
concentracion del 10 % en acido acético bajo agitacion magnética hasta que esté bien disuelta y alcance
una coloracion transparente, seguidamente se afiadié quitosano a una concentracion del 2 % en agitacion
hasta obtener una mezcla completamente homogénea (Anexo 2) (Ehterami et al., 2018; Sun et al.,

2009).

2.2.1.3. Fabricacion de los andamios por lixiviacién de microesferas

Se afiadi6 las microesferas de gelatina a la solucion polimérica en concentraciones de 25%, 50% y 75%,
se mezclaron hasta que queden bien distribuidas, se vertiéo en moldes, se evaporo el disolvente de las
muestras. Para lixiviar las microesferas de gelatina se sumergieron las muestras en agua destilada, se

secaron a temperatura ambiente y se colocaron en un desecador hasta su posterior caracterizacion
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(Anexo 3). (Kiran et al., 2015; Zhao et al., 2020). Se obtuvieron tres andamios porosos diferentes que

fueron analizados, morfolégica, mecanica y biologicamente.

:%f 0&.« 1 A
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Solucion polimérica + Placa de 24 pocillos

microesferas Evaporacion
del disolvente

T l
(—
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.
AT

Secado y almacenado Lixiviacion

Figura S. Proceso de elaboracion de andamios biologicos de quitosano y policaprolactona por

lixiviacion de microesferas de gelatina

2.2.2.Caracterizacion los andamios elaborados mediante pruebas morfolégicas y mecanicas

2.2.2.1. Evaluacion morfolégica

El andlisis morfologico se realizd mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Se tomaron
pequefios trozos del andamio, se colocaron en la platina de muestras y se analizo el corte y la superficie
(Anexo 4A). Las morfologia y didametro de los poros se obtuvieron mediante imagenes SEM en una

escala de 500 um (Poddar et al., 2021).
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2.2.2.2. Evaluacion de la porosidad

La porosidad se determin6 mediante el método de desplazamiento del liquido, se midi6 el peso inicial
del andamio (Wi), seguidamente se sumergieron en 1mL de alcohol deshidratado durante un periodo de
48 horas, transcurrido este tiempo se volvieron a pesar las muestras (Wf) (Anexo 4B). Se calculo la

porosidad en base a la siguiente ecuacion (Yazdanian et al., 2023).

L W =WDp,
Porosidad (%) = WF + o) T (o = p)We 100 (D

Donde:
pp: Densidad del alcohol deshidratado

pp: Densidad de los biopolimeros
2.2.2.3. Evaluacion de la tasa de trasmision de vapor de agua (WVTR)

La tasa transmision de vapor de agua (WVTR), se evalu6 en referencia a la metodologia mencionada
por (Bahadoran et al., 2020). En el cual las muestras se colocaron en la abertura de recipientes de tubos
de hemolisis con un diametro igual a 13 mm, contenidos de 10 mL de agua destilada, se registraron los
pesos iniciales (Wi), posteriormente los recipientes se colocaron en una incubadora a 37°C durante 24h,
se volvio a registrar la pérdida de peso (Wf) (Anexo 4C). La tasa de transmision de vapor de agua se

calcul6 con la siguiente ecuacion (Bahadoran et al., 2020).
Wi )
WVTR = o g/mch 2

Donde:
A area de la abertura del tubo de hemolisis
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2.2.2.4. Evaluacion mecanica

Se evalud la resistencia a la traccion de acuerdo con la norma ASTM D638, se cortaron muestras del
andamio en probetas y se conectaron a la maquina universal de ensayo (Anexo 5A), con una velocidad
de extension de 1 mm/min y una longitud de calibre de 100 mm, se registro la resistencia a la traccion,
la deformacion y el médulo de elasticidad (Bombaldi de Souza & Moraes, 2022). La dureza shore se
evaluo utilizando un durémetro clasico (Anexo 5B) (Di Maro et al., 2024).

2.2.3.Evaluacion de los andamios fabricados mediante pruebas biolégicas in vitro

2.2.3.1. Evaluacion de la capacidad de absorcion de agua

La capacidad de absorcion del agua se determiné por medio del grado de hinchamiento. Se coloc una
muestra del material del andamio seco de peso conocido (Wi) en 2mL de soluciéon PBS durante un
tiempo de 6h a temperatura ambiente, se registro el peso humedo (Wf) en intervalos de 30 minutos
(Anexo 6). La cantidad de agua retenida se calculd mediante la siguiente ecuacion (Bahadoran et al.,

2020).

, ., Wy - wi)
Capacidad de absorcion(%) = —w " 100 3

2.2.3.2. Evaluacion de la biodegradabilidad

La biodegradabilidad se determindé mediante la inmersion de las muestras de andamios en plasma
sanguineo y fluido corporal simulado (SBF) con concentraciones de iones similares al plasma sanguineo
(Anexo 7). El SBF se prepard siguiendo la metodologia de Kokubo & Takadama (2006), para lo cual
en 70 ml de agua destilada a 36.5°C + 0.1 en agitacion magnética se disolvio NaCl (0.8035 g), NaHCO;
(0.0355 g), KCI1(0.0225 g), Ko2HPO43H,0 (0.0231 g), MgCl, ¢H0 (0.0311 g), HC1 1.0M (3.9ml), CaCl,
(0.0072 g) en el respectivo orden dejando disolver completamente cada uno antes de agregar el
siguiente, se anadid agua hasta un total de 90 mL, hasta el momento el pH de la solucién es 2.0 = 1.0,

se ajusto el pH a 7.4 con Tris (0.6118) g y HCI 1.0 M (0-0.5 mL) y finalmente se aforé a 100 mL.
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Se sumergieron los andamios previamente pesados (Wi) en plasma sanguineo y solucion SBF, se
incubaron a una temperatura de 37°C durante un periodo de 6, 12, 16, 22 y 29 dias, en cada intervalo
de tiempo se pesaron las muestras (W), se lavaron con etanol y se remplazaron las soluciones. La
biodegradabilidad se calculdo mediante la siguiente ecuacion (Melnik et al., 2019; Pipattanawarothai
et al., 2017).

., Wi — Wf)
Tasa de degradacion (%) = —w " 100 (4)
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CAPITULO IIL.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

3.1.1.Fabricacion de andamios bioldgicos con biopolimeros por el método de lixiviacién de

microesferas

3.1.1.1. Preparacion de las microesferas de gelatina

Se prepararon microesferas de gelatina por el método de emulsion agua en aceite (W/O) (Anexo 1). En
la Figura 6, se presentan micrograficas SEM correspondientes a las microesferas de gelatina obtenidas,
presentaron un tamafio de particula uniforme, morfologia esférica y superficie lisa, y un rango de
diametro de 100-600 pm (Figura 6A), también se obtuvieron microesferas con tamafios <100 pm
(Figura 6B). Los diametros de las microesferas determinan la distribucion del tamafio y la
interconectividad de los poros del andamio. La velocidad de agitacion, la concentracion del tensioactivo
y el disolvente de extraccion controlan el tamafio, morfologia y superficie de las microesferas (Peng et

al., 2012).

SEM HV: 8.0 kV wo: 2486 mm | VEGA3 TESCAN  SEM HV: 8.0 kV. WD:2386mm | |
500 pm

View field: 2.22 mm Det: SE View field: 947 ym Det: SE 200 pm
SEM MAG: 156 x__ Date(m/dly): 05/08/24 Laboratorio Materiales UTA SEM MAG: 365 x___ Date(midly): 05/08/24

Figura 6. Micrografias SEM de microesferas de gelatina
Nota: Se observan microesferas de gelatina ligeramente dispersas de superficie lisa con un rango de

diametro entre 100 y 600 pm (A), microesferas de didmetro <100 um (B).
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Las microesferas de gelatina son utilizadas convenientemente como porogenos en la preparacion de
andamios biologicos, ademas de que permiten crear estructuras porosas interconectadas, actiian como
agentes modificadores de la superficie mejorando la biocompatibilidad de la estructura con el entorno

celular (Tang et al., 2012).

3.1.1.2. Fabricacion de andamios biolégicos por lixiviacién de microesferas

Se fabricaron andamios porosos compuestos de PCL/Quitosano por el método de lixiviacion de
pordgenos, se utilizaron microesferas de gelatina en diferentes concentraciones con un rango de tamaio
de 100-600 pm con el fin de evaluar la incidencia de la porosidad en las propiedades del andamio. Las
concentraciones de las soluciones poliméricas de PCL, quitosano y microesferas de gelatina preparadas
(Anexo 2) se especifican en la Tabla 1, y se utiliz6 acido acético al 80% como disolvente. La PCL y el
quitosano son polimeros de composicion quimica diferentes, considerandose al acido acético como un
solvente adecuado para ambos polimeros obteniendo mezclas completamente homogéneas, ademas de
que presentan baja toxicidad en comparacion con disolvente organicos usados comtinmente para la PCL
(Wan et al., 2009). El quitosano como biopolimero natural con excelentes caracteristicas biologicas, y
la PCL por sus propiedades mecanicas han sido utilizados en varias investigaciones de regeneracion del
tejido 6seo. La adicion de quitosano en andamios de PCL como revestimiento de superficies y como
mezcla mejora significativamente las propiedades bioldgicas y fisicas, atribuyéndose ademas al

quitosano como un excelente portador de factores de crecimiento (Cui et al., 2017).

Tabla 1
Composicion de las soluciones poliméricas
ABs Concentracion de Concentracion de Concentracion de
PCL Quitosano microesferas de gelatina
1 25% 2.5% 25%
2 25% 2.5% 50%
3 25% 2.5% 75%

Nota: La concentracion de microesferas corresponde al peso total de PCL y quitosano

Cada una de las mezclas poliméricas se vertieron en placas de 24 pocillos (Anexo 3), se evaporo el

disolvente y se lixiviaron las microesferas en agua destilada teniendo como resultado los andamios
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mostrados en la Figura 7, con un espesor de 4 mm y un area de 428.83 mm?. El proceso de lixiviacion
depende de las propiedades del porogeno teniendo en consideracion el tiempo, la temperatura y el
disolvente adecuado que permita su eliminacion total del armazon, un tiempo de lixiviacion mas corto
podria disminuir significativamente el grado de degradacion del andamio en el proceso de lixiviacion
lo que influye en sus propiedades mecanicas y comportamiento celular (Liang et al., 2018). El agua
destilada es un disolvente adecuado para lixiviar microesferas de gelatina ademas de que no afectan ni
modifican las propiedades poliméricas del andamio, el tiempo Optimo para lixiviar este porégeno varia
de 12 a 48 horas (L. Wang et al., 2015), en comparacioén con otros porégenos comunmente usados
como las particulas de sal que han presentado un tiempo de lixiviacion de hasta 72 horas (Ruiz et al.,
2021), o microesferas de parafina con un tiempo de lixiviacion de 48 horas a 37°C utilizando hexano
como disolvente (Poddar et al., 2021). En el estudio de Tang et al. (2012) se utilizaron plantillas de
microesferas de gelatina como pordgeno en la fabricacion de andamios de poli (acido lactico-co-
glicolico) (PLGA) para la regeneracion osteocondral, después de las 12 horas de lixiviacion en agua
destilada caliente evidenciaron que ain existian moléculas de gelatina atrapadas en la matriz PLGA, sin
embargo, esto favorecid la proliferacion y migracion de osteoblastos, evitando efectos adversos en las
células. La gelatina, biopolimero natural formado del rompimiento de la triple hélice del colageno
presenta excelentes propiedades biocompatibles biodegradables y no antigenicidad (Dong et al., 2022),
poniendo en evidencia las ventajas de utilizar microesferas de gelatina como porogenos en la
fabricacion de andamios porosos para tejido 6seo. En la Tabla 2, se muestra que el peso de los ABs
después del proceso de lixiviacion disminuyd considerablemente, lo cual evidencia la eliminacion de

las microesferas de gelatina de la matriz polimérica.

