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Resumen

Se obtuvieron dos grupos de materiales compuestos polimero-silice usando la técnica sol-
gel in situ, los cuales fueron caracterizados en sus propiedades morfoldgicas y fisicas.

Un primer grupo, incluye un material hibrido de poli (hidroxietil acrilato)-silice en el cual
se forman micro- y nano- particulas de silice. Para su produccién se us6 un método con
dos pasos: un primer paso implicéd la sintesis de la red porosa del hidrogel por
polimerizacion por radicales libres, usando cantidades variables de etanol; seguido de la
absorcién de una solucidn del precursor de silice (Tetraetilortosilicato). Se obtuvieron asi
una serie de materiales compuestos con un contenido de silice de hasta un ~60 % m/m. La
silice se presenta en forma de una fase continua, en donde una fraccion se encuentra
ocupando los poros mientras otra parte de ella forma nanoparticulas dispersas en la red del
polimero.

El segundo grupo de materiales compuestos obtenidos, consistio en un composite
policaprolactona-silice, logrado a partir de membranas porosas y scaffolds del polimero
PCL. En este proceso, el primer paso fue la produccion de membranas/scaffolds de PCL
usando la técnica de extraccion en congelacion (freeze extraction). Como segundo paso, se
introdujo la fase inorgéanica en la estructura porosa de polimero, por medio de una
reaccién sol-gel via catélisis acida o basica; empleando una solucion precursora de silice
(TEOS) y un sistema al vacio. En medio &cido, se obtuvo una capa uniforme de silice que
recubre las paredes de los poros de la membrana o del scaffold de la policaprolactona
logrando un contenido de silice de hasta un 60 % m/m; mientras que en el medio basico, la
silice fue producida como macroparticulas dentro de los poros, obteniéndose un contenido
de silice mucho menor.

Para evaluar si los materiales compuestos presentaban un mejor desempefio mecénico y de
bioactividad con relacién al polimero puro y para conocer el efecto de la porosidad de los
materiales poliméricos de partida; se evaludé la microestructura del composite obtenido y
su relacion con el catalizador empleado y el material polimérico de partida. Se
caracterizaron las propiedades mecanicas, ademas de realizar pruebas de bioactividad in
vitro y otros ensayos fisicos.

Palabras clave: BIOMATERIALES, MATERIALES HIBRIDOS, HIBRIDOS
POLIMERO-SILICE, COMPUESTOS CON MATRIZ POLIMERICA, SOL-GEL,
HIBRIDOS, CARACTERIZACION FISICO QUIMICA, COMPOSITES.



Resumen y Abstract

Abstract

Two groups of polymer matrix composites using an in situ sol-gel reaction were produced
and characterized.

A first group of composites comprised a set of hybrids of poly (hydroxyethyl acrylate) and
silica presented as micro- and nano-particles. For that, a two-step method production
involved the porous hydrogel network synthesis by the radical polymerization using
diverse amounts of ethanol, followed by the absorption of a silica precursor solution
(Tetraethylorthosilicate). In that way composites with a content of silica up to ~60% by
weight, in the form of a continuous phase with a fraction of the silica phase occupying the
pores while another part was in the form of nanoparticles dispersed in the polymer phase,
were obtained.

The second group of composites materials consisted of polycaprolactone-silica porous
membranes and scaffolds. In that case, first step was the PCL membranes/scaffolds
production by freeze extraction and the second step was the sol-gel synthesis via acid or
base catalysis of the inorganic phase thru the use of a solution of silica precursor and a
vacuum system for introducing it into the porous polymer matrix. In acidic medium, a
uniform coating of the silica inside the polycaprolactone pore walls was obtained with
silica content up to 60% m/m, whereas in basic medium, lower content of silica was
produced in the form of micro particles inside the pores.

For assessing the better mechanical and bioactivity performance of the composites
regarding the pure polymer, and aiming to judge the effect of porosity in agreement with
the initial polymer matrix; it was evaluated the microstructure of the final material
conferred as a result of the catalyst used and a characterization was made through the
analysis of the mechanical properties, in vitro bioactivity tests and some other physical
assays.

Keywords: BIOMATERIALS, HYBRID COMPOSITE; POLYMER-SILICA
HYBRIDS; POLYMER-MATRIX COMPOSITES (PMCs); SOL-GEL; HYBRID;
PHYSICAL AND CHEMICAL CHARACTERIZATION
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Abreviatura correspondiente a

MATERIAL/ELEMENTO/
CELULAS/COMPUESTO O SOLUCION

BHT
BIOGLASS
CH3COOH

CaO

EGDMA
Elvacite
GAGs
GPTMS
HAp
HCI
HEA
HEMA
IPN
MSCs
Na,O
NH,OH
PAA
PCL
PGA
PEMA
PHEA
PHEMA
PLLA
PLGA
PMMA
PTFE
PVA
P205
SBF
SiO,
TCP

TEOS

TECNICAS ANALITICAS
AFM

Término

Butihidroxitolueno
Vidrio bioactivo
Acido Acético
Oxido de Calcio
Etilenglicol dimetilacrilato
Mezcla PEMA Y PMMA
Glicosaminoglicanos
3-glicidiloxipropiltrimetoxisilano
Hidroxiapatita
Acido clorhidrico
2-Hidroxietil acrilato
Hidroxietilmetacrilato
Redes interpenetradas
Células Madre Mesenquimales
Oxido de Sodio
Amonio Hidréxido
Acido poliacrilico
Policaprolactona
Acido Poliglicélico
Polietilmetacrilato
Polihidroxietil acrilato
Polihidroxietilmetacrilato
Acido Poli L-lactico
Poli[d,I-(lactido-co-glicdlido)]
Polimetilmetacrilato
Politetrafluoroetileno
Polivinil alcohol
Pentdxido de Fosforo
Fluido Corporal Simulado
Oxido de Silicio/ Silice
Tricalciofosfato
Tetraetilortosilicato

[Tetraetilortosilano/Tetraetoxisilano

Microscopia de Fuerza Atomica
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Abreviatura correspondiente a

MATERIAL/ELEMENTO/ Término
CELULAS/COMPUESTO O SOLUCION
DMTA Analisis dinamico termomecanico
DSC Calorimetria Diferencial de Barrido
EDS Espectroscopia de Dispersion de Rayos X
FTIR Infrarrojo con Transformada de Fourier
ATR Reflectancia Total Atenuada
IR Infrarrojo
SDR Reflectancia Difusa
SEM Microscopia Electronica de Barrido
TEM Microscopia Electronica de Transmision
TGA Anélisis Termogravimétrico
TMA Analisis Termomecanico

ENTES NACIONALES E
INTERNACIONALES
FDA Food and Drug Administration

Términos

Material hibrido
Material compuesto de una mezcla intima de componentes inorganicos, componentes
organicos o de ambas naturalezas.

Nota: Los componentes usualmente interpenetran a escalas menores a 1 micrémetro (1
pm) (McNaught 2007).

Material hibrido quimicamente unido
Material hibrido en el cual los componentes estan unidos uno al otro por enlaces
covalentes o parcialmente covalente (McNaught 2007).

Composite



Contenido XXITII

Material con multiples componentes que comprende mdaltiples o diferentes fases (no-
gaseosos) en el cual al menos uno de las dos fases es una fase continua (McNaught 2007).

Microgel
Es una particula de gel de cualquier forma con un didmetro equivalente de
aproximadamente de 0.1-100 pm.

También ha sido histéricamente referido como polimeros altamente cruzados presentes
cerca al punto de gelificacion durante la formacion de una red ( Elbert 2011).

Nanogel
Es un particula de gel de cualquier forma con un didmetro equivalente de
aproximadamente de 1-100 nm. (Elbert 2011).

Biomateriales macroporosos
Poseen tamarios de poro mayores a 1 um (Elbert 2011).

Biomateriales microporosos
Poseen tamarios de poro entre 100 nm y 1 um (Elbert 2011).

Biomateriales nanoporosos
Poseen tamarios de poro menores de 100 nm (Elbert 2011).
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Introduccién

Cuando se presentan lesiones a nivel del hueso y las articulaciones, se puede llegar a
requerir el uso de fijaciones externas o internas para el tejido 6seo, 0 puede ser necesario su
reemplazo parcial o total. El disefio de un material que pueda ser (til en este tipo de eventos
es una actividad cientifica e investigativa que debe ser abordada desde la Ciencia y
Tecnologia de los Materiales. Para ello es necesario explorar los requerimientos del tejido y
por tanto las propiedades demandadas para lograr su reemplazo o regeneracion. Estas
aplicaciones especificas dirigen la atencion hacia un grupo especifico de materiales: los
biomateriales.

Inicialmente se debe estudiar el proceso regenerativo del tejido en cuestion. En principio
podria pensarse que estos materiales deben ser inertes, pero cuando se analiza mas
profundamente este concepto se llega a concluir que evidentemente deben conllevar a una
respuesta bioldgica favorable tanto a nivel local como sistémico.

La primera aproximacion al tema es la seleccion de la naturaleza del material. Si se
selecciona un biomaterial metalico, debe reconocerse sus debilidades desde el punto de
visto biolégico, quedando opciones interesantes con los materiales cerdmicos y
poliméricos; los que a su vez presentan desventajas pero que han demostrado
respectivamente  propiedades biol6gicas y mecénicas interesantes, las cuales pueden
combinarse en la obtencion de materiales compuestos que cumplan los requisitos
enmarcados en el contexto de la aplicacion y del tejido a regenerar o reemplazar; en este
caso, el dseo.

Es importante, discernir si la aplicacion del biomaterial esta dirigida a realizar un
reemplazo (caso para el cual se puede requerir una permanencia duradera del material en el
organismo) o un ajuste y pensar por tanto en las necesidades que pueden presentarse en
funcién de la degradabilidad del biomaterial. Cuando no se requiere que el material cuente
con propiedades de biodegradabilidad, se contempla la opcion de estudiar un material
reconocido por su biocompatibilidad, en donde los hidrogeles se constituyen en una muy
buena opcidn. Sin embargo surge la pregunta respecto de como mejorar sus propiedades
fisicas y su respuesta bioldgica.

Por otra parte, cuando el proposito previsto como es el de esta investigacion contempla el
relacionado con el tejido 6seo; se debe identificar que la biodegradabilidad que presentan
algunos polimeros, puede constituirse en una ventaja particularmente decisiva. El hecho de
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gue ocurra una transmisién paulatina de esfuerzos a las areas lesionadas o al tejido en
recuperacion, evita una segunda intervencion quirurgica para la remocion del material y
esto es una ventaja para el paciente tanto en calidad de vida como desde el punto de vista
econémico.

Entre los materiales biodegradables, la Policaprolactona (PCL) resulta ser un polimero
bastante adecuado para desarrollar el presente estudio, por sus buenas propiedades
mecanicas, buena biocompatibilidad y por la ventaja de contar con la aprobacion para ser
usada en materiales implantables por parte de la FDA (Food and Drug Administration) y
otros entes regulatorios internacionales; pero que presenta como desventaja su baja
hidrofilicidad.