Tabla 2

Pesos de los andamios antes y después de lixiviar

Tipo de AB Peso antes de Peso después de Peso perdido (g)
lixiviar (g) lixiviar (g)
Q/PCL - 25% de Microesferas 0.3173 0.2621 0.0552
Q/PCL - 50% de Microesferas 0.3774 0.2586 0.1188
Q/PCL - 75% de Microesferas 0.5291 0.2397 0.2894

Los resultados obtenidos muestran que los ABs antes del proceso de lixiviacion presentaron una
coloracion amarillenta por la presencia de microesferas de gelatina, una menor concentracion denotd

una coloracion ligera, mientras que a una mayor concentracion la coloracion era mas intensa (Figura
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7A, B, C), posterior al proceso de lixiviaciéon los ABs con las tres concentraciones distintas de
microesferas de gelatina presentaron una coloraciéon blanquecina (Figura 7D, E, F), esto debido a la
ausencia de las microesferas en la estructura. Sin embargo, la textura y rigidez era diferentes, los ABs
25% Microesferas mantenian una forma circular simétrica, con textura lisa y una estructura mas rigida
y dura, los ABs 50% Microesferas presentaron una forma menos simétrica de estructura rigida, y textura
ligeramente rugosa, mientras que los ABs 75% Microesferas mostraron una forma circular asimétrica
de estructura blanda y textura rugosa. En la Tabla 2, se muestra que el peso de los ABs después del
proceso de lixiviacion disminuyd considerablemente, lo cual evidencia la eliminacion de las

microesferas de gelatina de la matriz polimérica.

Figura 7. ABs obtenidos por lixiviacion de microesferas de gelatina

Nota: Andamios biologicos de quitosano y policaprolactona obtenidos por lixiviacion con microesferas
de gelatina de 4 mm de espesor y 428.83 mm? de area, (A, B, C) ABs antes del proceso de lixiviacion,
(D, E, F) ABs después del proceso de lixiviacion, (A y D) ABs 25% Microesferas, (B y E) ABs 50%
Microesferas, (C y F) 75% Microesferas.

Es aspecto superficial de los andamios también influye en el comportamiento celular. Una estructura
mas rugosa mejora la union, proliferacion y diferenciacion de las células formadoras del tejido dseo,
ademas de regular la capacidad de los osteoblastos en la sintesis y secrecion de factores que favorecen
la osteogénesis (Bombaldi de Souza & Moraes, 2022). En el estudio de Kim & Kim (2015) se
sembraron células madre mesenquimales humanas (hMSC) en andamios de PCL con una rugosidad

alta, los resultados mostraron que la superficie con mayor rugosidad condujo una viabilidad celular y
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capacidad osteogénica superior en comparacion con el crecimiento de células cultivada en control de

placa de cultivo.

En la Figura 8 como pruebas preliminares se observan micrografia SEM correspondiente a los ABs 30
minutos después del proceso de lixiviacion (Anexo 3C), la Figura 8A correspondiente a los ABs 25%
Microesferas muestra una estructura con porosidad minima, en la Figura 8B de los ABs 50%
Microesferas aun se pueden apreciar microesferas presentes en la estructura, la Figura 8C de los ABs
75% Microesferas muestran una estructura compacta con microesferas presentes, sin embargo pasado
las 24 horas de lixiviacion se evidencio que el ABs Q/PCL-75% Microesferas presentaron una estructura

muy fragil con incidencia a la degradacion en el proceso de lixiviacion.
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Figura 8. Micrografias SEM de los ABs a los 30 minutos del proceso de lixiviacion
Nota: Andamios bioldgicos a los 30 min de lixiviacion, (A) ABs Q/PCL- 25% Microesferas, (B) Q/PCL
50% Microesferas, (C) ABs Q/PCL 75% Microesferas.

Se obtuvieron andamios de quitosano y policaprolactona (PCL) mediante la técnica de lixiviacion de
microesferas de gelatina, la variacion de concentracion de pordgenos resultaron en estructuras
favorables con diferentes porosidades que fueron caracterizadas morfoldégica, mecanica y
bioldgicamente, de forma que puedan ser aplicados en ingenieria de tejido 6seo adaptandolos a

requerimientos especificos.

3.1.2.Caracterizacion de andamios elaborados mediante pruebas morfolégicas y mecanicas
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3.1.2.1. Evaluacién morfolégica

La estructura y morfologia del andamio incluido la arquitectura, porosidad, tamafio, forma y
distribucion de los poros, influye directamente en el desempefio del armazoén, crecimiento, migracion y
proliferacion celular, asi como en el trasporte de oxigeno y nutrientes (Bombaldi de Souza & Moraes,
2022). La distribucion del tamaiio y conectividad de los poros es controlada por el tamafio y proporcion
del porogeno, de forma que estimule la formacion del tejido nuevo. Los tamafios de poros cominmente
utilizados en andamios ITO varian entre 100 y 900 pm, sin embargo, un rango de tamafio 6ptimo de
250 a 500 um es preferido para el crecimiento celular interno, poros con tamafios extremadamente
grandes pueden reducir la resistencia del andamio y afectar su capacidad estructural, mientras que poros
extremadamente pequefios inducen a la condrogénesis desencadenando en la formacion de tejidos

cartilaginosos en lugar de tejido 6seo (Koushik et al., 2023).

Se presentan micrografias SEM que evidencian la morfologia de los ABs a diferentes concentraciones
de microesferas de gelatina. Se observo macroporos y microporos con un rango de tamafio de 90 a 600
um y una morfologia de poro irregular. En la Figura 9 se ilustran micrografias correspondientes a la
superficie de los andamios, mientras que en la Figura 10 se presenta el corte. Los ABs Q/PCL 25%
Microesferas denotan una morfologia lisa con un tamafo de poro entre 191.75 y 435.97 pm, un tamafio
promedio de 302.10 pm y una interconectividad baja (Figuras 9A, D; 10A, D. Los ABs Q/PCL 50%
Microesferas presentaron un tamafio de poro entre 107.55 y 633.19 um y un promedio de 279 um, con
una distribucion uniforme de los poros (Figuras 9 B, E; 10 B, E). Mientras que los ABs Q/PCL 75%
Microesferas, presentaron un tamafio de poro entre 167.17 y 561.11 um y un promedio de 290 pm con

una morfologia rugosa e interconectividad elevada (Figuras 9C, F; 10 C, F).
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Figura 9. Micrografias SEM de la superficie de los ABs

Nota: Morfologia SEM de la superficie de andamios biologicos de quitosano y PCL obtenidos por
lixiviaciébn con microesferas de gelatina, (A y D) ABs 25% Microesferas, (B y E) ABs 50%
Microesferas, (C y F) 75% Microesferas (D, E, F) tamafio de poros de los ABs.
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Figura 10. Micrografias SEM del corte de los ABs

Nota: Morfologia SEM del corte de andamios biologicos de quitosano y PCL obtenidos por lixiviacion
con microesferas de gelatina, (A y D) ABs 25% Microesferas, (B y E) ABs 50% Microesferas, (C y F)
75% Microesferas, (D, E, F) tamafo de poros de los ABs.

Los andamios con macroporos promueven la formacion del tejido dseo y la vascularizacion, las células
de osteoblastos (10 a 50 um de tamafio) prefieren un tamafio de poro de 250 a 350 um para la
regeneracion del hueso mineralizado, la infiltracion de macréfagos y células involucradas en la
colonizacion, migracion, eliminacion de desechos y bacterias, mientras que la presencia de microporos
(<150 pum) proporcionan una mayor superficie estimulando el intercambio i6nico y la adsorcion de
proteinas oseas. (Pei et al., 2023). Diferentes tamafios de poro permiten la union de diferentes tipos de
células en andamios de PCL, tamafios de poro entre 380 a 405 um permite la proliferacion de
condrocitos y osteoblastos, los fibroblastos prefieren un tamafio de poro de 186 a 200 um, mientras que
un tamafio de 400 pm favorece la angiogénesis y mejora la capacidad de formacion de hueso en los

andamios (Dwivedi et al., 2020).
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El tamafio de los poros obtenidos para los ABs quitosano/PCL son comparables con andamios para
tejido 6seo obtenidos en investigaciones similares. En el estudio de Zhao et al. (2020) se elaboraron
andamios de colageno y PCL con tamaios de poro que oscilaban de 250-500 um, mediante lixiviacion
de particulas de sal. Ruiz et al. (2021) fabricaron andamios con B-fosfato tricalcico por lixiviacion de
particulas de sacarosa en diferentes concentraciones, los tamafios de poro obtenidos se encontraban en
un rango de 90 a 600 um, ademas presentaron una morfologia irregular. Tang et al. (2012) produjeron
andamios a base de PLGA para la regeneracion osteocondral, utilizando de microesferas de gelatina de
tamatfio creciente graduado como porogeno, obtuvieron tamafos de poros pequefios (80-200 um), poros

intermedios, (200-350) um y poros grandes (350-450 pm).

La interconectividad entre los poros es un factor importante en la proliferacion y crecimiento celular,
ademas de que mejora la distribucion del espacio para promover la formacion del tejido homogéneo
(Bombaldi de Souza & Moraes, 2022). La interconectividad de los poros en los andamios obtenidos
muestra una relacion directamente proporcional a la cantidad de microesferas de gelatina usadas como
porogenos, siendo los ABs con 25% de microesferas el que mostro menor interconectividad y los ABs
con 75% de microesferas los que mostraron mayor interconectividad (Figuras 9 y 10). En el estudio de
Agrawal et al. (2000) se investigaron la influencia de diferentes proporciones sal (porogeno): polimero
en el grado de porosidad y permeabilidad, identificaron que una mayor de proporcion del porégeno
conduce a una mayor interconectividad, es asi que la cantidad de porégeno en el polimero determina
las interconexiones que se forman en las regiones donde existe cercania entre los porégenos como un

indicador de la interconectividad en los poros.

La heterogeneidad en los poros proporciona propiedades fisiolégicas y estructurales unicas a los
andamios ITO con multiples caracteristicas criticas para la curacion 6sea. El tejido dseo presenta una
estructura organizada jerarquicamente, el hueso cortical mas denso y el hueso trabecular esponjoso que
consiste en una red mas abierta ocupada por vasos sanguineos y médula 6sea (Koushik et al., 2023).
La porosidad graduada permite que el andamio imite de manera mas precisa la estructura y las
propiedades mecanicas del hueso natural, en donde tanto el tamafio de los poros como la porosidad

tienden a cambiar entre el hueso cortical y el hueso trabecular (Abbasi et al., 2020).

De acuerdo con los resultados obtenidos, los ABs Q/PCL 75% Microesferas presentan una mayor
cantidad de macroporos y microporos con una interconectividad alta y una superficie rugosa adecuada
proliferacion y crecimiento celular. Los ABs Q/PCL 50% Microesferas tienen una estructura menos

porosa, con una menor interconectividad y superficie menos rugosa, mientras que los ABs Q/PCL 25%
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Microesferas presentaron menor cantidad de macro y microporos con una interconectividad baja y una
superficie lisa, no obstante, la aplicacion de cada tipo de andamios dependera de las caracteristicas del

tejido 6seo que se busca restaurar.

3.1.2.2. Evaluacion de la porosidad

El porcentaje de porosidad en los andamios indica los espacios libres que posee la estructura, esta
propiedad influye directamente con las propiedades mecanicas y bioldgicas. La porosidad permite la
migracion y proliferacion de las células madre mesenquimales (MSC) y los osteoblastos responsables
de la formacion del tejido 6seo (Zhou et al., 2023a). Los andamios utilizados en ITO presentan
porosidad entre del 50% y 90%, un porcentaje de porosidad alto (>65%), proporciona un espacio
superficial mas grande lo que permite una mayor infiltracion celular con la ECM, sin embargo, reduce
su capacidad estructural, mientras que una porosidad inferior al 65% proporciona mayor resistencia
mecanica, no obstante, se reduce la capacidad de interaccién y propagacion de las células en la ECM

(Koushik et al., 2023).

La evaluacion de la porosidad en los tres tipos de ABs se determiné mediante el método del
desplazamiento del liquido (Anexo 4B), se utilizo alcohol deshidratado como solucion apolar capaz de
infiltrarse por todos los poros presentes en el andamio sin ocasionar hinchamientos ni contracciones y

sin inferir en las propiedades del material (Loh & Choong, 2013).

En la Figura 11, se presentan los resultados obtenidos referente a los porcentajes de porosidad de los
diferentes tipos de ABs, en donde para los ABs Q/PCL 25% Microesferas se observo una porosidad del
61.50%, los ABs Q/PCL 50% Microesferas presentaron un 72.40% de porosidad y los Q/PCL 75%
Microesferas un 85.29%. Los analisis estadisticos revelaron que existe diferencia significativa (p-value
< 0.05) entre las medias de los porcentajes de porosidad de los tipos de andamios, asi mismo con un
nivel de confianza del 95% la comparacion de medias de los porcentajes resulto ser significativamente
diferentes para todos los ABs (Anexo 8 y 15). La diferencia significativa se atribuye a las diferentes
concentraciones de pordgenos agregados a la matriz polimérica, pues el porcentaje de porosidad es un

parametro que influye en la funcionalidad y en las demas propiedades de los andamios.
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Figura 11. Porcentaje de porosidad de los ABs
Nota: Porcentajes de porosidad obtenidos, para los ABs 25% Microesferas un promedio de
61.50+£2.22%, para los ABs 50% Microesferas 72.40+0.75% y para los ABs 75% Microesferas

85.29+0.58%. Los resultados son significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

La porosidad de los andamos puede modularse seleccionando la cantidad adecuada de pordgeno. En el
estudio de Wan et al. (2009) se elaboraron andamios de policaprolactona y quitosano mediante
lixiviacion de particulas de sal utilizando dos concentraciones de porogenos del 75 y 85%, se evidencio
que las porosidades se encontraban en un rango de 68.2% y 72.1% ademas mencionan que la PCL
promueve una mayor porosidad a diferencia del quitosano que aumenta la viscosidad de la solucion
disminuyendo la incidencia a la porosidad. En el estudio de Santos et al. (2021) se elaboraron andamios
de PCL utilizando bicarbonato de amonio como pordégeno en concentraciones del 50% y 75% del peso
de la mezcla inicial, los resultados obtenidos demostraron rangos de porosidad de 72.6 a 78.4% y 81.6
a 82.8% respectivamente evidenciando que un aumento de contenido de porégeno desencadena en un

aumento de porosidad.

Cuando un andamio es implantado en el defecto Oseo, este remplaza temporal o parcialmente la
estructura del hueso, por lo que los andamios deben presentar caracteristicas similares y estructuras

jerarquicas al tejido 6seo. Este tejido esta compuesto por huesos trabeculares que son estructuras
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esponjosas con una alta porosidad del 50% hasta el 90% con tamafios de poro de 300 a 500 pm, con
propiedades anisotropicas no homogéneas que participan en el proceso metabolico del tejido 6seo y
aseguran un intercambio de nutrientes intramedulares, por su parte los huesos corticales presentan
porosidades bajas (5-30%), una dureza alta y estan compuestos principalmente por compuestos

inorganicos, desempefiando un papel importante en el soporte estructural (Pei et al., 2023).

En el estudio de Boccaccio et al. (2016) en la elaboracion de andamios con gradiente porosa se
obtuvieron estructuras con capas que imitaban al hueso trabecular esponjoso, este presentd un mayor
crecimiento celular, trasporte de nutrientes y desechos en esta zona altamente porosa, mientras que una

capa mas densa y compacta simulaba el hueso cortical rigido favorable para una carga estructural.

En base a los resultados obtenidos los ABs Q/PCL 25% Microesferas con una porosidad de 61.50%
proporciona una estructura suficientemente densa, capaz de soportar cargas mecanicas y fuerzas fisicas,
sin embargo, la infiltracion celular y el flujo de nutrientes es més reducida y controlada, considerandose
adecuados en aplicaciones en donde se requiera mayor soporte estructural como en la regeneracion de
hueso cortical, los ABs Q/PCL 50% Microesferas con un 72.40% de porosidad presentan un equilibrio
entre la infiltracién celular y la integridad estructural, considerdndose en aplicaciones en hueso
trabecular, ya que el nivel de porosidad mejora la osteoconductividad, mientras que los ABs Q/PCL
75% de microesferas con un 85.29% de porosidad presentan una estructura mucho mas ligera y menos
densa, por lo que su alta porosidad implica una menor resistencia por lo que son adecuados para una
regeneracion rapida del tejido donde se prioriza la infiltracion celular y la vascularizacion sobre la

resistencia mecanica.

3.1.2.3. Evaluacion de la tasa de transmision de vapor de agua (WVTR)

La tasa de trasmision de vapor de agua (WVTR) es un parametro que permite determinar la cantidad de
vapor de agua que atraviesa el area del andamio porosos por dia, un equilibrio en la humedad previene
la desecacion del tejido y al mismo tiempo evita una humedad excesiva que podria que podria provocar
crecimiento bacteriano, ademas de ser esencial para el intercambio de gases y fluidos en el entorno
bioldgico (Joglekar et al., 2020). La permeabilidad es un parametro importante implicado en la
penetracion de las células en el andamio, asi como en la difusion de nutrientes y oxigeno, este parametro

esta relacionado con el tamafio de poro, porosidad, interconectividad y distribuciéon de los poros
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(Abbasi et al., 2020). Una permeabilidad elevada favorece a defectos 6seos que requieren de un mayor

suministro de oxigeno y nutrientes para su regeneracion (Koushik et al., 2023).

Los resultados obtenidos en la evaluacidon de la tasa de trasmision de vapor de agua en andamios
bioldgicos de quitosano y PCL se presentan en la Figura 12, se evidencia que los ABs Q/PCL 25% de
microesferas presentaron una WVTR 85.02 g/m?h, los ABs Q/PCL 50% de microesferas un 106. 92
g/m?h, mientras que para los ABs Q/PCL 25% de microesferas un 117.18 g/m?h. De acuerdo con los
analisis estadisticos se evidencio que no existe diferencia significativa (p-value > 0.05) entre las medias
de la tasa de trasmision de vapor de agua, asi mismo con un nivel de confianza del 95% en la

comparacion de medias los ABs no presentaron diferencia significativa (Anexo 9 y 16).
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Figura 12. Tasa de trasmision de vapor de agua (WVTR) de los ABs

Nota: Tasa de trasmision de vapor de agua (WVTR), para los ABs 25% Microesferas se obtuvo un
promedio de 85.02+2.22 g/m?h, para los ABs 50% Microesferas 106.92+12.23 g/m°h y para los ABs
75% Microesferas 117.18+28.93 g/m?h. Los resultados no son significativamente diferentes con un

nivel de confianza del 95%.
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Segun Bahadoran et al. (2020) la WVTR en andamios para tejidos cutdneos permite controlar la
perdida de liquidos corporales en los procesos de cicatrizacion de heridas, en su estudio relacionado
con la elaboracion de hidrogeles (PVA)/alginato de sodio incorporados con microesferas de PCL para
la cicatrizacion de heridas obtuvo valores de WVTR en un rango de 47.08 y 67.49 g/m’h mismos que
se encontraban en un rango adecuado para la cicatrizacion de estas heridas (33-208 g/m?h). No obstante,
sefiala que valores elevados de WVTR resultan en un secado del area, mientras que valores muy bajos
desencadenan en la acumulacion de exudados. Nosrati et al. (2021) menciona que la acumulacion de
exudados resulta en la degradacion de la ECM afectando al desarrollo del tejido, mientras que una baja
tasa de trasmision impide el intercambio gaseoso con la acumulacion de CO; inhibiendo la proliferacion

celular durante la angiogénesis.

La WVTR como un indicador de la permeabilidad en andamios bioldgicos, al presentar valores elevados
se correlaciona con una mejor permeabilidad lo cual favorece la regeneracion del tejido éseo mientras
que valores menores evidencia una permeabilidad baja impidiendo la movilizacion de gases y
nutrientes, de acuerdo con el resultado obtenidos los valores de WVTR obtenido en el presente trabajo
para los tres tipos de ABS se encuentran en limite mencionado, los ABs Q/PCL 75% de microesferas
presentaron una mayor WVTR es decir una mayor permeabilidad de oxigeno y nutrientes. Esto se debe
a que al presentar un alto porcentaje de porosidad la permeabilidad es mayor, sin embargo, los valores

no eran significativamente diferentes.

3.1.2.4. Evaluacion mecanica

El rendimiento y la funcionalidad de los andamios en BTE, dependen en gran parte de las propiedades
mecanicas que poseen, un analisis del comportamiento mecénico, la funcionalidad y el rendimiento son
fundamentales para conocer si son lo suficientemente aptos pasar soportar las cargas mecanicas a las

que seran sometidos (Bombaldi de Souza & Moraes, 2022).

La resistencia a la traccion mide la capacidad de un material para resistir fuerzas que tienden a estirarlo
o alargarlo, el mddulo elastico como una medida de la rigidez de un material, y la deformacion que
indica el cambio en la forma o tamafo de un material debido a una fuerza aplicada, son propiedades
que deben ser lo suficientemente adecuados antes y después de su implantacion, de forma que los
andamios puedan mantener su integridad hasta la posterior reconstruccion del tejido mientras lo soporta

mecanicamente (Dwivedi et al., 2020).
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El comportamiento mecénico se evalud en términos de resistencia a la traccion, deformacion, y modulos
de elasticidad, en la Figura 13 se observa que los ABs 25% Microesferas exhibieron una mayor
resistencia a la traccion 4.62 N/mm?, mientras que para los ABs 75% fue menor con 0.74 N/mm?. De
acuerdo con los analisis estadisticos existe diferencia significativa (p-value < 0.05) entre las muestras
asi mismo con un nivel de confianza del 95% al comparar sus medias, los ABs 25% resultaron ser
significativamente diferentes con los otros dos ABs (Anexo 10 y 17). La resistencia a la traccion
disminuye a medida que aumenta la cantidad de microesferas, ya que una mayor porosidad reduce el

material s6lido disponible para soportar las cargas.

En el estudio de Bombaldi de Souza & Moraes (2022) se claboraron andamios bicapa de
quitosano/xantano y PCL como sustitutos del tejido periostio, en comparacion con estructuras
unicamente de PCL, los compuestos mostraron una menor resistencia a la traccion, por lo que la
presencia de PCL fue esencial para proporcionar soporte mecanico a los polisacarido, ademas estos
andamios presentaron una porosidad mayor lo que influyé en la integridad del material al estar sometido

a estiramientos excesivos.