Sin embargo, dado que los polimeros sintéticos presentan como caracteristica limitante la
falta de capacidad de promover adhesion celular, proliferacion y recuperacién del tejido; se
requiere conferir esta propiedad a través del uso de silice en materiales compuestos, en
donde se combinan las ventajas de cada uno de los materiales que lo constituyen.

Un desafio importante para el disefio del materiales es que se adhieran al tejido 0seo;
propiedad denominada “bioactividad”. Esto podria ocurrir por ejemplo si el material logra
ligarse al hueso a través de una capa de hidroxiapatita. Por esta razon fue que se planted
que en una primera aproximacion al desempefio bioldgico del material deberia realizarse
ensayos in vitro que simularan la formacion o deposicién de la capa de hidroxiapatita.

Al considerar las propiedades superficiales, como elementos que controlan la respuesta
biologica del material, es importante la seleccion de una tecnologia que permitiera la
deposicion de especies inorganicas, y es asi como surge la opcion de usar la tecnologia de
las reacciones sol-gel.

Resulta significativo de igual forma, reconocer que la respuesta de un material al ser
implantado en el organismo y estar en contacto directo con el tejido 6seo debe integrarse a
este ambiente sin promover la formacion de una capa de naturaleza fibrosa en la interfase.
Esta caracteristica se relaciona con la bioactividad ya que los fibroblastos proliferan, se
diferencian a osteoblastos y producen matriz extracelular en la capa de hidroxiapatita.

Es por ello que al consolidar los requerimientos que deben cumplir los biomateriales para
regeneracion de tejido déseo; se identifica que ademas de ser bioactivos y mecanicamente
compatibles con el tejido natural en donde se implantan; deben ser osteogénicos, lo que
conlleva a la necesidad de que sean osteoinductivos y osteoconductivos.

Como estrategia para obtener un material que cumpliera con las demandas necesarias; en el
presente trabajo, se partié de la experiencia previa del grupo del Centro de Biomateriales e
Ingenieria Tisular (CBIT) en el estudio de polimeros visualizados como materiales para
regeneracion y reparacion del tejido 0seo. Siguiendo la tendencia en el manejo de
materiales reconocidos por su biocompatibilidad y/o por su biodegradabilidad; se presenta
entonces la experimentacion realizada para el disefio y fabricacion de materiales
compuestos polimero-silice a partir de membranas de Polihidroxietil acrilato (PHEA)
micro y macroporoso, y de PCL en forma de membranas con porosidades variables y de
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un scaffold de porosidad conocida. La introduccién de la fase inorgénica in situ en estas
estructuras polimericas se enfoco en tomar ventaja de la capacidad de absorcion de fases
acuosas por parte del polimero tipo hidrogel; y en la forma para contrarrestar la
hidrofobicidad, una propiedad inherente que a la vez se suele considerar como una
desventaja de la PCL; se trata de la aplicacion de condiciones de vacio y el uso de una
solucion precursora de silice con etanol y la catalisis de la reaccién en medio acido y
bésico, para el caso de las membranas y scaffolds de PCL.

La caracterizacion se realizd con base en la infraestructura y recursos disponibles en el
CBIT. Se evaluo para cada material obtenido, la influencia de la presencia de la fase
inorganica en las propiedades fisicas especialmente mecénicas, que permitieran inferir el
mejoramiento de caracteristicas que les haga Utiles en el campo de la regeneracion Gsea. A
través del ensayo de bioactividad in vitro, se evalu6 una caracteristica que permite inferir
otras propiedades que impactan finalmente en la osteoregeneracion, la osteointegracion, la
osteoconduccion y por ende en contexto, en su bioactividad.

Si bien no fueron evaluadas propiedades in vivo, se realizaron una serie de experimentos
con cultivo de células (in vitro), efectuadas por Bermali Demirddgen quien se encontraba
vinculada con el Laboratorio TEBN, Stem Cell Institute de Ankara, Turquia; como parte
del convenio de colaboracion con la Universidad de Ankara. Igualmente los ensayos con
cultivo de células hicieron parte del trabajo de fin de carrera en Biotecnologia, de Sara
Trujillo de la Universidad Politécnica de Valencia (Trujillo 2012, Trujillo et al. 2014).
Estos ensayos se constituyen en una base para el direccionamiento de nuevos estudios que
mejoren las propiedades encontradas y que proyecten la realizacion de ensayos in vivo para
la consecucion de materiales promisorios en el campo de la ingenieria tisular en el
reemplazo o regeneracion de tejido dseo.

Para el desarrollo del presente trabajo se habia planteado en una propuesta inicial los
siguientes objetivos:

Como Objetivo General:

Disefiar y obtener un biomaterial compuesto polimero - cerdmica con potencial aplicacion
en la elaboracién de implantes biodegradables o bioestables para la regeneracion o la
reparacion 0sea, Yy evaluar comparativamente su funcionalidad fisica y bioldgica.

Como objetivos especificos, los siguientes:

o Proponer y estandarizar un proceso de obtencién de un material biodegradable
compuesto polimero / ceramica o con recubrimiento ceramico con potencial aplicacion para

la regeneracion ésea.

o Desarrollar con el polimero, andamiajes macroporosos con superficies bioactivas de
cara a mejorar su bioactividad.

o Caracterizar mediante modelos in vitro la bioactividad del recubrimiento superficial.
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o Caracterizar las propiedades fisicas (morfologia de fases, absorcion y difusion de
agua, propiedades térmicas, propiedades de superficie) y mecénicas del material compuesto
para desafiar su estabilidad mecanica frente a cargas de tension, compresion y fractura con
el fin de inferir su desempefio y durabilidad in vivo al ser implantado.

o Estudiar la respuesta biol6gica mediante modelos in vitro.

Por otra parte, la hipétesis inicial de trabajo fue: La presencia en la superficie de un
material polimérico de particulas de apatita o vidrios bioactivos obtenidas por técnicas de
recubrimiento, induce y acelera el crecimiento de tejido 0seo cuando este material se
implanta para la regeneracion o reparacion dsea.

El desarrollo del trabajo que se bosquejo con el fin de responder a los objetivos e hipdtesis
planteada se presenta en el presente documento, el cual se encuentra dividido en cuatro
grandes capitulos: En un primer capitulo se incluye la informacién bésica relacionada con
los materiales poliméricos, profundizando en los hidrogeles usados en la investigacion y en
la policaprolactona, como polimero biodegradable. Para cada uno de estos materiales se
plantea la experiencia relacionada con su uso en la obtencion de materiales compuestos.
De igual forma, se ha incluido la conceptualizacién de la reacciones sol-gel y los
planteamientos que permiten producir a través de esta técnica materiales bioactivos. En un
segundo capitulo, se han desarrollado los métodos y materiales usados en la fase
experimental para la obtencion de los dos grandes grupos de materiales: por una parte, las
membranas porosas de PHEA y sus hibridos; y por la otra, las membranas/ scaffolds
porosos de PCL y sus composites. En este capitulo se identifica la forma en que se aplica la
reaccion sol-gel in situ, en cada caso y se describen los métodos y técnicas de
caracterizacion usadas en cada caso, y los detalles de su realizacion. El tercer capitulo,
abarca la discusiéon de los resultados obtenidos, separando en dos subcapitulos para asi
tratar las particularidades de cada grupo de materiales compuestos. Se abordan de esta
forma los diversos ensayos de caracterizacion efectuados en cada caso. Las conclusiones y
recomendaciones se plantean en el capitulo cuatro, dividiendo en dos subcapitulos
conclusiones relacionadas con cada uno de los grupos de materiales compuestos obtenidos.
Las recomendaciones sin embargo, se establecen de forma general. Para finalizar, se
documenta la bibliografia citada en el texto y se incluye un anexo que bosqueja como se
obtuvo la relacion de reactantes para aplicar las reacciones sol-gel a las matrices
poliméricas.

Como productos del desarrollo de la presente investigacion se tienen los siguientes articulos
aceptados para publicacion o publicados:

. B. Demirddgen, C.E. Plazas Bonilla, S. Trujillo, J.E. Perilla, A. E. Elcin, Y.
M.Elcin, J.L. Gomez Ribelles, Silica coating of the pore walls of a micro porous
polycaprolactone membrane to be used in bone tissue engineering, Journal of Biomedical
Materials Research A, Journal doi: 10.1002/jbma34999 (Demirddgen et al. 2013).
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o Clara E. Plazas Bonilla , José A. Gémez-Tejedor , Jairo E. Perilla , José L. Gémez
Ribelles, Silica phase formed by sol-gel reaction in the nano- and micro-pores of a
polymer hydrogel, Journal of Non-Crystalline Solids, 379 (2013) pp. 12-20 (Plazas et al.
2013).

o Clara E. Plazas Bonilla, Sara Trujillo, Bermali Demirddgen, Jairo E. Perilla, Y.
Murat Elcin, José L. Gomez Ribelles, New porous polycaprolactone-silica composites for
bone regeneration, Materials Science and Engineering C, In Press, Available online 18
April 2014, In Progress, 40(0), pp. 418-426 ( Plazas et al. 2014)

o Sara Trujillo, Clara E. Plazas Bonilla, Marta S. Santos, Joana M. Matos, Tatiana
Gamboa, Jairo E. Perilla, Jodo F. Mano and José L. Gomez Ribelles, Polycaprolactone
membranes reinforced by toughened sol-gel produced silica networks, Journal of Sol Gel
Science and Technology, Journaldoi : 10.1007/s10971-014-3342-4 ( Trujillo et al. 2014).

De igual manera fueron presentados trabajos en los siguientes eventos cientificos:

o Third Termis World Congress 2012, Viena Austria, Septiembre 2012, publicado en
las memorias Tissue Engineering and Regenerative Medicine, Vol 6 suplemento 1,
2012.Poster: Nanoreinforced polyhydroxyethyl acrylate hydrogels, C.E. Plazas Bonilla,
J.A. GOmez-Tejedor, J.E. Perilla, J.L. Gomez Ribelles.

o Sol-Gel 2013, International Sol-Gel Conference, Madrid, Espafia, Agosto de
2013.Poster: PCL supports reinforced by toughened sol-gel produced silica networks, S.
Trujillo, C. E. Plazas Bonilla, M. S. Santos, J. M. Matos, J. E. Perilla, J.F. Mano and J.L.
Gomez Ribelles.
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Biomateriales poliméricos y composites polimero-silice

CAPITULO 1. Biomateriales poliméricos y
composites polimero-silice

Los biomateriales han llegado a ocupar un papel relevante en la salud humana pues pueden
desempefiar o cumplir funciones en el diagnostico, el tratamiento o el reemplazo de tejidos
u 6rganos del cuerpo humano. Se disefian y fabrican con el proposito de que actten en la
interfase con sistemas biolégicos.

Los de origen metalico, presentan como desventaja que su respuesta se suele relacionar con
un aflojamiento del implante, y aun en algunos casos han llegado a producir carcinogénesis
(Ratner et al. 2012).