Los modulos de elasticidad obtenidos por los ABs 25% Microesferas fue de 386.70 KPa, seguido de los
ABs 50% Microesferas con 214.51 KPa, mientras que para los ABs 50% Microesferas fue menor con
149.26 KPa (Figura 13), indicando que tampoco existe diferencia significativa (p-value > 0.05) entre
las medias de las muestras, asi como en la comparacion de sus medias con limites de confianza del 95%
(Anexo 10 y 17). El modulo eléstico también disminuye con el aumento de las microesferas, un menor

modulo elastico indica que el material es menos rigido, lo que coincide con el aumento de la porosidad.

Ademas, los ABs 25% Microesferas alcanzaron un porcentaje maximo de deformacion 2.54%, seguido
de los ABs 50% Microesferas con 1.06%, mientras que los ABs 25% Microesferas mostraron un 0.74%,
los analisis estadisticos revelaron que no existe diferencia significativa entres los ABs (p-value > 0.05),
asi como al comparar sus medias con limites de confianza del 95% (Anexo 10y 17). Lo que indica que
la maxima deformacion disminuye significativamente con el aumento de las microesferas. Esto sugiere
que los andamios con menor porosidad (25% de microesferas) son mayormente capaces de deformarse
antes de romperse, mientras que los andamios con mayor porosidad (75% de microesferas) son mas

fragiles.
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Figura 13. Evaluacion de las propiedades mecanicas de lo ABs por ensayo de traccion

Nota: Resistencia a la traccion para los ABs 25% Microesferas se obtuvo un promedio de 4.62+1
N/mm?2, para los ABs 50% Microesferas 1.06+0.53 N/mm?2 y para los ABs 75% Microesferas 0.74+0.69
N/mm2, con diferencia significativa (p-value < 0.05) entre las muestras, siendo los ABs 25%
significativamente diferentes con los otros dos ABs con un nivel de confianza del 95%. El mddulo de
elasticidad para los ABs 25% Microesferas un promedio de 386.70+273.28 KPa, para los ABs 50%
Microesferas 214.51+79.80 KPa y para los ABs 75% Microesferas 149.26+113.77 KPa. La deformacion
para los ABs 25% Microesferas un promedio de 2.54 +1.58 %, para los ABs 50% Microesferas
0.66+£0.01 N/mm2 y para los ABs 75% Microesferas 0.60+0.24%. Los resultados no son

significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Pontinha et al. (2023) menciona que las propiedades mecanicas de los huesos tienden a varias con su
orientacion, el mddulo elastico del hueso cortical oscila entre 3 y 30 GPa, mientras que el hueso
esponjoso se estima entre 0.02 y 6 GPa, mientras que la resistencia a la traccion del hueso compacto y
del hueso trabecular son de 80 a 150 y de 1 a 10 MPa (N/mm2) respectivamente. La PCL a granel
presenta una resistencia a la traccion de 25 a 43 MPa y un moddulo elastico de 330 a 360 MPa
aproximadamente, los andamios compuestos de PCL porosos o fibrosos tienden a presentar una menor

resistencia a la traccion y médulo elastico, debido a su estructura porosa (Dwivedi et al., 2020).
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En el estudio de De Santis et al. (2011) se realizaron ensayos de tracciéon en andamios de PCL y
nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro (Fe3O4) para tejido 0seo, los resultados mostraron que
para el armazon solo de PCL el modulo elastico, la resistencia a la traccion y la deformacion fue de
571.5 MPa, 29.3MPa y 12.3% respectivamente, la adicion de (Fe3Os) reforz0 mecéanicamente la
estructura mostrando valores mas altos, en contraste con los resultados obtenidos en el presente estudio,
se muestran valores menores a los obtenidos unicamente del andamio de PCL. lo que se evidencia que
la presencia del quitosano tiende a disminuir las propiedades mecanicas de estructuras sintéticas como
la PCL, ademas Yusof et al. (2023) menciona que la porosidad influye negativamente en las
propiedades mecanicas, en su estudio sobre la influencia de la porosidad en andamios PLA, encontrd

que el aumento de la porosidad disminuyo¢ la fuerza de traccidn maxima que el andamio podia soportar.

La dureza shore, es una prueba cominmente utilizada para mediar la dureza de un material, se puede
relacionar con el médulo de elasticidad, mientras mas duro es un material mayor es su médulo, por

ende, es mas rigido (Naveen et al., 2022).

Una mayor porosidad atribuye a un menor médulo de elasticidad, por ende, la dureza también es menor,
lo que concuerda con los resultados obtenido en la Figura 14, para los ABs 75% Microesferas que fue
el andamio mas poroso, el modulo de elasticidad fue mayor con 386.70 KPa, mostrando una dureza
shore de 21.33, para los ABs de 50% Microesferas la dureza shore fue de 17.83, mientras que para los
ABs 25% con un modulo de elasticidad menor la dureza shore fue de 10.83. Los resultados no mostraron
diferencias significativas para el analisis de varianza (p-value > 0.05) asi como en la comparacion de

medias con un nivel de confianza del 95% (Anexo 11 y 18).
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Figura 14. Evaluacion de las propiedades mecdanicas de lo ABs por dureza shore
Nota: Promedio de la dureza shore para los ABs 25% Microesferas 21.33+1.61, para los ABs 50%
Microesferas 17.83+1.76 y para los ABs 75% Microesferas fue de 10.83+0.29. Los resultados no son

significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

En el estudio de Di Maro et al. (2024) sobre las propiedades mecanicas de andamios de poli (e-
caprolactona)/Circonio para tejido 6seo, los andamios tinicamente de PCL mostraron un médulo de
elasticidad de 516 KPa, con una dureza shore de 56.2, mientras que la adicion del circonio aumentaba

las propiedades mecanicas de los compuestos con una mayor dureza y modulo de elasticidad.

En base a los resultados obtenidos evidencia que la presencia del quitosano tiende a disminuir las
propiedades mecanicas de estructuras sintéticas como la PCL, ademas andamios con una mayor

porosidad disminuyen las propiedades mecanicas.
La caracterizacion morfoldgica y mecanica de los andamios bioldgicos proporciono informacion detalla

sobre la estructura y las propiedades fisicas, asegurando que los ABs cumplen con los requisitos

especificos para la regeneracion de tejido 6seo, para su posterior evaluacion in vitro.
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3.1.3.Evaluacion de los andamios fabricados mediante pruebas bioldgicas in vitro

3.1.3.1. Evaluacion de la capacidad de absorcion de agua.

El anélisis del comportamiento de los andamios in vitro permite predecir las respuestas frente a medios
fisiologicos antes de ser implantados. Los andamios ITO que imitan las propiedades del hueso nativo
presentan una mayor capacidad para promover la regeneracion de los tejidos al proporcionar un
ambiente favorable para el crecimiento de osteoblastos y células progenitoras osteogénicas (Bombaldi
de Souza & Moraes, 2022). La capacidad de absorcion de agua ayuda a determinar la capacidad que
tiene la estructura para retener biomoléculas en su interior, desde proteinas, nutrientes y liquidos,

esencial para la regeneracion del tejido 6seo (Zhou et al., 2023b).

Se evalu6 la capacidad de absorcion del agua en relacion con el hinchamiento, se sumergieron los ABs
en PBS y se realizaron mediciones de pesajes durante 6h con intervalos de 30 min. Los porcentajes de
absorcion del agua para los ABs se muestran en la Figura 15, los valores disminuyeron de 274.95%
para los ABs 75% Microesferas, para los AB 50% Microesferas al 174.83%, y para los AB 25%
Microesferas al 76.05%. Los Analisis estadisticos revelan que existe diferencia significativa tanto para
el andlisis de varianza (p-value < 0.05) entre las muestras como para la comparacion de medias de los
tres tipos de ABs (95% de confianza) (Anexo 12 y 19), lo que indica que la capacidad de absorcion del

agua de los ABs incrementaba al aumentar la concentracion de microesferas de gelatina.
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Figura 15. Capacidad de absorcion de agua de los ABs
Nota: Capacidad de absorcion de agua de los andamios biolégicos en PBS, para los ABs 75%
Microesferas fue de 274.95, para los ABs 50% Microesferas con 174,83% y para los ABs 25%
Microesferas fue de 76.05% Los andamios presentaron diferencia significativa con un nivel de

confianza del 95%.

Los resultados obtenidos por los ABs se comparan con los resultados obtenidos por Mad Jin et al.
(2015) en su estudio sobre andamios porosos de PCL/quitosano y nHA/PCL/quitosano, evidenciaron
que el andamio de PCL/quitosano después de un periodo de incubacion de 24 horas presentd una
relacion de hinchazon aproximada de 225%. La composicion polimérica afecté la capacidad de
hinchazon del andamio, el quitosano por la presencia de grupos amino (NH,), hidroxilo (OH) y
carboxilo (COOH), lo convierte en un polimero hidréfilo proporcionando un entorno osteoconductor,
mientras que la PCL solo presentan grupos éster caracterizandolo como hidréfobo, lo que conduce a
una menor capacidad de adsorcion, sin embargo, la mezcla de estos dos polimeros modifica la
humectabilidad del armazén compuesto. Los resultados presentados por Rodriguez et al. (2018) en la
elaboracion de andamios compuestos de estroncio/quitosano/PCL para la regeneracion del tejido
craneofacial, muestran que para los ABs compuestos de PCL/quitosano alcanzaron un hinchamiento

maximo de 243%.
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En el estudio de Poddar et al. (2021) se elaboraron andamios de PCL, recubiertos con quitosano y
como mezcla, estos presentaron un porcentaje de hinchazoén de 78.59 y 89.39% respectivamente, la
presencia del quitosano favorecio el proceso de absorcion. Asi mismo los resultados obtenidos en el
estudio de Bombaldi de Souza & Moraes (2022) muestran que la cantidad de liquido absorbido de
PBS por los andamios bicapa quitosano-xantano/PCL fue elevada oscilando entre 7.5 y 8.5 g/g (750-
850%), en comparacion con andamios solo de PCL que fue capaz de absorber cantidades pequenas
2.63g/g (263%) de PBS. El caracter hidrofébico de la PCL hace que el fluido (PBS) penetre por la
estructura ocupando unicamente los espacios vacios (poros) sin hidratar las cadenas poliméricas,
mientras que para los polisacaridos principalmente el xantano la solucion acuosa penetra por toda la

estructura ademas de interactuar con las cadenas poliméricas.

Q. Yang et al. (2006) menciona que al aumentar la porosidad aumenta la capacidad de absorcion del
agua, los resultados en su estudio en la elaboracion de andamios de PCL evidenciaron que cuando la
porosidad era del 88.4% la capacidad de absorcion de agua fue de hasta 234%, lo que concuerda con
los resultados obtenidos, para los ABs 75% Microesferas que presentaron un 85.29% de porosidad la
absorcion de agua también fue mayor con 274.95% por la presencia del quitosano. Ademas, resalta que
la hidrofilicidad/ hidrofobicidad influyen en la adsorcion de proteinas y adhesion celular, una superficie
hidrofila favorece la adhesion y propagacion celular, mientras que una superficie hidrofoba es favorable

para la adhesion de proteinas.

De acuerdo con los resultado presentados, la capacidad de absorcion del agua de un andamio se ve
influenciada tanto por las caracteristicas poliméricas como la estructura de los poros, la presencia de
quitosano hizo que absorbiera mas PBS debido a los enlaces de hidrogeno mas fuertes, una mayor
capacidad de absorcion de agua asegura una suficiente penetracion de medios y componentes
sanguineos facilitando el trasporte de nutrientes y metabolitos necesarios para el desarrollo celular, la
difusion de moléculas seria posible en los tres ABs, para los ABs a pesar de tener una absorcion mas

baja podria permitir la vascularizacion y el crecimiento excesivo del tejido.

3.1.3.2. Evaluacion de la biodegradabilidad.

Una propiedad importante de los andamios biologicos es su capacidad de biodegradacion tanto in vivo
como in vitro. In vitro la degradacion debe ajustarse a la tasa de crecimiento celular, in vivo los andamios

deben comenzar a degradarse a medida que se forma el nuevo tejido (Di Lisa et al., 2022). Los

44



andamios biologicos deben tener la capacidad de degradarse con el tiempo, de forma que permita que
los nuevos tejidos 6seos remplacen completamente las estructuras de soporte restableciendo las
funciones fisiologicas normales (D. Yang et al., 2019). Para dafios graves del tejido dseo se puede
requerir de un implante con tasa de degradacion lenta o incluso permanente, por lo que la
biodegradabilidad esta relacionada con la estructura del andamio y las caracteristicas del hueso que se
desea regenerar (Zhou et al., 2023a). Para fusion espinal se requiere un andamio con un tiempo de
degradacion pasado los 9 meses, mientras que para cranemaxilofaciales de tres a seis meses (Abdelaziz

et al., 2023).

La biodegradabilidad de los ABs de quitosano/PCL con distintas concentraciones de microesferas se
evaluo utilizando plasma sanguineo y fluido corporal simulado (SBF) con las mismas concentraciones
ionicas del plasma sanguineo, con el fin de evaluar la biodegradabilidad hidrolitica y enzimatica de los
ABs durante un periodo de 29 dias. Los resultados obtenidos para la evaluacion en SBF mostrados en
la Figura 16, revel6 que para los ABs 75% Microesferas hubo un aumento de peso respecto al peso
seco durante los primeros 22 dias, no obstante, para el dia 29 mostr6 una pérdida de peso del 31.09%,
mientras que para los ABs 50% Microesferas y ABs 25% Microesferas se evidencio que durante los 29
dias no mostraron biodegradabilidad, indicando un aumento de peso con valores negativos de -37.17 y
-26.28% respectivamente. Los analisis estadisticos revelaron que los porcentajes de biodegradabilidad
no eran estadisticamente significativos entre los ABs para el analisis de varianza (p-value > 0.05) como

al comparar sus medias (95% de significancia) (Anexo 13 y 20).
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Figura 16. Biodegradabilidad de los ABs en fluido corporal simulado (SBF)

Nota: Biodegradabilidad de los andamios biolégicos en fluido corporal simulado (SBF), los ABs 75%
Microesferas mostraron biodegradabilidad al dia 29, alcanzando un 31.09%, para los ABs 50%
Microesferas y ABs 75% Microesferas no se evidencio biodegradabilidad hasta el dia 29. Los andamios

no presentaron diferencia significativa con un nivel de confianza del 95%.

De manera similar los resultados correspondientes obtenidos de la degradacion de los ABs en plasma
sanguineo se presentan en la Figura 17, se evidenciaron que para los ABs 75% Microesferas se dio un
aumento de peso hasta el dia 16, mientras que para el dia 22 y 29 se evidencidé una degradacion del
30.50% y 54.41% respectivamente., por el contrario, los ABs 75% Microesferas hasta el dia 29
mostraron un aumento de peso con -21.78% y los ABs 75% Microesferas con -12.65%. promedios no
mostraron diferencia significativa entre los ABs (p-value > 0.05), asi como al comparar sus medias

(95% de significancia) (Anexo 14 y 21).
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Figura 17. Biodegradabilidad de los ABs en plasma sanguineo humano

Nota: Biodegradabilidad de los andamios biolégicos en plasma sanguineo los ABs 75% Microesferas
mostraron biodegradabilidad al dia 22 y 29, alcanzando un 30.50% y 54.41% respectivamente, para los
ABs 50% Microesferas y ABs 75% Microesferas no se evidencio biodegradabilidad hasta el dia 29. Los

andamios no presentaron diferencia significativa con un nivel de confianza del 95%.

Los ABs 75% Microesferas los primeros 12 dias presentaron una estructura completa, posterior a este
tiempo se desintegraron, dificultado su manipulacion, los ABs 50% Microesferas presentaron una
desintegracion al dia 16, mientras que los ABs 25% Microesferas hasta el dia 29 mantenian su estructura
sin presentar ninguna desintegracion, tanto para la evaluacion en SBF como para el plasma sanguineo
se observaron los mismos cambios. Los ABs exhibieron mayor tasa de degradacién en plasma
sanguineo que en SBF, la diferencia para los ABs 75% Microesferas que experimentaron una

disminucion de peso al dia 29 fue del 23.23% entre los dos fluidos.

El plasma sanguineo es un liquido extracelular del cuerpo compuesto de 91% de agua y 9% de solidos,
contiene mas de 150 proteinas como albuminas, globulinas y fibrindgenos y otros complejos que pueden
ser absorbidas dependiendo del potencial de unién con la composicion polimérica acelerando los
procesos de degradacion, considerandose relevante en estudios de estructuras ya celularizadas

(Haslene-Hox, 2019). Mientras que el fluido corporal simulado presenta los mismos componentes
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ionicos del plasma sanguineo, pH y osmolaridad similar, por lo que mimetiza un ambiente fisiologico
adecuado para el estudio de andamios ITO, sin embargo, la ausencia de enzimas lo atribuye como una

degradacion hidrolitica (Kokubo & Takadama, 2006).

Segun Dwivedi et al. (2020) la PCL presenta una tasa de degradacion alta, que puede tardar de entre 9
a 12 meses en perder su peso molecular, incluso puede llevar hasta 4 afios en degradarse completamente,
la tasa lenta de degradacion del polimero se atribuye principalmente por la presencia de restos 5-CH>
en sus unidades repetidas. La degradacion de este polimero puede ser hidrolitica o enzimatica,
resultando en moléculas de acido caproico como productos de degradacion que son eliminados por vias
metabdlicas o excrecion renal directa. La degradacion enzimatica involucra principalmente por las
enzimas lipasas que en medio acuoso cataliza la hidrolisis de los enlaces éster en poliésteres y ocurre

en la parte superficial del polimero

El quitosano por su parte al ser un polimero natural hidrofilo su tasa de degradacion en andamios
biologicos es muy baja, la degradacion enzimatica in vifro de este polimero se puede estudiar en
presencia de las enzimas lisozimas y quitinasas mediante la hidrolisis de los enlaces glicosidicos
reduciéndolos a oligdmeros y monomeros de glucosamina (Di Lisa et al., 2022). Thariga et al. (2019)
en su estudio elaboraron andamios quitosano compuesto, el AB de quitosano al dia 7 presentd un
porcentaje de degradabilidad del 95%, considerandose no apto para aplicaciones de tejido 0seo, por lo

cual se mezclo con hidroxiapatita con el fin de modelar sus propiedades.

Domingos et al. (2010) evaluaron la degradacion hidrolitica en PBS y SBF de andamios PCL
elaborados por bioextrusion, evidenciaron que en PBS mantuvo un peso inicial constante de 0.2 a 0.4%,
mientras que en SBF alcanzo hasta un 1%. En comparacion con el estudio de (Idaszek et al., 2017)
sobre la biodegradabilidad en SBF de andamios compuestos de PCL/tricalcico/PLGA (58.2% de
porosidad), evidenciaron una pérdida de peso desde la semana 3, alcanzado un 24% para la semana 9,
el porcentaje fue mayor en los armazones compuestos que en el andamio solo de PCL (53.2% de
porosidad) que alcanzo solo un porcentaje de 1.2%. Mientras que para los andamios de PCL con una
porosidad del 72% elaborados por Ferreira et al. (2017) la evaluacion de la degradabilidad enzimatica

en presencia de la enzima lisozima en un periodo de 25 dias alcanz6 un 72.2%.

La adicion de materiales hidrofilos como el quitosano aumenta la tasa de degradacion de armazones

compuestos de polimeros hidrofobos como la PCL. En el estudio Bombaldi de Souza & Moraes (2022)

48



se evaluo la biodegradabilidad de andamios tinicamente de PCL y compuestos (quitosano/xantano/PCL)
en agua, PBS y un medio complejo a 37°C, evidenciaron que los ABs de PCL disminuyeron unicamente
un 0.5% de su peso en un tiempo de 7 dias, mientras que los andamios compuestos
quitosano/xantano/PCL alcanzaron hasta un 12% de degradacion en agua, un 9.24% en PBS, y un 36.82
en el medio complejo, presentando un porcentaje mayor este ultimo por la presencia de componentes
proteicos en el medio lo que debilitd y alter6 las interacciones hidrofobicas de la PCL, los resultados
ademas mostraron que una mayor porosidad, proporciona una mejor interconectividad y mayor

permeabilidad, facilitando la difusion de los productos de degradacion.

De acuerdo con Santos et al. (2021) la tasa de degradacion estd fuertemente influenciada por la
porosidad del andamio, en su estudio de degradabilidad se incubaron andamios PCL producidos por
lixiviacion de sales (bicarbonato de amonio) en solucion de PBS a 37°C durante 21 dias, los resultados
mostraron que los andamios con 75% de contenido de porégenos presentaron un mayor grado de
degradacion de 23%, mientras que para los andamios con mejor de concentracion de porogeno del 50%,
el porcentaje de degradacion fue de 15% recalcando que la degradacion de la PCL se da por medio de
la escision de la cadena hidrolitica de los grupos éster, ademas menciona que la tasa de degradacion

puede ser mayor in vivo que en condiciones in vitro.

El aumento de peso indicado por los valores negativos (Figura 15 y 16) puede relacionarse con el
quitosano y su capacidad hidrofilica de interactuar con los fluidos reteniéndolos en su estructura durante
las primeras semanas, ademas de que en las estructuras mas porosas hubo mas fluido fisiologico y
bioldgico, por lo que la actividad de degradacion fue mas acelerada. De acuerdo con los resultados
obtenidos para los ABs 75% Microesferas mismos que presentaron una porosidad mayor, el porcentaje
de degradacion también fue mayor, debido a la mayor cantidad de fluido que penetré por todos los
espacios vacios de la estructura, ademas la presencia de componentes biologicos como las proteinas
posiblemente modificaron las interacciones entre de la matriz polimérica lo que resulté en una mayor
pérdida de peso. El tiempo de degradacion dependera de las caracteristicas poliméricas del andamio,
asi como del tejido que se desea regenerar, que puede varias desde meses e incluso afios dependiendo
de la region, tamafio, diferencias en la vascularizacion, entornos mecanicos y vias de formacion durante

el proceso de regeneracion.