Los biomateriales de naturaleza polimérica y los ceramicos; por su parte pueden causar
respuestas inflamatorias no especificas y resorcion de la médula ésea (Villa et al. 2008).
En forma especifica algunas ceramicas tales como la hidroxiapatita y el fosfato de calcio
han demostrado ser capaces de estimular la produccion de citoquinas y proteasas
( Korkusuz et al. 2004, Villa et al. 2008).

Los materiales de naturaleza polimérica, se vienen aplicando en una amplia variedad de
elementos para uso farmacéutico y médico, en especial para la medicina regenerativa.

En las primeras fases del desarrollo de los biomateriales para regeneracion o reemplazo de
tejido, su seleccion se centrd en buscar que fueran inertes y semejaran las propiedades
fisicas del material lesionado; sin embargo, con el tiempo se ha intentado que conlleven a
una respuesta bioldgica especifica (Siegwart et al. 2012).

Los andamiajes de polimeros, sean estos naturales o sintéticos, deben mimetizar la matriz
extracelular de los tejidos, regulando su funcion y la difusion de nutrientes, metabolitos y
factores de crecimiento. Para que funcionen como promotores de formacion de nuevo tejido
deben ser biocompatibles e idealmente degradables mientras mantienen ciertas propiedades
fisicas dtiles para el crecimiento celular y la unién a proteinas estructurales adhesivas
(Siegwart et al. 2012).

El uso de los polimeros no biodegradables se ha direccionado al disefio de implantes
biomédicos permanentes. Estos polimeros deben poseer una morfologia nano vy
microscopica, en algunos casos con respuestas inteligentes ante estimulos in vivo que
permitan su aplicacion para lograr acciones terapéuticas ( Siegwart et al. 2012).
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En este sentido, se ha llegado a obtener derivados de polimeros naturales (polisacaridos y
proteinas) y sintéticos (poliésteres alifaticos y polifosfoésteres). Entre los polimeros
naturales usados en aplicaciones biomédicas se encuentran el colageno, la quitina, el
quitosano, la seda y la elastina, todos ellos derivados de tejidos animales ( Liao et al. 2005,
Mano et al. 2007, Stegemann et al. 2007). Existen de igual manera un grupo de polimeros
naturales procedentes de materiales vegetales tales como el almiddn, la celulosa y la pectina
(Tamura et al. 2011, Dash et al. 2011, Su et al. 2013, Prajapati et al. 2014).

Entre la variedad de propiedades fisicas que presentan los polimeros sintéticos se encuentra
la ventaja de poseer una menor susceptibilidad a ser degradados con la temperatura
permitiendo que pueden ser procesados en diversidad de formas segun la funcionalidad que
se requiera, permitiendo el disefio de estructuras tridimensionales (Pal et al. 2009; Mata et
al. 2009, Abbah et al. 2009, Siegwart et al. 2012). Sin embargo, cabe resaltar que existen
puntos de vista de investigadores que han planteado que los polimeros naturales suelen ser
biocompatibles, mientras que los sintéticos no permiten el crecimiento celular, puesto que
pueden contener residuos 0 impurezas de sustancias tipo iniciadores o catalizadores de la
reaccion de polimerizacion (Bide et al. 2006, Gupta y Kumar 2007, Luckachan y Pillai
2011).

Algunos investigadores plantean que los polimeros naturales presentan como desventaja
que las modificaciones quimicas pueden llegar a generar marcadas alteraciones de sus
propiedades, mientras que cuando se realizan en materiales sintéticos se destaca que
desencadenan reacciones inmunes en menor proporcion, si se comparan con los materiales
naturales. Ademas, se dice que permiten la obtencion de una gran variedad de propiedades
a través de modificaciones de diversa naturaleza sin que se lleguen a alterar sus propiedades
estructurales. Asi, ha sido posible obtener materiales con buenas propiedades fisicas y de
estabilidad térmica en comparacién con los polimeros naturales; por tanto se suele
considerar que son mas viables estas modificaciones en los polimeros sintéticos (Wong y
Mooney 1997, Croll et al. 2005, Drevelle et al. 2010).

En la actualidad, se comercializan elementos médicos tales como tornillos, pines y piezas
para fijacion y reparacion dsea fabricados en materiales sintéticos biodegradables tales
como: Acido Poli L-lactico (PLLA), Policaprolactona (PCL), Acido Poliglicélico (PGA) y
Poli[d,I-(lactido-co-glicélido)] (PLGA). Estos materiales poseen muy buenas propiedades
mecanicas y una excelente biocompatibilidad, razones por las cuales han sido aprobados
por la FDA (Food and Drug Administration) para aplicaciones in vivo, y se han usado
ampliamente para scaffolds o andamiajes en Ingenieria de Materiales (Abbah et al. 2009,
Woodruff y Hutmacher 2010, Gamboa et al. 2011, Bos et al. 2012, Seyednejad et al. 2012)

Con el fin de exaltar las propiedades relacionadas con el desempefio in vivo de los
polimeros, se han formulado gran nimero de estudios que pretenden encontrar o proponer
materiales compuestos (denominados composites) para ingenieria de tejidos a partir de
materiales sintéticos, polimeros naturales y mezclas de biopolimeros biodegradables (Rizzi
et al. 2001, Pereira et al. 2005, Reis et al. 2008, Poologasundarampillai et al. 2010, Rezaei
y Mohammadi 2012, Rezaei y Mohammadi. 2013).
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1.1  Los hidrogeles

Los hidrogeles son polimeros entrecruzados con la capacidad de absorber agua en su
interior, en proporciones que pueden llegar hasta 1000 veces el peso del hidrogel seco
(xerogel) sin llegar a disolverse. Esta caracteristica ademas de propiedades relacionadas con
su biocompatibilidad los constituyen en potenciales biomateriales (Monledn Pradas et al.
2001a, Hoffman 2002, Pal et al. 2009).

Una causa substancial de su capacidad de hinchamiento es la posibilidad de lograr producir
poros en su estructura durante la fase de preparacion o sintesis (Castilla Cortazar et al.
2001, Serrano Aroca et al. 2004), lo que a su vez favorece la difusion de solutos a través de
la red polimérica. El tamafio del poro y su distribucién, asi como la interconexion de los
mismos son factores relevantes que tienen influencia en la difusion efectiva de solutos a lo
largo de la matriz polimérica y son dependientes de las condiciones de la polimerizacion
(Monleon Pradas et al. 2001a, Monledn Pradas et al. 2001b, Serrano Aroca et al. 2007, Pal
et al. 2009).

1.1.1. El poli (hidroxietil acrilato) (PHEA) y los hidrogeles de poli
(acrilato)

El mondmero bésico del poli (hidroxietil acrilato) es el 2-hidroxietil acrilato, el cual posee
una densidad de 1,106 g/cm®y comercialmente se presenta estabilizado con hidroquinona
monometileter (200-400 ppm).

El poli (hidroxietil acrilato) se usa como gel polimérico hidrofilico y ha sido extensamente
estudiado por sus amplias aplicaciones biomédicas exaltadas por favorecimiento al
intercambio de fluidos, lo cual es un parametro que define su biocompatibilidad. Entre las
aplicaciones biomédicas de los hidrogeles se destacan los lentes de contacto blandos, la
cornea artificial, los sustitutos de tejidos blandos y compresas para gquemaduras, los
catéteres o los detoxificantes de sangre, y los recubrimientos tromboresistentes (Vargiln
2003).

CH = CH2
|
C=0

|

O - CH2 - CH2 - OH
(@)
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Figura 1 (@) Férmula estructural del 2-hidroxietil acrilato. (b) Estructura de la quitina
y el quitosano.

No obstante las propiedades positivas de los hidrogeles, sus pobres propiedades mecanicas
son frecuentemente visualizadas como inconvenientes en muchas de sus aplicaciones y por
ello una investigacion muy extensa se ha dedicado a buscar mejorarlas. En ese sentido,
algunos estudios han explorado lograr este objetivo por medio de la alternancia de
dominios hidrofilicos e hidrofébicos a través de la copolimerizacion (Salmerén Sanchez et
al. 2004a, Mun et al.2004, Araujo et al. 2006, Gallego et al. 2007, Stathopoulos et al.
2010). Se ha planteado asi, la formacion de redes interpenetradas (IPN) en las cuales los
componentes se separan en forma de dominios de tamafio nanométrico por combinacion
de dos polimeros en la red, en los cuales al menos uno es sintetizado en presencia del otro
0 es polimerizada una red primero y luego se hincha el monémero correspondiente en la
segunda red, de forma que la polimerizacion de la segunda red tome lugar en la presencia
del primero. Con esta aproximacion, las dos redes son altamente interpenetradas a nivel
molecular (Aradjo et al. 2006).

Un ejemplo de una red IPN es la de poli (hidroxietil acrilato) (PHEA) y acido poliacrilico
(PAA), cuya estructura presenta una estabilidad térmica diferente a los componentes
iniciales (Mun et al. 2004).

1.1.2. El quitosano como ejemplo de hidrogeles naturales

El quitosano es un copolimero natural, poli electrolito cationico derivado de la quitina. La
quitina es un homopolimero que comprende unidades 2 acetamido-2 deoxi—{3-D-
glucopiranosa. La mayor parte de las unidades en el quitosano existen en la forma
desacetilada como 2-amino-2-deoxi 3-D-glucopiranosa. Cuando la quitina se desacetila al
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menos en un 50%, se torna soluble en &cidos diluidos y se denomina quitosano. La
estructura de la quitina y el quitosano se presentan en la Figura 1.

Entre las caracteristicas importantes que convierten al quitosano en material adecuado para
aplicaciones biomédicas estan sus minimas reacciones producidas en el cuerpo (reacciones
extrafias), su naturaleza antibacterial intrinseca y su capacidad para ser moldeada en
estructuras porosas que permitan el crecimiento celular y la osteoconduccion ( Di Martino
et al. 2005, Dutta et al. 2011, Tamura et al. 2011, Sionkowska 2011).

Por su naturaleza de gel es importante en aplicaciones donde se requiera que actle como
agente de liberacion. Puede ser sometido a entrecruzamiento de tal manera que se obtenga
un hidrogel con una estructura en red permanente pues se forman uniones covalentes
irreversibles. Esta estructura le confiere propiedades de absorcion de agua y de compuesto
bioactivo sin disolverse y la capacidad para la liberacion de farmacos por difusion bajo
condiciones de pH controlados (Kim et al. 2008, Dutta et al. 2011, Sionkowska 2011).

Las propiedades generales del quitosano dependen del grado de desacetilacion, sobre todo
la cristalinidad y la biodegradabilidad (van relacionadas ya que las enzimas hidroliticas no
pueden entrar en una microestructura cristalina). La cristalinidad es maxima para la quitina
y para el quitosano totalmente desacetilado, siendo minima para grados de deacetilacion
intermedios (alrededor del 50%)(Garcia 2008).