La evaluacion de la capacidad de absorcion de agua y biodegradabilidad in vitro de los ABs frente a
fluidos fisioldgicos y bioldgicos predijeron la idoneidad de los ABs y el posible comportamiento in

vivo.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

o Mediante la técnica de lixiviacion de porogenos se elaboraron andamios completamente secos
de quitosano y policaprolactona en concentraciones de 2.5% y 25% respectivamente, se
utilizaron microesferas de gelatina a diferentes concentraciones como pordgenos con el fin de
determinar su influencia sobre las propiedades de esta estructura polimérica. Todos los
andamios presentaron una coloracion blanquecina con una textura y dureza diferentes, los ABs
con 25 % de microesferas tenian una textura lisa y mayor dureza, seguido de los ABs con 50%
con una textura ligeramente rugosa y menor dureza y los ABs con 75 % de microesferas con

una textura altamente rugosa y una dureza inferior a los demas ABs.

e Los andamios bioldgicos para su aplicacion en ingenieria de tejidos 6seos deben presentar
caracteristicas morfologicas y mecanicas adecuadas, las micrografias SEM vy la infiltracion en
etanol identificaron para los ABs 25% de microesferas un tamaiio de poro promedio de 302.11
pm con una porosidad menor del 61.50 %, para los ABs 50% de microesferas un tamafio de
poro promedio de 279.62 pum con una porosidad del 72.40% y para los ABs 75% de
microesferas un tamafio promedio de 290.01 pm con una porosidad mayor de 85.29%,
encontrandose en el rango adecuado para la vascularizacion, crecimiento, proliferacion y
diferenciacion celular. De igual manera los ABs 75% de microesferas al tener una mayor
porosidad facilitd el paso del vapor del agua a través de la estructura con una mayor tasa
trasmision de 117.18 g/m?*h, adecuado para la difusién de liquidos, oxigeno y nutrientes.
Mecénicamente los ABs 25% de microesferas presentaron una mayor rigidez en términos de
modulo de elasticidad con 386.70 KPa, mientras que para los ABs 25% fue menor con 149.26

KPa, considerandose dentro de los valores presentados por el tejido nativo.

e Se evaluo el comportamiento de los andamios frente a fluidos fisiologicos y biologicos. Los
ABs mostraron un comportamiento satisfactorio, los ABs 75% Microesferas fueron capaces de
absorber una mayor cantidad de PBS en su estructura con una tasa de absorcion de 249.02%
adecuado para el trasporte de proteinas, nutrientes y metabolitos. Asi mismo la regeneracion

del tejido dependerd de la tasa de biodegradabilidad del andamio, los ensayos de

50



biodegradabilidad al dia 29 mostraron para el andamio un 31.09% y 54.40% de degradacion
hidrolitica (SBF) y enzimatica (plasma sanguineo) respectivamente, mientras que para los otros
dos ABs atn no se evidencio6 biodegradabilidad, el tejido dseo al ser un tejido duro requiere de

tiempos prolongados de degradacion a medida que el tejido es regenerado.

Los andamios porosos que combinan biopolimeros naturales y sintéticos y utiliza la técnica de
lixiviacion exhiben excelentes propiedades morfoldgicas, mecanicas y bioldgicas a la vez, los
resultados obtenidos evidencian la factibilidad de producir ABs con caracteristicas idoneas
aplicados a la ingenieria de tejido 6seo en el campo biomédico, el uso de microesferas como
pordgenos permitid controlar el tamafio de poro y la porosidad parametros que influyeron en
las demas propiedades evaluadas. Los ABs elaborados pueden aplicarse facilmente, ajustando
las caracteristicas y requisitos del tejido a regenerar, considerando a los ABs 75% de
microesferas mas adecuado en aplicaciones donde se requiere una rapida integracion celular y
porosidades mayores como huesos esponjosos, los ABs 50% de microesferas para lograr un
balance optimo entre porosidad y resistencia mecéanica, mientras que los ABs 25% de
microesferas puede ser aplicados principalmente cuando se requiera una mayor resistencia

mecanica y un tiempo de degradaciéon mas largo, como huesos densos y de dafios graves.
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4.2. Recomendaciones

e Combinar la PCL con otros polimeros naturales con el fin de evaluar su incidencia sobre las

propiedades morfoldgicas, mecanicas y biologicas.

e Probar técnicas que impliquen condiciones de vacio para la evaporacion del disolvente como

la liofilizacion.

e Probar otros porogenos como las microesferas de alginato.

e Realizar més ensayos complementarios como la resistencia a la comprension, la rugosidad y

angulo de contacto con el agua para determinar la humectabilidad de las superficies

e Prolongar un mayor periodo de evaluacion de la biodegradabilidad con el fin de determinar el

tiempo total de degradacion del andamio.

e Realizar mas pruebas biologicas, como biocompatibilidad y bioactivid para evaluar mejor el

comportamiento in vitro de los andamios biologicos.
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ANEXOS

Anexo 1

Preparacion de microesferas de gelatina

Nota: A. Emulsion agua en aceite. B. Deshidratacion de las microesferas. C. Microesferas de gelatina

Anexo 2

Preparacion de las soluciones poliméricas

Nota: A. Pesaje de polimeros. B. Solucion de PCL en 4cido acético. C. Adicion de quitosano
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Anexo 3

Elaboracion de andamios por lixiviacion de microesferas

Nota: A. D. Solucion polimérica en placa de 24 pocillos E. Evaporacion del disolvente. F, G.

Lixiviacion de microesferas

Anexo 4

Evaluacion de las propiedades morfologicas

Nota: A. Evaluacion morfolégica SEM. B. Evaluacion de la porosidad. C. Evaluacion de la tasa de

trasmision del vapor de agua.
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Anexo 5

Evaluacion de las propiedades mecanicas

Nota: A Ensayo de traccion B. Ensayo de dureza shore

Anexo 6

Evaluacion de la capacidad de absorcion de agua
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Anexo 7

Evaluacion de la biodegradabilidad

Nota: A, B, C. Evaluacion de la biodegradabilidad en SBF. D, E, F. Evaluacion de la biodegradabilidad

en plasma sanguineo
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Anexo 8

Datos obtenidos para la determinacion del porcentaje de porosidad

Andamios N° Wseco (mg) Wfinal (mg) % de porosidad
1 0.0990 0.1426 59.5485
Quitosano/PCL - 25% Microesferas 2 0.0967 0.1420 61.0269
3 0.0853 0.1305 63.9149
1 0.0603 0.1097 73.2505
Quitosano/PCL - 50% Microesferas 2 0.0749 0.1320 71.8169
3 0.0770 0.1366 72.1236
1 0.0634 0.1750 85.4732
Quitosano/PCL - 75% Microesferas 2 0.0613 0.1717 85.7549
3 0.0665 0.1761 84.6367

Anexo 9

Datos obtenidos para la determinacion de la tasa de transmision de vapor de agua (WVTR)

Andamios N° Wseco Wfinal (mg)  Tasa de transmision de
(mg) vapor de agua (WVTR)
1 20.9600 20.6910 84.4432
Quitosano/PCL — 25%
) 2 20.6174 20.3474 84.7571
Microesferas
3 20.9883 20.7148 85.8558
) 1 21.5879 21.2223 114.7674
Quitosano/PCL —50%
) 2 21.5109 21.2152 92.8247
Microesferas
3 21.3636 21.0031 113.1664
) 1 21.3317 20.9853 108.7402
Quitosano/PCL — 15%
2 21.2222 20.9246 93.4211
Microesferas
3 21.4710 20.9951 149.3922

Anexo 10

Datos obtenidos para la determinacion de las pruebas mecanicas (ensayo de traccion)

Andamios

Resistencia a la

traccion
(N/mm?2)

Modulo
elastico (Kpa)

Deformacion
(%)
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) ) 1 3.9187 193.46 3.6597
Quitosano/PCL - 25% Microesferas

2 5.3281 579.93 1.4191

) ] 1 0.6858 158.08 0.6569
Quitosano/PCL - 50% Microesferas

2 1.4301 270.94 0.6702

] ] 1 1.2321 229.70 0.7676
Quitosano/PCL - 75% Microesferas

2 0.2519 68.81 0.4327

Anexo 11

Datos obtenidos para la determinacion de las pruebas mecanicas (dureza shore)

Andamios

=z
o

Dureza shore

Quitosano/PCL - 25% microesferas

19.50

22.50

22.00

Quitosano/PCL - 50% microesferas

16.00

18.00

19.50

Quitosano/PCL - 15% microesferas

11.00

10.50

W N P W N R W N

11.00

Anexo 12

Datos obtenidos para la determinacion del porcentaje de capacidad de absorcion de agua

Tiemp N° Q/PCL - 25% Q/PCL - 50% Q/PCL - 75%
0 Microesferas Microesferas Microesferas
00:00 1 0.0971 0.0727 0.0746
2 0.0920 0.0731 0.0531
3 0.0899 0.0772 0.0611
00:30 1 0.1487 0.1686 0.2221
2 0.1468 0.1663 0.1806
3 0.1247 0.1673 0.2002
01:00 1 0.1626 0.1780 0.2311
2 0.1517 0.1775 0.1811
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3 0.1363 0.1758 0.2049
01:30 1 0.1630 0.1793 0.2324
2 0.1559 0.1805 0.1825
3 0.1370 0.1966 0.2089
02:00 1 0.1637 0.1827 0.2331
2 0.1573 0.1826 0.1877
3 0.1402 0.1998 0.2092
02:30 1 0.1648 0.1830 0.2445
2 0.1586 0.1846 0.1919
3 0.1407 0.2004 0.2121
03:00 1 0.1654 0.1840 0.2448
2 0.1589 0.1849 0.1923
3 0.1431 0.2035 0.2145
03:30 1 0.1667 0.1885 0.2528
2 0.1596 0.1881 0.1924
3 0.1441 0.2037 0.2193
04:00 1 0.1702 0.1892 0.2561
2 0.1598 0.1895 0.1929
3 0.1451 0.2058 0.2209
04:30 1 0.1703 0.1901 0.2629
2 0.1610 0.1913 0.1936
3 0.1454 0.2063 0.2230
05:00 1 0.1708 0.1910 0.2648
2 0.1612 0.1925 0.1954
3 0.1466 0.2074 0.2241
05:30 1 0.1713 0.1923 0.2715
2 0.1639 0.1951 0.1984
3 0.1478 0.2091 0.2246
06:00 1 0.1753 0.2005 0.2744
2 0.1667 0.2015 0.2014
3 0.1496 0.2108 0.2308
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Porcentaje de absorcion de agua

Tiemp N° Q/PCL - 25% Q/PCL - 50% Q/PCL - 75%
0 Microesferas Microesferas Microesferas
00:00 1 0.00 0.00 0.00
2 0.00 0.00 0.00
3 0.00 0.00 0.00
00:30 1 53.14 131.91 197.72
2 59.57 127.50 240.11
3 38.71 116.71 227.66
01:00 1 67.46 144.84 209.79
2 64.89 142.82 241.05
3 51.61 127.72 235.35
01:30 1 67.87 146.63 211.53
2 69.46 146.92 243.69
3 52.39 154.66 241.90
02:00 1 68.59 151.31 212.47
2 70.98 149.79 253.48
3 55.95 158.81 242.39
02:30 1 69.72 151.72 227.75
2 72.39 152.53 261.39
3 56.51 159.59 247.14
03:00 1 70.34 153.09 228.15
2 72.72 152.94 262.15
3 59.18 163.60 251.06
03:30 1 71.68 159.28 238.87
2 73.48 157.32 262.34
3 60.29 163.86 258.92
04:00 1 75.28 160.25 243.30
2 73.70 159.23 263.28
3 61.40 166.58 261.54
04:30 1 75.39 161.49 252.41
2 75.00 161.70 264.60
3 61.74 167.23 264.98
05:00 1 75.90 162.72 254.96
2 75.22 163.34 267.98
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3 63.07 168.65 266.78
05:30 1 76.42 164.51 263.94
2 78.15 166.89 273.63
3 64.40 170.85 267.59
06:00 1 80.54 175.79 267.83
2 81.20 175.65 279.28
3 66.41 173.06 277.74

Promedio del porcentaje de absorcion de agua

Tiemp Q/PCL - 25% Q/PCL - 50% Q/PCL - 75%

0 Microesferas Microesferas Microesferas
00:00 0.00 0.00 0.00
00:30 50.47 125.37 221.83
01:00 61.32 138.46 228.73
01:30 63.24 149.41 232.37
02:00 65.17 153.30 236.11
02:30 66.21 154.61 245.43
03:00 67.41 156.55 247.12
03:30 68.48 160.15 253.38
04:00 70.13 162.02 256.04
04:30 70.71 163.47 260.66
05:00 71.40 164.90 263.24
05:30 72.99 167.42 268.39
06:00 76.05 174.83 274.95

Anexo 13

Datos obtenidos para la determinacion del porcentaje de biodegradabilidad en SBF

Tiempo N° Q/PCL-25% Q/PCL-50% Q/PCL-75%
Microesferas Microesferas Microesferas
1 0.0972 0.0817 0.0696
Dia0 2 0.0965 0.0792 0.0659
3 0.0971 0.0871 0.0667
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1 0.1827 0.1604 0.1304
Dia 6 2 0.1807 0.1569 0.1243
3 0.1803 0.1709 0.1253
1 0.1759 0.1545 0.1157
Dia 12 2 0.1719 0.1444 0.1097
3 0.1741 0.1667 0.1075
1 0.1523 0.1258 0.0916
Dia 16 2 0.1516 0.1251 0.0842
3 0.1519 0.1456 0.0878
1 0.1413 0.1075 0.0733
Dia 22 2 0.1362 0.1058 0.0673
3 0.1398 0.1242 0.0689
1 0.1333 0.0991 0.0517
Dia 29 2 0.1311 0.0975 0.0413
3 0.1345 0.1171 0.0466

Porcentaje de biodegradabilidad en SBF

Tiempo  N° Q/PCL-25% Q/PCL-50% Q/PCL-75%
Microesferas Microesferas Microesferas
Dia0 1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
Dia 6 1 -87.96 -96.33 -87.36
2 -87.25 -98.11 -88.62
3 -85.68 -96.21 -87.86
Dia 12 1 -80.97 -89.11 -66.24
2 -78.13 -82.32 -66.46
3 -79.30 -91.39 -61.17
Dia 16 1 -56.69 -53.98 -31.61
2 -57.10 -57.95 -27.77
3 -56.44 -67.16 -31.63
Dia 22 1 -45.37 -31.58 -5.32
2 -41.14 -33.52 -2.12
3 -43.98 -42.59 -3.30
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Dia 29

1 -37.14 -21.30 25.72
2 -35.85 -23.11 37.33
3 -38.52 -34.44 30.21

Promedio del porcentaje de biodegradabilidad en SBF

Tiempo Q/PCL-25% Microesferas Q/PCL-50% Microesferas

Q/PCL-75% Microesferas

Dia 0 0 0 0

Dia 6 -86.97 -96.88 -87.94

Dia 12 -79.47 -87.61 -64.62

Dia 16 -56.74 -59.70 -30.34

Dia 22 -43.50 -35.90 -3.58

Dia 29 -37.17 -26.28 31.09
Anexo 14

Datos obtenidos para la determinacion del porcentaje de biodegradabilidad en plasma sanguineo

Tiempo  N° Q/PCL-25% Q/PCL-50% Q/PCL-75%
Microesferas Microesferas Microesferas
Dia 0 1 0.0921 0.0791 0.0693
2 0.0955 0.0732 0.0738
3 0.0891 0.0640 0.0674
Dia 6 1 0.1520 0.1376 0.1140
2 0.1565 0.1336 0.1214
3 0.1481 0.1235 0.1127
Dia 12 1 0.1411 0.1272 0.0993
2 0.1425 0.1234 0.1011
3 0.1390 0.1171 0.0918
Dia 16 1 0.1319 0.1178 0.0728
2 0.1356 0.1153 0.0809
3 0.1277 0.1077 0.0716
Dia 22 1 0.1229 0.0944 0.0467
2 0.1284 0.0978 0.0553
3 0.1141 0.0851 0.0446
Dia 29 1 0.1118 0.0841 0.0258

74



2 0.1186 0.088 0.0381

3 0.1067 0.0713 0.0323

Porcentaje de biodegradabilidad en plasma sanguineo

Tiempo  N° Q/PCL-25% Q/PCL-50% Q/PCL-75%
Microesferas Microesferas Microesferas

Dia 0 1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0
Dia 6 1 -65.04 -73.96 -64.50

2 -63.87 -82.51 -64.50

3 -66.22 -92.97 -67.21
Dia 12 1 -53.20 -60.81 -43.29

2 -49.21 -68.58 -36.99

3 -56.00 -82.97 -36.20
Dia 16 1 -43.21 -48.93 -5.05

2 -41.99 -57.51 -9.62

3 -43.32 -68.28 -6.23
Dia 22 1 -33.44 -19.34 32.61

2 -34.45 -33.61 25.07

3 -28.06 -32.97 33.83
Dia 29 1 -21.39 -6.32 62.77

2 -24.19 -20.22 48.37

3 -19.75 -11.41 52.08

Promedio del porcentaje de biodegradabilidad en Plasma sanguineo

Tiempo Q/PCL-25% Microesferas Q/PCL-50% Microesferas Q/PCL-75% Microesferas

Dia 0 0 0 0

Dia 6 -65.04 -83.15 -65.40
Dia 12 -52.81 -70.79 -38.83
Dia 16 -42.84 -58.24 -6.97
Dia 22 -31.98 -28.64 30.50
Dia 29 -21.78 -12.65 5441
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Anexo 15

Andalisis estadistico ANOVA-Comparacion de medias de la porosidad

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipos de ABs 2 851.04 425.518 218.59 0.000
Error 6 11.68 1.947
Total 8 862.72

Medias
Tipos de ABs N Media Desv.Est. IC de 95%
ABs Q/PCL-25% Microesferas 3 61.50 2.22 (59.53, 63.47)
ABs Q/PCL-50% Microesferas 3 72.40 0.75 (70.426, 74.368)
ABs Q/PCL-75% Microesferas 3 85.29 0.58 (83.317, 87.259)

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Tipos de ABs N Media Agrupacion
ABs Q/PCL-75% Microesferas 3 85.29 A
ABs Q/PCL-50% Microesferas 3 72.40 B
ABs Q/PCL-25% Microesferas 3 61.50 C
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
Diferencia de niveles Diferencia EEde 1Cde95% ValorT Valorp
de las diferencia ajustado
medias
ABs Q/PCL-50 - ABs Q/PCL-25 10.90 1.14 (8.11, 13.69) 9.57 0.000
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-25 23.79 1.14 (21.00, 26.58) 20.88 0.000
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-50 12.89 1.14 (10.10, 15.68) 11.32 0.000
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Gréfica de intervalos de % porosidad vs. Tipos de ABs ICs individuales de 95% de Fisher
95% IC para la media Diferencias de las medias para % porosidad

85 ABs QPCL-50 - AB: QPCL-25

——

ABs QPCL-7S - AB: QPCL-25

% porosidad
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60
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i |
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|
|
0

ABs Q/PCL-25% de Microesferas ABs Q/PCL-50% de Microesferas ABs Q/PCL-75% de Microesferas
Tipos de ABs

Siun bntervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significatvamente
La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos. diferanes.

Anexo 16

Analisis estadistico ANOVA-Comparacion de medias de la tasa de transmision de vapor de agua
(WVTR)

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipos de ABs 2 1620 809.8 2.46 0.166
Error 6 1974 329.0
Total 8 3593

Medias
Tipos de ABs N Media Desv.Est. IC de 95%
ABs Q/PCL-25% Microesferas 3 85.02 0.74 (59.396, 110.641)
ABs Q/PCL-50% Microesferas 3 106.92 12.23 (81.30, 132.54)
ABs Q/PCL-75% Microesferas 3 117.18 28.93 (91.6, 142.8)

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacién utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Tipos de ABs N Media Agrupacion
ABs Q/PCL-75% Microesferas 3 117.18 A
ABs Q/PCL-50% Microesferas 3 106.92 A
ABs Q/PCL-25% Microesferas 3 85.02 A
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia de niveles Diferencia EEde 1Cde95% ValorT Valorp
de las diferencia ajustado

medias
ABs Q/PCL-50 - ABs Q/PCL-25 21.9 148 (-14.3,58.1) 1.48 0.190
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-25 32.2 148 (-4.1,68.4) 2.17 0.073
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-50 10.3 148 (-26.0, 46.5) 0.69 0.514

Gréfica de intervalos de WVTR vs. Tipos de ABs
95% IC para la media
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90 ///
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ABs Q/PCL-25% de Microesferas ABs Q/PCL-50% de Microesferas ABs Q/PCL-75% de Microesferas
Tipos de ABs
La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.
Anexo 17

ICs individuales de 95% de Fisher
Diferencias de las medias para WVTR

ABs QPCL-50 - AB: QPCL-25 }

ABs QPCL-7S - AB: QPCL-25

[
[
\
\
1
f
\
\
\
|
:
\
|
o

3i un mtervale ne contie:
diferentes.

Andalisis estadistico ANOVA-Comparacion de medias de las propiedades mecanicas (ensayo de

traccion)

Andlisis de Varianza-Resistencia a la traccion

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipos de ABs 2 18.585 9.2927 15.92 0.025
Error 3 1.751 0.5836

Total 5 20.336
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Medias

Tipos de ABs N Media Desv.Est. IC de 95%

ABs Q/PCL-25% Microesferas 2 4.62 1.00 (2.904, 6.342)
ABs Q/PCL-50% Microesferas 2 1.06 0.53 (-0.661, 2.777)
ABs Q/PCL-75% Microesferas 2 0.74 0.69 (-0.977, 2.461)

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacién utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Tipos de ABs N Media Agrupacion
ABs Q/PCL-75% Microesferas 2 462 A
ABs Q/PCL-50% Microesferas 2 1.06 B
ABs Q/PCL-25% Microesferas 2 0.74
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Tipos de ABs N Media Agrupacion
ABs Q/PCL-25% de Microesferas 2 462 A
ABs Q/PCL-50% de Microesferas 2 1.06 B
ABs Q/PCL-75% de Microesferas 2 0.74 B
Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
Diferencia de niveles Diferencia EE de IC de 95% ValorT  Valor p
de las diferencia ajustado
medias
ABs Q/PCL-50 - ABs Q/PCL-25 -3.565 0.764 (-5.997,-1.134) -4.67 0.019
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-25 -3.881 0.764 (-6.313,-1.450) -5.08 0.015
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-50 -0.316 0.764 (-2.747,2.115) -0.41 0.707
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Gréfica de intervalos de Resistencia a la traccion N/mm2 vs. Tipos de ABs 1Cs mdividuales de 95% de Fisher
95% IC para la media Diferencias de las medias para Resistencia a la traccién N/mm2

ABs QPCL-50 - AB: QPCL-25 I

i6

ABs QPCL-T5 - ABs QBCL-25 |

ABs QBCL-75 - ABs QBCL-50

Resistencia a la tracc  n N/mm2
L S

ABs Q/PCL-25% de Microesferas ABs Q/PCL-50% de Microesferas ABs Q/PCL-75% de Microesferas 7 ¢ -5 d
Tipos de ABs

La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos. diferentes.