El quitosano al ser un polication es insoluble en medios basicos, pero soluble en medios
acidos. Tiene una estructura similar a la de los GAGs (glicosaminoglicanos), lo que le
confiere buena biocompatibilidad. Cuando es implantado provoca una reaccion inflamatoria
minima y aunque en algunos trabajos se haya observado neutrofilos alrededor del implante
(quimiotaxis), no se suele observar respuesta inflamatoria crénica. Los quitosanos muy
desacetilados son menos propensos a contener contaminantes, porque han sufrido un
proceso de desacetilacién muy agresivo. El quitosano ha mostrado muy buenos resultados
sobre la actividad celular del tejido nervioso (Su et al. 2013) y del dseo, promoviendo el
fenotipo y la segregacion de glicosaminoglicanos y colageno (Garcia et al. 2008, Garcia et
al. 2010, Dutta et al. 2011).

El interés que ha despertado en el &mbito de la regeneracion 6sea cuando se observo que
favorecia la deposicion de matriz mineralizada por osteoblastos, forjo el desarrollo de
varios scaffolds y materiales inyectables in situ para regeneracion 6sea (Garcia et al. 2008,
Garcia 2008, Dutta et al. 2011).

El quitosano es hemostatico y antibacteriano: se piensa que su carga positiva tiene la
propiedad de enlazarse con los aniones de las membranas bacterianas, provocando el
vaciado de su contenido celular y la desactivacion de su material genético.

Los grupos hidroxilos y aminas que presenta permite el procesamiento en scaffolds y la
realizacion de mdaltiples modificaciones quimicas a fin de modular el comportamiento
bioldgico, fisico y de degradacion de los implantes de quitosano, ya que entre otras
acciones se le pueden injertar cadenas laterales, péptidos, hacer mezclas con polimeros
sintéticos y con complejos poli electroliticos y con poli aniones ( Kim et al. 2008).
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1.1.3. Los materiales compuestos hidrogel-silice

Una estrategia muy usada para la obtencion de biomateriales es la sintesis de compuestos
organico/inorganico con el fin de combinar las ventajas de los polimeros organicos (ej.
flexibilidad, caracteristicas dieléctricas, ductilidad, capacidad de procesamiento) y de los
materiales inorganicos (ej. rigidez, estabilidad térmica). Muchos de estos materiales
compuestos involucran tamafios de relleno pequefios cuya &rea interfacial incrementa y es
alta comparada con otros compuestos, y donde los dos componentes interactian a nivel
molecular ( Zou et al. 2008, Arcos et al. 2010, Baino y Vitale-Brovarone 2011, Arafat et
al. 2011, Valliant y Jones 2011, Elbert 2011).

En este sentido, los hibridos pueden ser clasificados en dos tipos dependiendo de las
interacciones entre las cadenas inorgénicas y orgéanicas. Clase I: hibridos donde hay una
interaccion interfacial fisica o débiles interacciones a nivel molecular como puentes de
hidrégeno y /o fuerzas de van der Waals; los hibridos Clase Il que poseen uniones
covalentes, o donde las especies organicas usualmente portan grupos funcionales que
puedan formar puentes de hidrégeno (Valliant y Jones 2011).

Cuando al menos una de las fases de los hibridos se encuentran a nivel de nanoescala
(<100 nm), se denominan nanocomposites. Una técnica para lograr obtenerlos es a través
de la sintesis sol—gel, en donde el polimero es introducido tempranamente en el proceso
de tal forma que las cadenas inorganicas (silice) se forman alrededor de las moléculas de
polimero llegando a interacciones de tipo molecular (Costantini et al. 2006, Vallés et al.
2010a, Vallés et al. 2010b).

Se han realizado un gran nimero de estudios con la intencion de obtener nanocomposites
de hidrogeles con propiedades mecanicas, fisicas, quimicas o biol6gicas mejoradas (Eglin
et al. 2006). Una exploracion rapida en este campo permite resaltar una primera propuesta
en donde se obtuvo poli (vinil alcohol) (PVA) relleno con particulas de silice por mezcla
de una solucion acuosa de PVA vy una suspension de silice coloidal, realizando una
evaporacion final del solvente (Boisvert et al. 2003). En 2005, Pereira et al. usaron también
PVA, un hidrogel biocompatible que debido a su solubilidad en agua permitio sintetizar los
hibridos por introduccion directa de una solucion acida de TEOS en la solucion de PVA
(Pereira et al. 2005). Cabe resaltar que en algunos estudios con scaffolds, nanocompuestos
de PVA vy vidrios bioactivos se identificaron propiedades mecéanicas no satisfactorias,
explicadas porque el PVA no se unia covalentemente a la fase del biovidrio. Para
solucionar esto, los polimeros han sido funcionalizados por uniones covalentes a la silice
para asi obtener un nanocompuesto hibrido caracterizado por una interaccién intima de los
componentes a nivel atomico (Baino y Vitale-Brovarone 2011). En un estudio mas reciente
se ha elaborado un nanocompuesto obtenido por entrecruzamiento fisico de PVA y
Montmorillonita. Como conclusion relevante se encontré que no importa el tipo de
interaccién que ocurra entre las dos fases, la capacidad de hinchamiento del hidrogel
disminuye por la incorporacién del compuesto inorganico (Sirousazar et al. 2012).

Con el fin de lograr alcanzar las propiedades mecanicas requeridas, se han obtenido una
gran variedad de materiales compuestos polimero-silice. Para ello, se han usado una amplia
diversidad de métodos en la obtencion de materiales compuestos, los que incluyen: 1. La
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mezcla de nano particulas de silice y el polimero (Boisvert et al. 2003, Huang et al. 2005,
Costantini et al. 2006, Liu et al. 2007); 2. La realizacion del proceso sol-gel en presencia
de una solucién orgénica del polimero (Boisvert et al. 2003, Huang et al. 2005, Pereira et
al. 2005, Costantini et al. 2006, Liu et al. 2008, Reis et al. 2008, Poologasundarampillai et
al. 2010) y 3. La realizacion del proceso sol-gel y la reaccion de polimerizacion de manera
simultanea (Hajji et al. 1999, Costantini et al. 2006, Liu et al. 2008). De igual manera se
ha trabajado en la introduccién de grupos funcionales a lo largo de la estructura base del
polimero que permita la formacion de uniones covalentes entre las fase organica e
inorganica (Baino y Vitale-Brovarone 2011, Valliant y Jones 2011).

Otro grupo de hidrogeles que se han usado para preparar hibridos con silice, son los
polimeros simples metacrilicos del hidroxietilmetacrilato (HEMA) e hidroxietil acrilato
(HEA) y sus co-polimeros (p (HEMA)/p (HEA)) (Hajji et al. 1999, Huang et al. 2005, Liu
et al. 2008, Kakwere y Perrier 2011). Costantini et al., en 2006 prepararon un hidrogel
basado en poli (hidroxietil metacrilato) (PHEMA) y nano particulas de SiO,. ElI material
compuesto fue caracterizado morfoldgicamente, en su capacidad de hinchamiento y
bioactividad, comparandolo con el PHEMA puro (Costantini et al. 2006). Existen otros
ejemplos de materiales compuestos polimero-silice basados en hidroxietilmetacrilato
(HEMA) e hidroxietil acrilato (HEA) obtenidos por polimerizacion simultanea con la
sintesis de la red de silice (Rodriguez et al. 2007, Rodriguez et al. 2008a, Vallés 2008,
Vallés et al. 2010b).

Huang et al. emplearon dos métodos para preparar nanocompuestos de silice/PHEMA: uno
por mezcla directa de silice coloidal con PHEMA usando metanol como cosolvente y otro
por adicion de una solucion TEOS a la solucion PHEMA en metanol, en medio &cido. La
estructura del hibrido silice coloidal /PHEMA se evidencié como una fase de nano silice
dispersa uniformemente en la fase de PHEMA con unas escasas uniones de hidrogeno
intermolecular. La estructura del hibrido TEOS/PHEMA revel6 ser una red semi-
interpenetrada de cadenas de PHEMA unidas a la red de nano silice por uniones inter e
intramoleculares de hidrégeno (Huang et al. 2005). Estudios con poli (HEMA)/silice
habian ya demostrado la produccion de nanocompuestos cuyas particulas estaban en el
rango de 20-30 nm (Lin et al. 2002).

Normalmente la polimerizacion de HEMA o HEA es mas lenta que la reaccion sol-gel y la
red de silice se forma en presencia de los monémeros, los cuales actian como estructura
base haciendo que esta sea hanoporosa (Rodriguez et al. 2007, Kakwere y Perrier 2011).
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1.2. La policaprolactona como polimero
biodegradable y los materiales compuestos de
policaprolactona-silice

Los materiales poliméricos sintéticos ofrecen propiedades de alta relevancia en aplicaciones
biomédicas, como son las propiedades mecanicas, la difusividad y la densidad; ademas de
la posibilidad de que se pueden procesar en estructuras denominadas andamios o scaffolds,
estructuras porosas que desempefian el papel de una matriz extracelular sintética,
permitiendo la adhesion vy diferenciacion celular. Entre los métodos de procesamiento de
andamios, que permiten el control de la arquitectura tridimensional interna de los
biomateriales, estan la separacion de fases, la lixiviacion de particulas, la liofilizacion de
una mezcla y la polimerizacion en presencia de un disolvente.

La Policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico biocompatible y biodegradable, con
bajo punto de fusién, buena solubilidad en la mayoria de disolventes y presenta una
temperatura de transicion vitrea a -60° C. En consecuencia es bastante flexible, con un
maodulo eléstico bajo para aplicaciones en la ingenieria de tejidos (esta en el rango ~ 10 a
280 MPa (Avella et al. 2000, Eshraghi y Das 2010, Shin et al. 2011), siendo ain mas bajo
en las membranas porosas, con valores entre 0,5 y 8 MPa, en funcion de la extension de la
porosidad del material ( Lebourg et al. 2008a, Lebourg et al. 2008b).

Su velocidad de degradacion es muy lenta, pudiendo tardar de 2 a 4 afios in vivo, y bastante
mas in vitro. En efecto la degradacion hidrolitica de PCL puede ser considerada una
reaccion lenta, sin embargo los mecanismos de degradacidn enzimatica logran contribuir a
la reabsorcion de los implantes PCL in vivo (Lu et al. 2012, Seyednejad et al. 2012) . No
es toxica, ni mutagénica pero no presenta bioactividad intrinseca. Se ha estudiado como
sistema de liberacién controlada de farmacos, en ingenieria tisular en aplicaciones de
ingenieria de tejido endotelial vascular/esofagico, en ingenieria tisular de hueso y cartilago,
reforzada ocasionalmente con componentes inorganicos. En implantes in vivo en modelos
animales, la PCL ha mostrado soportar la regeneracion de tejido 6seo sin provocar una
reaccion inflamatoria marcada. También se ha usado en mezclas o copolimerizada con
otros polimeros tales como el PLA, el quitosano, el PEG y el PHEA (Lebourg et al. 2008b,
Gaona et al. 2012).

La PCL se ha propuesto como material en ingenieria de tejido 6seo (Chim et al. 2006,
Abbah et al. 2009, Arafat et al. 2011, Lu et al. 2012) para producir scaffolds por técnicas
como prototipado rapido (Hutmacher et al.2001, Williams et al. 2005, Arafat et al. 2011),
el uso de preformados ( Rodriguez et al. 2008b), por extraccion en fase congelada (Lebourg
et al. 2008b, Gaona et al. 2012) y por vertido (Puppi et al. 2010). En los materiales para
implantes ademas de contar con un cierto grado de porosidad para permitir la siembra y la
proliferacion de las células, deben demostrar interconectividad de los poros para permitir la
migracion de nutrientes, de factores de crecimiento y de residuos metabélicos (Lebourg et
al. 2008a).
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En el campo de la ingenieria de tejido 6seo se han desarrollado una gran variedad de
matrices de polimeros sintéticos con fines biomédicos tales como la policaprolactona
(PCL), la polilactida (PLA), el poliglicdlido (PGA) y sus copolimeros (PLGA);
combinados con cargas ceramicas, como materiales promisorios permitiendo combinar asi
las ventajas de estos materiales poliméricos (facilidad para ser obtenidos en formas porosas
y su naturaleza ductil) y de las cerdmicas (que han demostrado tener efectos positivos en la
formacion de hueso y de las células in vivo e in vitro). Al ser combinados los dos
materiales, se trata de manejar las desventajas que cada material presenta (falta de
bioactividad intrinseca de los biopolimeros, puesto que no inducen ninguna regeneracion
celular positiva) y la fragilidad y la dificultad de la cerdmicas para ser procesados en
estructuras porosas interconectados, condicion necesaria para la propagacion y la
colonizacion de células (Lebourg et al. 2010b). Entre las ceramicas de mayor uso, vale la
pena citar los fosfatos de calcio, el Bioglass y la hidroxiapatita.

Entre la gran diversidad de materiales compuestos basados en PCL que buscan aumentar la
rigidez y mejorar su bioactividad, se han usado nano o micro particulas de fosfato tricalcico
(TCP) (Woodruff y Hutmacher 2010), particulas de wollastonita mesoporosa (Kotela et al.
2009, Wei et al. 2009), Bioglass 45S5 ® (Chouzouri y Xanthos 2007, Fabbri et al. 2010,
Cannillo et al.2010, Moussaif et al..2012), e hidroxiapatita ( Rizzi et al. 2001, Shor et al.
2007), como material de relleno para PCL. Para dispersar la fase inorganica en PCL, se han
usado métodos como son el moldeo empleando disolvente, la separacién de fases sélido-
liquido y la fusion de mezclas.

Al evaluar la respuesta bioldgica de los composites de PCL con refuerzo ceramico, se han
obtenido resultados que muestran baja citotoxicidad y una mayor adhesion celular. La
diferenciacion osteoblastica parece ser dependiente de la distribucion de la carga en el
material compuesto ( Rizzi et al. 2001, Reffitt et al. 2003, Fabbri et al. 2006, Fabbri et al.
2010, Cannillo et al. 2010, Deb et al. 2010, Rodenas-Rochina et al. 2013). Con el propdsito
de mejorar la bioactividad, se ha aplicado un variado nimero de procesos para el
revestimiento de los macroporos de los scaffolds con hidroxiapatita como es la inmersion
en fluidos corporales simulados (Lebourg et al. 2008b, Lebourg et al. 2010a, Lebourg et
al. 2010b).

En relacion con la propiedad de la degradacion, es importante citar que la definicion
depende del campo de aplicacion de los polimeros (area biomédica o del medio ambiente
natural). Se ha definido desde el punto de vista ambiental como un evento que ocurre a
través de la accion de enzimas y/o descomposicion quimica asociada con organismos Vivos
y sus productos de secrecion. La biodegradacion de un polimero se define como el
deterioro de sus propiedades fisicas y quimicas y una disminucion de su masa molecular
para la formacion de CO,, H,O, CH, y otros productos de bajo peso molecular producto de
la influencia de los microorganismos en condiciones tanto aerobicas como anaerobicas,
ayudados por reacciones quimicas como la fotodegradacion, la oxidacion y la hidrolisis.
Cuando el concepto se aplica a la medicina y a la cirugia, se dice que el polimero se
degrada in vivo en cuatro pasos: (1) Hidratacién — interrupcion de los enlaces Van der
Waals y de hidrogeno. (2) Pérdida de Resistencia — escision de enlaces covalentes de la
estructura organica. (3) Pérdida de Masa e Integridad, por un mayor rompimiento de los
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enlaces covalentes del polimero a niveles moleculares y de peso insuficiente para la
coherencia de la masa y (4) Pérdida de Masa (solubilizacion), por disolucion de especies de
bajo peso molecular y la fagocitosis de los fragmentos pequefios (Luckachan y Pillai 2011).

Por tanto, se podrian consolidar como caracteristicas para un implante biodegradable las
siguientes: la capacidad de conformado, la resistencia y la estabilidad dimensional inicial,
la velocidad controlada de la pérdida de resistencia, la capacidad de absorcién completa y
el bajo grado de toxicidad tanto del implante como de los productos de degradacion debidas
entre otras condiciones a procesos de esterilizacion (Luckachan y Pillai 2011).

Otras exigencias de los biomateriales para regeneracion de tejido 6seo; incluyen que
ademas de ser bioactivos y mecanicamente compatibles con el tejido natural en donde se
implantan debe comportar la propiedad de ser osteogénicos; es decir, de generar hueso
nuevo a partir de células capaces de regenerar hueso. Para esto deben cumplir con la
capacidad de ser osteoinductivos, dicho de otra forma, de promover la mitogénesis de
células mesenquimales indiferenciadas y la formacion de células progenitoras con
capacidad para formar hueso (De Long et al. 2007).

Finalmente, otra propiedad requerida para los biomateriales con fines de reemplazo o
regeneracion Osea es la osteoconductividad, que consiste en la capacidad del material de
sostener el crecimiento de capilares, de tejidos perivasculares y de células
osteoprogenitoras en la estructura tridimensional del implante. En realidad este proceso
puede ocurrir por una neoformacién dsea activa, por osteoinduccion o puede suceder
pasivamente sin la participacion de un implante. En caso de estar presente el implante, este
proceso sigue un patron espacial ordenado y predecible determinado por su estructura, la
presencia del biomaterial, el aporte vascular de los tejidos colindantes y el ambiente
mecénico (Vicario 2004).

Las estrategias que se han visualizado para obtener un material osteointegrable involucran
la disposicion de superficies osteinductivas y osteoconductivas, las cuales pueden lograrse
a través de acciones a nivel fisicoquimico ( Hoffman 1996, Ratner et al. 2012), morfoldgico
0 bioquimico (Hoffman 1996, Lemons 1996).

Se han estudiado varias modificaciones de superficie de la PCL para mejorar la adhesion
celular. Entre estos se encuentran los tratamientos con plasma, la introduccion de péptidos,
el recubrimiento con proteinas o con una capa mineral biomimética (Chim et al. 2006).

Con el proposito de mimetizar algunas caracteristicas de los tejidos del organismo y
mejorar las propiedades mecanicas de una amplia variedad de materiales de naturaleza
polimérica de origen natural o sintética; se han ensayado diversos materiales inorganicos
tales como la hidroxiapatita, la silice y la aragonita (Meyers et al. 2008, Sionkowska
2011). Se han por ejemplo intercalado nanoparticulas con el fin de lograr materiales
nanonestructurados inorganicos en matrices poliméricas pretendiendo que sean usados
tanto en tejidos blandos como duros ( Rezwan et al.2006, Reis et al. 2008, Sionkowska
2011, Bikiaris et al. 2012).
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La incorporacion de particulas inorganicas como hidroxiapatita y tricalciofosfato (TCP),
mejoran ligeramente la respuesta de células osteoblasticas y la mineralizacién in vitro, a la
vez que aumentan la velocidad de degradacién, posiblemente por un aumento de las
propiedades hidrofilicas del material (Rezwan et al. 2006, Rim et al. 2011).

Por otra parte, se ha dado una gran atencion al estudio de las vias metabdlicas bioldgicas
que involucran el silicio y su papel en la osteogénesis y la biogénesis. La informacion de la
silice (SiO2) como un material biocompatible y bioactivo ha estimulado el interés en
experimentar con las propiedades biologicas de esta ceramica, tales como la actividad en el
entorno de tejido 6seo, la tasa de reabsorcion, la porosidad, la capacidad para inducir
superficialmente en materiales la formacion de fosfato de calcio mineral similar al hueso
(Shin et al. 2011), asi como la posibilidad de introducir en ella agentes biologicamente
activos (Hoppe et al. 2011).

Algunos estudios han explorado también la posibilidad de modular estas propiedades, tanto
para la ingenieria de tejidos, como para aplicaciones en administracion de farmacos (Kotela
et al. 2009, Korventausta et al. 2003). Adicionalmente puesto que los refuerzos de silice se
utilizan con frecuencia en forma de nano particulas, el entendimiento de los mecanismos de
disolucion y del metabolismo de estas particulas en el organismo también han sido objeto
de estudio (Hoppe et al. 2011).

1.3. El 6xido de silicio y su bioactividad.

El silicio es el metal mas abundante en la corteza terrestre y se presenta con frecuencia
dentro de los procesos naturales a través de fendmenos de hidrolisis y condensacion
formando especies de polisilicato que evolucionan en forma de particulas esféricas de SiO;
anhidro. El silicio ha sido reconocido como un elemento esencial y se ha identificado su
papel en el desarrollo éseo en estados tempranos de la calcificacion (Price et al. 2013).

La silice y los materiales con base en ella, especialmente aquellos que involucran tamafios
nanométricos, se han estudiado con el fin aplicarlos en ingenieria de tejidos (Borum y
Wilson 2003, Pietak et al. 2007, Bose et al. 2012, Jones 2013), en regeneracién dsea y han
sido desafiados respecto a su actividad en la proliferacion de células osteoblasticas
(Kokubo 2005).

Una gran variedad de materiales que involucran silice se han visualizado como una buena
opcion para la sustitucion de tejido 6seo cuando hay pérdida de este tejido ya sea por una
cirugia, por la remocion de un tumor o por algin trauma dseo (Lee et al. 2009, Lee et al.
2010, Lee et al. 2011). Ello se explica ya que la silice puede inhibir la invasion de tejido
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conectivo cuando se presenta un defecto éseo mejorando asi la regeneracion (Feng et al.
2007).