Siun intervala na contiens cer, las medias carrespondientes son significativ

Andlisis de Varianza-Médulo de elasticidad

mente

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipos de ABs 2 60189 30095 0.96 0.476
Error 3 93991 31330
Total 5 154180

Medias
Tipos de ABs N Media Desv.Est. IC de 95%
ABs Q/PCL-25% de Microesferas 2 386.70 273.28 (-12, 785)
ABs Q/PCL-50% de Microesferas 2 21451 79.80 (-183.8,612.8)
ABs Q/PCL-75% de Microesferas 2 149.26 113.77 (-249.1, 547.6)

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacién utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Tipos de ABs N Media Agrupacion
ABs Q/PCL-25% de Microesferas 2 386.70 A
ABs Q/PCL-50% de Microesferas 2 21451 A
ABs Q/PCL-75% de Microesferas 2 149.26 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia de niveles Diferencia EEde ICde95% ValorT  Valorp
de las diferencia ajustado
medias
ABs Q/PCL-50 - ABs Q/PCL-25 -172 177 (-735, 391) -0.97 0.402
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-25 -237 177 (-801, 326) -1.34 0.272
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-50 -65 177  (-629, 498) -0.37 0.737
Gréfica de intervalos de Médulo elastico (KPa) vs. Tipos de ABs ICs individuales de 95% de Fisher
95% IC para la media Diferencias de las medias para Madulo elastico (KPa)
800 ‘
| \ |
- ABs QPCL-50 - ABs QPCL-25 I ‘ 1
s |
é 400 ‘
é \\\\\\ ABs QPCL-T5 - ABs QBCL-25 | ‘ |
= 20 e S ' ! \ ‘
3 - |
g |
B ABs QPBCL-75 - ABs QEBCL-50 I ; 1
ABs QIPCL-25% de Microesferas ABs Q/PCL-50% de Microesferas ABs Q/PCL-75% de Microesferas e =0 ¢ ¢ o
Tipos de ABs Siwm tervalo no contiens las mediar correspondis ienificatrame
Andlisis de Varianza-Deformacion
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipos de ABs 2 4.856 2.4280 2.84 0.203
Error 3 2.566 0.8554
Total 5 7.422
Medias
Tipos de ABs N Media Desv.Est. IC de 95%
ABs Q/PCL-25% Microesferas 2 2.54 1.58 (0.46, 4.62)
ABs Q/PCL-50% Microesferas 2 0.66 0.01 (-1.41779, 2.74486)
ABs Q/PCL-75%Microesferas 2 0.60 0.24 (-1.481, 2.681)
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Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Tipos de ABs N Media Agrupacion
ABs Q/PCL-25% Microesferas 2 254 A
ABs Q/PCL-50% Microesferas 2 0.66 A
ABs Q/PCL-75% Microesferas 2 0.60 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia de niveles Diferencia EEde 1Cde9% ValorT Valorp
de las diferencia ajustado
medias
ABs Q/PCL-50 - ABs Q/PCL-25 -1.876 0.925 (-4.819, 1.068) -2.03 0.136
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-25 -1.939 0.925 (-4.883, 1.004) -2.10 0.127
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-50 -0.063 0.925 (-3.007, 2.880) -0.07 0.950
Gréfica de intervalos de Deformacion(%6) vs. Tipos de ABs ICs mdividuales de 95% de Fisher
95% IC para la media Diferencias de las m edias para Deformacian(%g)
5 [
|
4 AB: QBCL-50 - AB: QBCL-25 { [ I
3 |
g — |
:92 2 \\‘\ ABs QBCL-T5 - ABs QBCL-25 [ l I
§ . ‘\\\ I |
z I |
0 |
a ABs QBPCL-75 - ABs QPCL-50: I .] 1
* ABSs QIPCL-25% de Microesferas ABs Q/PCL-50% de Microesferas ABs Q/PCL-75% de Microesferas = h 3 2 & ¢ !
Tipos de ABs 5t e e tas med respondie i e
Anexo 18

Analisis estadistico ANOVA-Comparacion de medias de las propiedades mecanicas (dureza shore)

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
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Tipos de ABs 2 171.50 85.750 44.74 0.000
Error 6 11.50 1.917
Total 8 183.00

Medias
Tipos de ABs N Media Desv.Est. IC de 95%
ABs Q/PCL-25% de Microesferas 3 21.33 1.61 (19.378, 23.289)
ABs Q/PCL-50% de Microesferas 3 17.83 1.76 (15.88,19.79)
ABs Q/PCL-75% de Microesferas 3 10.83 0.29 (8.878, 12.789)

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Tipos de ABs N Media Agrupacion
ABs Q/PCL-25% de Microesferas 3 21.33 A
ABs Q/PCL-50% de Microesferas 3 17.83 B
ABs Q/PCL-75% de Microesferas 3 10.83 C
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
Diferencia de niveles Diferencia EE de IC de95% Valor T Valor p
de las diferencia ajustado
medias
ABs Q/PCL-50 - ABs Q/PCL-25  -3.50 1.13 (-6.27,-0.73)  -3.10 0.021
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-25  -10.50 1.13 (-13.27,-7.73) -9.29 0.000
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-50  -7.00 1.13 (-9.77,-4.23)  -6.19 0.001

Gréfica de intervalos de Dureza shore vs. Tipos de ABs
95% IC para la media
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Dureza shore

150
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100
ABs Q/PCL-25% de Microesferas ABs Q/PCL-50% de Microesferas ABs Q/PCL-75% de Microesferas

Tipos de ABs

La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

ICs individuales de 95% de Fisher
Diferencias de las medias para Dureza shore

ABs QBCL-50 - ABs QPCL-25

AB: QBCL-7S - AB: QBCL-25 |—c—|

i

ABs QPCL-75 - ABs QPCL-50 }—.—{

Stun btervals no contie
diferentes
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Anexo 19

Andalisis estadistico ANOVA-Comparacion de medias de la capacidad de absorcion de agua

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipos de ABs 2 198904 99451.8 594.19 0.000
Error 33 5523 167.4
Total 35 204427

Medias
Tipos de ABs N Media  Desv.Est. IC de 95%
ABs Q/PCL-25% Microesferas 12 66.96 6.65 (59.37, 74.56)
ABs Q/PCL-50% Microesferas 12 155.88 13.39 (148.28, 163.47)
ABs Q/PCL-75% Microesferas 12 249.02 16.69 (241.42, 256.62)

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Tipos de ABs N Media Agrupacion
ABs Q/PCL-75% Microesferas 12 249.02 A

ABs Q/PCL-50% Microesferas 12 155.88 B

ABs Q/PCL-25% Microesferas 12 66.96 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia de niveles Diferencia EE de IC de 95% Valor T Valorp
de las diferencia ajustado

medias
ABs Q/PCL-50 - ABs Q/PCL-25 88.91 528 (78.17,99.66) 16.83 0.000
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-25 182.06 5.28 (171.31, 192.80) 34.47 0.000
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ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-50 93.15 528 (82.40,103.89)  17.64  0.000

Gréfica de intervalos de % de absorcion de agua vs. Tipos de ABs ICs individuales de 95% de Fisher
95% IC para la media Diferencias de las medias para % de absorcion de azm
I
250 |
ABs QPCL-50 - ABs QPCL-25 }—.—'
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=
5
8

|
|
|
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|
|
|
10 AB:QPCL-T5-ABsQPCL-50 | | }—0—{
|
* ABs QIPCL-25% de Microesferas ABs Q/PCL-50% de Microesferas ABs Q/PCL-75% de Microesferas e ¢ 1o e w0
Tipos de ABs 5 1m itervals no contiens cers, laz mediar correspondientes son significasvamente
Anexo 20
Andalisis estadistico ANOVA-Comparacion de medias de la biodegradabilidad en SBF
Andlisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Valor F Valor p
Ajust.
Tipos de ABs 2 2989 1494 1.22 0.330
Error 12 14720 1227
Total 14 17709
Medias
Tipos de ABs N Media Desv.Est. IC de 95%
ABs Q/PCL-25% Microesferas 5 -60.77 21.84 (-94.89, -26.64)
ABs Q/PCL-50% Microesferas 5 -61.27 30.95 (-95.4, -27.1)
ABs Q/PCL-75% Microesferas 5 -31.08 47.38 (-65.2, 3.0)

Comparaciones en parejas de Fisher
Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Tipos de ABs N Media Agrupacion
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ABs Q/PCL-75% Microesferas 5 -31.08 A
ABs Q/PCL-25% Microesferas 5 -60.77 A
ABs Q/PCL-50% Microesferas 5 -61.27 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias

Diferencia de niveles Diferencia EEde 1Cde9% ValorT Valorp
de las diferencia ajustado

medias
ABs Q/PCL-50 - ABs Q/PCL-25 -0.5 222 (-48.8,47.8) -0.02 0.982
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-25 29.7 222 (-18.6, 78.0) 1.34 0.205
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-50 30.2 22.2 (-18.1,78.5) 1.36 0.198

Gréfica de intervalos de Biodegradabilidad SBF vs. Tipos de ABs
95% IC para la media

;:: j(/%

-100
ABs Q/PCL-25% Microesferas ~ ABs Q/PCL-50% Microesferas ~ ABs Q/PCL-75% Microesferas
Tipos de ABs

La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Biodegradabilidad SBF

Anexo 21

ICs individuales de 95% de Fisher
Diferencias de las medias para Biodegradablidad SBF

ABs QPCL-50 - AB: QPCL-25 I

ABs QBCL-TS5 - ABs QBCL-25 }
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Siun inrerraio n
diferenes.

Analisis estadistico ANOVA-Comparacion de medias de la biodegradabilidad en plasma sanguineo

Anélisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Valor F Valor p
Ajust.

Tipos de ABs 2 5902 2951 2.50 0.124

Error 12 14188 1182

Total 14 20090
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Medias

Tipos de ABs N Media Desv.Est. IC de 95%
ABs Q/PCL-25% Microesferas 5 -42.89 16.98 (-76.39, -9.39)
ABs Q/PCL-50% Microesferas 5 -50.69 29.26 (-84.2,-17.2)
ABs Q/PCL-75% Microesferas 5 -5.26 48.95 (-38.8, 28.2)

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacién utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Tipos de ABs N Media Agrupacion
ABs Q/PCL-75% Microesferas 5 -5.26 A
ABs Q/PCL-25% Microesferas 5 -42.89 A
ABs Q/PCL-50% Microesferas 5 -50.26 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
Diferencia de niveles Diferencia EEde 1Cde9% ValorT Valorp
de las diferencia ajustado
medias
ABs Q/PCL-50 - ABs Q/PCL-25 -7.8 217 (-55.2, 39.6) -0.36 0.726
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-25 37.6 21.7 (-9.7,85.0) 1.73 0.109
ABs Q/PCL-75 - ABs Q/PCL-50 454 21.7 (-1.9,92.8) 2.09 0.059

Gréfica de intervalos de Biodegradabilidad Plasma vs. Tipos de ABs

95% IC para la media
40

Biodegradabilidad Plasma

ABs Q/PCL-25% Microesferas ~ ABs Q/PCL-50% Microesferas  ABs Q/PCL-75% Microesferas

Tipos de ABs

La desviacion esténdar agrupada se utili

26 para calcular los intervalos.

ICs individuales de 95% de Fisher
Diferencias de las medias para Biodegradabiidad Plasna

ABs QBCL-50 - ABs QPCL-25 I

ABs QBCL-75 - ABs QBCL-25

ABs QPCL-75 - AB: QPCL-50

Stun fervalo n
diferentes
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