Adicionalmente, se ha reportado que el silicio tiene un potencial activador de los genes
relacionados con la activacion de la regeneracion Osea favoreciendo asi la proliferacion
celular; propiedad que se ha visto mas marcada con tamafios nanométricos. Estudios in
vitro han demostrado que tanto la silice como los iones silicio que pueden liberarse de ella,
estimulan las celulas osteoblasticas para generar hueso y producen un efecto
osteoinductivo; no obstante deberia de igual manera reconocerse que una liberacion inicial
elevada de iones silicio pueden tener un efecto toxico, por lo cual es importante tener en
cuenta esta situacion cuando se realiza la evaluacion del material ( Feng et al. 2007, Lee et
al. 2011).

En 1991, Kokubo (Kokubo 1991) elucidd que la condicidn esencial de un material artificial
para unirse al hueso vivo al ser implantado, era la formacion en la superficie de una capa de
apatita similar a la 6sea. Por lo tanto, para evaluar la bioactividad de un material in vitro, se
suele valorar la deposicién de apatita, condicion que a su vez se relaciona con la union del
hueso in vivo. Con este fin se ha usado en investigacion, la técnica biomimética que
consiste en apreciar la deposicion de apatita similar a la 6sea cuando las estructuras se
someten a inmersién en fluido corporal simulado (SBF). Este fluido corporal simulado
tiene una concentracion de electrolitos similar a los del plasma sanguineo humano, por
tanto un aspecto importante de la aplicacion de esta metodologia consiste en controlar la
composicion de la solucion del fluido corporal simulado (SBF), que es capaz de reproducir
in vitro los cambios que normalmente ocurren fisiolégicamente cuando un material
bioactivo se implanta en el cuerpo antes de que ocurra la union dsea (Korventausta et al.
2003, Rahman et al. 2006, Mieszawska et al. 2010).

Las soluciones electroliticas, denominadas soluciones de fluidos corporales simulados
(SBF) reproducen la parte inorgénica del plasma y se ha asumido que la estructura de los
precipitados que se forman en la superficie debe ser similar a los que se forman en el hueso
(apatita). Las soluciones de SBF normalmente al ser comparadas con el plasma humano,
difieren en el contenido del ion bicarbonato (HCO3) vy del ion cloruro (CI). Se han
propuesto diversas formulaciones para el SBF, y también la opcion de multiplicar la
concentracion de SBF para acelerar la formaciéon de apatita ya que el cambio en estos
factores tiene una influencia decisiva sobre las propiedades de la apatita formada
(cristalinidad, relacién Ca/P). Tal es el caso de la modificacion de la concentracion de
carbonato o el pH de SBF, que algunos autores afirman permite obtener una mejor
proliferacion de los osteoblastos o células precursoras de osteoblastos, una mejor expresion
de marcadores osteogénicos (fosfatasa alcalina y produccion de osteocalcina) o una mejor
morfologia de los osteoblastos (Kokubo 1991, Kokubo 2005, Kokubo y Takadama 2006,
Jalota et al. 2006).

Es importante establecer que de acuerdo a experiencias de varios investigadores, las celulas
reaccionan a ligeras variaciones en la quimica y la morfologia de la apatita, dando lugar a
resultados contradictorios y por tanto la composicion precisa, la morfologia y la
solubilidad de la apatita formada debe ser evaluada (Jaakkola et al. 2004, Jalota et al. 2006,
Lebourg et al.2010a).
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El mecanismo con hidroxiapatita ha sido estudiado en detalle por Kokubo et al.: Debido a
los potenciales superficiales negativos, los cationes de calcio son atraidos y se deposita
fosfato de calcio amorfo rico en calcio, hasta que se invierte potencial de superficie;
posteriormente el fosfato de calcio amorfo rico en fosfato se deposita y esta capa inorgéanica
amorfa finalmente cristaliza en apatita. La apatita formada esta carbonatada, es
moderadamente cristalina, y puede contener atomos de sustitucion como Mg y Na, siendo
mas similar a la apatita del hueso que las sintéticas (altamente puras y cristalinas), razon
por la cual se denomina “biomimética” (Kokubo 1991, Kokubo y Takadama 2006, Vallés
et al. 2009).

La biomineralizacion puede ser inducida por grupos funcionales especificos que actdan
como sitios activos para la nucleacion heterogénea de apatita, aun si el calcio y el fosforo
estan ausentes de la composicion (Oliveira et al. 2003, Kim et al. 2004, Kim et al. 2005).

El intercambio iénico conlleva a dos condiciones: un aumento de pH y un incremento en la
actividad iénica de la apatita en el medio SBF, el cual ya esta saturado con relacién a HAp.

Una vez que el precursor de hidroxiapatita se forma o se nuclea, crece espontdneamente
consumiendo iones calcio y fosfato del medio ya que el SBF estd sobresaturado con
respecto a la apatita. Durante el proceso, el fosfato de calcio amorfo incorpora iones OH’,
CO;52, Na*, K* y Mg*? de la solucién y finalmente cristaliza en HAp, que es el fosfato de
calcio mas estable en medios acuosos, convirtiendose en una capa de HAp policristalina
aglomerada sobre el sustrato a partir de la hidroxiapatita carbonatada (Kim et al. 2004,
Kim et al. 2005).

En el mecanismo de deposicion de apatita de los denominados vidrios bioactivos, hay dos
fendmenos de superficie importantes: La difusion preferencial y controlada de iones sodio y
calcio fuera del vidrio por intercambio con protones de la solucién, y la hidratacion y
disolucion de la red de silice, la cual es més bien lenta a pH fisioldgico (Devreux et al.
2001).
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1.4. La reaccion Sol-Gel como herramienta
para obtener gel de silice y producir
materiales bioactivos

Un sol es una suspension coloidal de particulas de tamafio entre 1-1000 nm en un liquido;
lo que conlleva a que en ella ocurran movimientos brownianos (movimientos al azar dados
por colision de las particulas con moléculas del medio de suspension), de forma que no
llega a presentarse la accion de fuerzas gravitacionales, y lo que predomina son las
interacciones interparticulares de corto rango (Van der Waals y cargas superficiales).

Cuando una particula de sol se agrega en méas de dos unidades puede llegar a formar redes
tridimensionales. Una vez alcanza tamafio macroscépico y se extiende a través de la
solucidn, la sustancia es llamada gel. Un gel es una sustancia que contiene una estructura
solida dentro de una fase de liquida continua. La continuidad de la estructura sélida es la
que da la elasticidad al gel. Su caracteristica basica no se relaciona con el tipo de uniones
quimicas que presenta ni con su estabilidad. Por ende, el gel podia definirse en forma mas
exacta como una fase continua soélido—fluido de dimensiones coloidales (Brinker et al.
1982, Brinker y Sherer 1990, Besbes et al. 2009).

Como su nombre lo indica, la reaccion sol-gel se produce por medio de la transformacién
de una solucion, llamada sol a un estado de gel, una suspension de particulas sélidas en un
liquido. La subsecuente polimerizacién, la convierte en una red en la cual una fase solida
estd en una liquida. Solo cuando la red alcanza un tamafio macroscopico es que se
denomina gel. A medida que se forma la red, se alcanza un cierto nivel de rigidez; hasta
que llega a un punto donde la red se contrae, expele el liquido que se encuentra dentro de
los poros y que es atrapado durante la polimerizacion, fendmeno denominado sinéresis.
Durante el secado, las caracteristicas del gel se modifican. En este paso, inicialmente los
poros son vaciados por gradiente de capilaridad lo que hace que el liquido fluya hacia la
superficie externa hasta que el liquido remanente en forma de gas deja el gel solo por
difusion de vapor hacia la superficie (Brinker et al. 1982, Brinker y Sherer 1990, Besbes
et al. 2009).

Las reacciones sol-gel se ha convertido en una metodologia Gtil aplicada para la produccion
de silice, que ofrecen ventajas importantes en la sintesis de biomateriales debido a su
simplicidad, bajo costo y eficiencia en la produccion de materiales de alta calidad (Gurav et
al. 2010). Sin embargo es importante resaltar que los reactivos quimicos involucrados en la
sintesis: precursor, solvente, agua, catalizador y aditivos, afectan en forma marcada el
desarrollo de la reaccion (Hench y West 1990).

El proceso de la reaccién sol-gel se puede dividir en varios pasos, en los cuales al intervenir
se puede conseguir una diversidad de propiedades en el material obtenido (Hench yd West
1990, Hench 2006, Gurav et al. 2010):
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Paso 1. Mezcla. Un precursor liquido de alcoxido, tal como Si (OR),, siendo R igual a
C2Hs, en el caso de tetraetilortosilicato (TEOS), se hidroliza mediante su mezcla con agua
(Ecuacion 1). Entonces, la silice hidratada tetraédrica interactia por una reaccion de
condensacion para formar uniones = Si-O-Si=. (Ecuacion 2).

Hidrdlisis de tetraetilortosilicato ( TEOS ) Ecuacion 1

Si-(OCzHs)s + 4(H20) => Si-(OH)4 + 4(C2HsOH)

Condensacion:
Si-(OH), + Si-(OH)4 => (OH)3-Si-0-Si-(OH); + 1 H,0 Ecuacion 2

La red de SiO; es el resultado de la asociacion de grupos = Si-OH tetraédricos en una
reaccion de policondensacion. El agua y el alcohol que se producen durante la reaccion
permanecen en los poros de la red y las particulas actian como un sistema coloidal (o un
sol) cuando se forma un numero suficiente de enlaces interconectados de Si-O-Si. El
tamanfo y la densidad de reticulacion de las particulas del sol dependen del pH, la relacion
R (R =[HOJ/[SI(OR)]) y algunas otras condiciones de proceso como la temperatura, la
naturaleza y concentracién de electrolito, la naturaleza del disolvente y tipo del precursor
de alcoxido. Con relacion al electrolito, la presencia de H30" aumenta la tasa de la reaccion
de hidrolisis, mientras que los iones OH- aumentan la velocidad de reaccion de
condensacion.

A bajos pH, la hidrolisis se produce por el ataque electrofilico del grupo alcéxido en el
atomo de oxigeno, mientras que a un pH mas alto, la hidrélisis y polimerizacion se
producen por el ataque nucledfilico del i6n silicio. La forma y el tamafio de las unidades
estructurales poliméricas se ven afectadas por los valores relativos de las constantes de
velocidad para la hidrolisis y las reacciones de policondensacion.

Los polimeros lineales se producen debido a una hidrolisis rapida y una condensacion lenta,
mientras que la hidroélisis lenta y condensacién rapida causa polimeros mas grandes, mas
voluminosos y mas ramificados. La naturaleza del disolvente y de los grupos alcoxi tiene
efecto principalmente sobre velocidad de hidrélisis, de tal manera que cuanto mas
voluminoso es el grupo alcéxido, mas lenta es la hidrolisis.

Paso 2: La gelificacion. Las caracteristicas fisicas de la red tridimensional producida por la
interaccion de las particulas coloidales de silice y especies condensadas, dependen del
tamano de las particulas y el grado de reticulacion. Como se ha dicho la distribucion de
especies de polisilicato es mas amplia para las condiciones de reaccién alcalinas, dando un
polimero ramificado caracteristico con un alto grado de reticulacion, mientras que para
condiciones &cidas hay un menor grado de reticulacién debido a impedimento estérico
(Gurav et al. 2010).
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Paso 3: El envejecimiento o sinéresis. En este paso, la policondensacion continla en
solucién, durante horas o incluso dias, aumentando los tamafios de las particulas y
disminuyendo la porosidad. A través del envejecimiento, el gel podria desarrollar la fuerza
suficiente para resistir el agrietamiento durante el secado.

Paso 4. Secado. Se elimina el liquido de la red de poros interconectados.

Paso 5: Estabilizacion quimica. Es la eliminacion de los grupos silanol (Si-OH) de la
superficie de la red de poros de un sélido ultraporoso quimicamente estable (Hench y West
1990, Gurav et al. 2010).

El método sol-gel ha sido ampliamente usado para sintetizar materiales hibridos organico-
inorganicos. Bajo condiciones de preparacién controlada la escala de las particulas
formadas que han sido reportadas estan en el rango entre 10 y 100 nm (Hajji et al. 1999). A
través de su aplicacion, se ha buscado la interaccion a nivel nanométrico de los
constituyentes de materiales compuestos, habiéndose detectado que las redes acumuladas
de silice en las matrices de los polimeros reducen su capacidad de hinchamiento y que por
encima de un valor critico de la fraccion de volumen de relleno, la interconexion en la red
puede llegar a tornar fragil el material (Boisvert et al. 2003).

Dado que una vez implantados, los biomateriales interactian con el organismo a traves de
sus superficies e interfases, las propiedades superficiales cumplen un papel crucial en
reacciones de interaccion con células, siendo estas un aspecto critico a tener en cuenta para
controlar la respuesta bioldgica del material (Williams 1987). Es por ello que se ha
propuesto realizar modificaciones superficiales a materiales poliméricos a través de
diversas tecnologias que buscan lograr la presencia de grupos funcionales que favorezcan la
adsorcion, la adhesion de biomoléculas o atomos o la deposicion de microparticulas tales
como especies inorganicas funcionales. Con el fin de mejorar la adhesién interfacial a
través de la union quimica entre las fases organicas e inorganicas algunos estudios se han
enfocado a modificar quimicamente o fisicamente, ya sea los polimeros o las nano
particulas de silice (Borum y Wilson 2003, Calandrelli et al. 2010).

Desde que Hench, en 1971 (Hench 2006) descubrié el 45S5 Bioglass®, compuesto por
24.5 % m/m de Na,O y de CaO, 45 % m/m de SiO, y 6 % m/m de P,Os, el cual parecia
adherirse fuertemente al tejido 0seo; un gran nimero de investigaciones se han
direccionado a la obtencion de materiales que presenten la propiedad denominada
bioactividad. En general se dice que un material es “bioactivo” si induce una actividad
biologica especifica (Kokubo 2005). Los materiales se pueden denominar “bioactivos” si
cuando son implantados en el organismo se unen al hueso vivo por medio de la formacion
de una capa de hidroxiapatita (HAp) similar a la apatita 0sea, desde el punto de vista
quimico y de cristalinidad; produciendo una fuerte unién quimica con el hueso mientras
disminuye la energia interfacial material-tejido 6seo (Kokubo 1991, Kokubo 2005).

Parece que un requisito para la formacion de apatita en el caso del biovidrio es una
gran cantidad de grupos silanol sobre el sustrato. EI mecanismo con el dxido de silicio
ocurre en forma similar en medio fisiologico (pH 7.4), la silice se carga negativamente y
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lleva a la formacion de grupos silanoles. La degradacion por hidrolisis de la red de silice
ocurre através de las reacciones que conducen finalmente a la liberacion de iones Si (OH),4
al medio conllevando a la formacion de grupos =Si-OH en la interfase biovidrio—solucion.
Los grupos =Si-OH son quienes proveen los sitios favorables a la nucleacion de la apatita,
proceso que se acelera con el aumento del ndmero de iones Ca*? (Devreux et al. 2001,
Hutchens et al. 2006, Rimer et al. 2007, Kawai et al. 2007).

Los grupos =Si-OH que se forman en la interfase muestran cargas negativas por
disociacion o distribucion local de la densidad electronica. El vidrio adquiere una carga
negativa que exalta la interaccion electrostatica con iones calcio del medio, cargados
positivamente.

De esta manera se forma silicato de calcio amorfo portando cargas positivas 0 neutras,
segun las reacciones Ecuacion 3, Ecuacién 4 y Ecuacion 5:

2(=Si-0) + Ca™®> > (=Si-0),Ca Ecuacion 3
(=Si-0) + Ca™ > =Si-0-Ca’ Ecuacion 4
X(=Si-OH) + Ca™ - (=Si-OH),Ca" Ecuacion 5

Como la superficie adquiere cargas positivas por acumulacion de iones calcio, estas
interactUan electrostaticamente con las cargas fosfato negativas del medio SBF, llevando
a la formacion fosfato de calcio amorfo, el cual crece en sentido hacia el exterior de la
superficie del sustrato por suministro de iones fosfato y calcio del medio SBF,
precursores de la formacion de hidroxiapatita.

La carga superficial negativa de las especies =Si-O- a pH altos, controla la velocidad de
disolucién del mismo (Rimer et al. 2007). Dado que el pH del SBF (7.4) es mucho mayor
que el punto isoeléctrico de la silice (~2), la silice es mas soluble en medio basico que &cido
(Brinker y Sherer 1990).

Cuando el vidrio bioactivo se produce por reaccion sol gel a bajas temperaturas y con
contenidos hasta un 80% de silice, la forma irregular de la estructura es soluble en fluidos
fisiolégicos y es bioactivo, propiedad que ha sido verificada cuando se han realizado
ensayos con SBF in vitro (Vallés et al. 2009, Vallés et al. 2010c, Arcos y Vallet Regi
2010).

La capacidad de la superficie de un material para precipitar fosfato de calcio desde SBF
depende de su capacidad para disminuir las barreras de activacion de la precipitacion
espontanea (Jaakkola et al. 2004, Eglin et al. 2006). Esto puede tener lugar ya sea por una
nucleacion homogénea en solucion, por la modificacion de la concentracion critica de
saturacion via liberacion de iones calcio o de acido silicico o por nucleacion heterogénea
sobre sitios superficiales especificos, por lo que la presencia de calcio en la red de silice
facilita la hidrolisis y liberacién de iones al medio modificando asi la saturacion de la
solucion de SBF.

Realmente los iones calcio de vidrios bioactivos producen nucleacion de la apatita por
ocurrencia de una de las dos reacciones siguientes:
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2(=Si-0-)Ca™? + 2H" > 2(=Si-OH) + Ca™? Ecuacion 6

=Si-0-Si= + H,0O - 2=Si-OH Ecuacion 7

De la revision del mecanismo de bioactividad, se puede concluir que la incorporacion de
silice a materiales poliméricos derivada de las reacciones sol-gel, se convierte en una
alternativa interesante ya que ademas de mejorar las propiedades mecénicas de la matriz
organica, al mismo tiempo confiere bioactividad a los materiales resultantes.

Solucién de SBF Solucién de SBF Solucién de SBF Solucién de SBF
505 Silicato de : A Fosfato de MSZ‘ HPO,* A?atita
Catr calcio Ca* calcio PO> " Na” CO5*
l amorfo l amorfo CI l /d}
v
~annnl YY) (N
HO—-OH - HO-OH-HO-0H HO —OH — HO—- OH - HO - OH HO — OH — HO—- OH - HO - OH 0 -~ OH - HO- OH <HO-0OH
N N N N NN N NN N
Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
74 A A I I V4 Bl AT I I V4 Bl B B B VA A A
0 (o] (o} 0 (o] 0 0 (o] 0 0 (0] (0]
Material Material Material Material

Formacion de fosfato de
calcio amorfo

Formacién de grupos SI - Formacion de silicato de
OH calcio amorfo

Formacion de apatita
cristalina

Figura 2 Mecanismo propuesto para la formacion de apatita cristalina cuando la silice
entra en contacto con SBF. Inspirado en Vallés Lluch, 2008 (Vallés 2008).

Se ha evaluado el efecto de tratamientos superficiales por inmersion del material en
soluciones ionicas; tal es el caso de un material a base de éxido de titanio que se sometio a
inmersion en concentraciones variables de bicarbonato (Mdiller et al. 2007). De hecho,
diferentes grupos, ademas del Si-OH son capaces de desarrollar cargas negativas al pH del
plasma sanguineo, identificandose como nucleantes efectivos de fosfato de calcio; entre
ellos que se encuentran los grupos carboxilo, hidroxilo, amina y sulfénico (Oyane et al.
1999). El mecanismo de la formacion de apatita se cree que involucra interacciones
electrostaticas de estos grupos funcionales y los iones presentes en el SBF.



CAPITULO 2. Materiales y Métodos

2.1. Elaboracion de films de PHEA Yy sus
hibridos

2.1.1. Materiales/ Equipos

Elaboraciéon de membranas de PHEA

Reactivos: HEA al 96%, de Aldrich; Benzoina al 98%, de Scharlab; Etilenglicol
dimetilacrilato (EGDMA) al 98%, de Aldrich; Etanol absoluto, grado sintesis, de
Scharlab; Agua purificada.

Equipos: Placa de agitacién magnética, cabina de extraccion, balanza con sensibilidad al
0.01 gramo, estufa de conveccion de aire para polimerizacién a 90 °C, estufa con lamparas
ultravioleta.



Materiales y Métodos 50

Elaboracion de hibridos de PHEA-SILICE

Membranas de PHEA; Tetraetilortosilano o tetraetoxisilano (TEOS), grado reactivo al
98%, de Aldrich; Agua purificada; Acido clorhidrico, grado reactivo al 37%, de Aldrich.

2.1.2. Métodos

Elaboracion de laminas de PHEA microporoso y de PHEA con diversas
macroporosidades.

Para obtener ldminas de PHEA microporoso, se polimerizd 2-hidroxietil acrilato (HEA)
96%, a temperatura ambiente y con radiacion UV por 6 horas. Como foto-iniciador se usé
0.5% m/m de benzoina; y como agente entrecruzante, Etilenoglicol dimetilacrilato
(EGDMA) al 1%. Para la obtencion de laminas macroporosas de PHEA, se prepararon
soluciones de HEA con 20%, 30%, 40% y 50% de etanol grado sintesis en peso. Las
laminas se obtuvieron mediante la introduccion de las soluciones poliméricas con y sin
alcohol, en placas de vidrio montadas de tal manera que no permitieran fugas de la
solucion durante el proceso de polimerizacion en la estufa con lamparas U.V., y posterior
curado a 90°C por 24 horas. Una vez finalizado el proceso de polimerizacion y curado, las
muestras se sometieron a lavado con agua purificada durante 24 horas a 60-70°C
(cambiando el agua cada 8 horas), y finalmente a un proceso de secado a temperatura
ambiente por 24 horas y condiciones de vacio en desecador por 24 horas adicionales. Los
materiales obtenidos fueron denominados bajo el término “PHEAXX”, donde la
nomenclatura “XX” indica el peso de la fraccion de etanol en la solucion monomérica.

Elaboracion de laminas de hibridos de PHEA-SILICE partiendo de PHEA con sus
diversas porosidades.

Para la seleccion de las condiciones para la elaboracion de hibridos de PHEA-SILICE, ver
detalles anexo A.

Los hibridos fueron preparados por medio de una reaccion sol-gel usando como precursor
de silice, TEOS 98%, y acido clorhidrico (HCI) al 10%, como catalizador. La solucion
consistié en una mezcla de TEOS:Agua:Etanol:HCI en relacién molar 1:15:1:0.0185.
Inicialmente, el TEOS se mezcld con agua y etanol bajo continua agitacion durante 5 min,
luego se adicioné el HCI diluido al 10% y posteriormente la solucion final se agito por 1
hora. Una vez listas, las membranas de PHEA micro y macroporosa fueron sumergidas en
la solucion del precursor dejando que se hincharan en una estufa de conveccién de aire a
40°C (tiempo que permitiera asegurar peso constante, ~24 horas). Al final de este tiempo,
las muestras de los hibridos se sometieron a lavado con una mezcla de Agua:Etanol (15:1)
para finalmente secarlas en vacio a 40°C a peso constante. Posteriormente, se sometieron a
un lavado final por inmersién en agua purificada hasta que no se presentara cambio en el
pH del agua. Los hibridos se denominaron usando la nomenclatura “PHEAXXSI”, donde
“XX” tiene el mismo significado al usado en las muestras de PHEA puro y “SI” especifica
la presencia de silice en el material.
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2.2. Caracterizacion de hidrogeles de PHEA e
hibridos PHEA-SILICE

Los ensayos de caracterizacion en su mayoria fueron efectuados por quintuplicado,
excepto los termobarridos que se realizaron por duplicado y los ensayos mecénicos y de
bioactividad que se efectuaron por triplicado.

2.2.1. Composicion de los hibridos

La determinacion del contenido de silice en los materiales hibridos fue realizada a traves
del célculo de la diferencia de peso de las muestras antes y después de la reaccion sol-gel.
De igual manera el contenido de fase inorganica se determind a través del ensayo de
pirdlisis, efectuado en un horno tubular eléctrico (Gallur, Spain) a 850°C por dos horas en
atmosfera normal; y a través de un analisis termogravimétrico (TGA), tal como lo indica
el paragrafo de anélisis térmico (2.2.6.). Por medio del analisis termogravimétrico, se
evalla la cinética del proceso de descomposicién de los materiales por efecto de la
temperatura; y para los hibridos, la efectividad de la reaccion sol-gel y la fraccion de
material inorganico presente en la muestra (fase de silice) a traves del valor del residuo
obtenido después del tratamiento térmico. En general el ensayo consiste en evaluar el
cambio de la masa de una muestra en funcién de la temperatura o el tiempo, cuando se
somete a un determinado programa de temperatura controlado. Generalmente, las pérdidas
de material estan asociadas a procesos tales como pérdida de agua y de componentes
volatiles, y a la degradacion de las estructuras quimicas constituyentes del material.

2.2.2. Absorcion de agua /Porosidad

Por medio de la determinacion del contenido de agua absorbido en el equilibrio se puede
estimar la porosidad en el estado hidratado de los hidrogeles y los hibridos, tomando como
base de calculo la Ecuacion 8.

La absorcion del agua en equilibrio se determind por inmersion de las muestras secas en
agua purificada a 37°C. Las cinéticas de absorcién fueron medidas por pesada de las
muestras a 1, 2, 8, 16 y 24 horas (tiempo final al cual las muestras de PHEA en sus
diversas composiciones alcanzaban un estado de equilibrio evidenciado por un segmento
de la curva aproximadamente paralelo al eje del tiempo). El contenido de agua en
equilibrio, EWC, calculado se expresa como el peso de agua (g) absorbido a las 24 horas
por 100 g de muestra seca.

Para el célculo de la porosidad se toma como base que el hidrogel hidratado puede ser
considerado como un sistema de dos fases: una fase formada por la red polimérica con
agua absorbida ocupando un volumen, Vpolimero hidratado, Vsp ; Mientras que la otra fase esta
formada por agua pura ocupando el volumen de los poros, Vyores. De esta forma puede ser
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calculado el volumen de la fraccion de poros en el hidrogel hidratado, Qnidratado, S€gUN la
Ecuacion 8:

Vporos _ Vagua (w-wp)

d)hidratado: Vporos+V sp - Vep (1+@p) +Vagua(@—Wp) Ecuacion 8

Donde, w, es el agua absorbida por la muestra porosa después de estar inmersa en agua
durante el tiempo de estabilizacion (medida adimensional); vagua,, €S €l volumen
especifico del agua pura (cmg™); Usp, €l volumen especifico del hidrogel microporoso
hidratado (cm®g™) y wj, el agua absorbida por la muestra de PHEAO o microporosa (
medida adimensional).

Para calcular vy, (cm®g™), se us6 la Ecuacion 9, asumiendo como cero el exceso de
volumen en la mezcla polimero agua, y como valor de agua absorbida por el PHEAO o no
poroso (wg), un valor de 1,9.

Ugp = VU agua W +vg(1 — Wg) Ecuacion 9

Donde, vjp es el volumen especifico del PHEAO seco (cuyo valor experimental fue de
0.830 cm®g™) y, Wg, es la fraccion de masa de agua en la muestra de PHEAO en el estado
hidratado (adimensional), y que fue calculado como Wg = wp/ (1 +wpg), donde

wp representa la fraccion de agua absorbida por la muestra no porosa. El valor obtenido
de Wg, fue de 0.66. De esta manera el resultado obtenido para vg, fue de 0.941 cm®g™.

2.2.3. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Para examinar la superficie y la seccion transversal de las muestras que previamente
fueron sometidas a hidratacion en agua por 24 h con el fin de abrir los poros del hidrogel y
de los hibridos, se usé un Microscopio Electrénico de Barrido Jeol JSM-5410 equipado
con una criounidad Oxford CT 1500 empleando la técnica de liofilizacion (crioSEM). El
agua se sublimo a -90°C por 90 min. Las muestras se crio-fracturaron dentro del equipo y
se recubrieron con una capa de oro. El voltaje de aceleracion usado fue de 20 kV para
tomar las imagenes. La homogeneidad de la distribucion de la fase de silice fue evaluada
en la superficie y en la seccion transversal por medio de Espectroscopia de Energia
Dispersiva de rayos X, EDS (de Oxford Instruments). Para ello las muestras fueron
previamente asperjadas y recubiertas con carbén usando para la determinacion un voltaje
de aceleracion de 10 KV y una distancia de 15 mm. Se us6 6xido de silicio como material
de referencia estandar.
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2.2.4. Microscopia de fuerza Atomica (AFM)

Este ensayo fue realizado en un NanoScope Illa de Digital Instruments, operando bajo la
modalidad de tapping en el aire. El cantiléver de silicio de Nanoworld fue usado con una
fuerza constante de 2.8 N/m y una frecuencia nominal de resonancia de 92 a 95 kHz. La
sefial de fase se ajusto a cero a la frecuencia de resonancia de la punta. La frecuencia de
tapping fue entre 5 a 10% mas baja que la frecuencia de resonancia. La amplitud de
conduccidn seguimiento fue de 3.0 a 4.0 V' y la amplitud ajustada fue de 2.7a 3.8 V.

2.2.5. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR)

Esta técnica es ampliamente aplicada para investigar uniones e interacciones de enlaces
especificos. Cuando se trata de dos sustancias en fases distintas o fases separadas de
componentes (sistemas de polimeros inmiscibles por ejemplo) se ve que no interaccionan a
nivel espectral (excepto probablemente en la interfase). En este caso, el espectro de la
mezcla refleja la adicion de los espectros infrarrojos de los dos componentes individuales.
En el caso de materiales miscibles o parcialmente miscibles el espectro puede mostrar la
formacion de nuevas sefiales como resultado de la interaccion de las dos estructuras o
también puede darse la desaparicion de alguna(s) bandas de los componentes individuales.
Los desplazamientos de las bandas podrian dar informacién de los cambios que ocurran en
los enlaces de un componente especifico debido a enlaces entre componentes (Sionkowska
2011).

Los espectros FTIR se efectuaron en el rango entre 600 y 4000 cm™ con un Espectrémetro
Nexus (Nicolet Instruments LTD, Warwick, UK) a temperatura ambiente usando las
técnicas de Reflectancia Total Atenuada, ATR (para los films de PHEA) o Reflectancia
Difusa, SDR (para el caso de algunos hibridos). Los espectros registrados de cada muestra
son el resultado del promedio de 64 barridos. Se usé como sustancia de referencia, silica
gel 0.06-0.2 mm, de Scharlau.

2.2.6. Andlisis Térmico: Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
y Termogravimetria (TGA)

Se realizaron termogramas DSC de calentamiento y enfriamiento en atmoésfera de
nitrégeno con muestras de los hidrogeles y los hibridos secas y humedas en un DSC
Mettler Toledo 823e (calibrado con indio y zinc), a una velocidad de 10 °C/min. En las
muestras secas se determino la temperatura de transicion vitrea, Ty, mientras que en las
muestras hidratadas en equilibrio, fue calculada la fraccion de agua cristalizable. Los pesos
de muestra usados estuvieron en el rango entre 5 y 10 mg. El flujo de calor en las
muestras fue calculado con base en el calor de fusion del agua pura. El agua cristalizable
en la muestra fue determinado del pico de fusién del agua en el termograma de
calentamiento.
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La degradacion térmica de las muestras de los geles de PHEA y los hibridos PHEA-
SILICE por TGA fue realizada con muestras secas en un analizador SDT Q600 (TA
Instruments, United States) bajo atmdsfera de nitrégeno a un flujo de 50 mL/min y a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min, iniciando desde 25-30°C y elevando la
temperatura hasta 850°C. El peso de las muestras secas varid entre 5y 15 mg y se usaron
capsulas de platino.

2.2.7. Ensayos Mecanicos

Ensayo de Indentacion

Los ensayos mecanicos fueron realizados a temperatura ambiente usando muestras secas
(~5x6x1 mm® en un TMA Seiko Extar 7ss6000 (Seiko Instruments) en modo de
indentacion. Las rampas de fuerza se efectuaron a una velocidad de 0.005-0.05 N/min
para las membranas de PHEA y 0.5-2.0 N/min para los hibridos; con un indentador
circular plano de 0.785 mm?, hasta alcanzar una penetracion en el material de al menos 45
um en cada una de las muestras de hidrogel y de hibridos. El coeficiente de Poisson, v, se
determind con una muestra de forma prismatica a través de la aplicacion de un
experimento de tension. Mediante una simulacion de elementos finitos y asumiendo una
deformacion isotropa de la seccion transversal de la muestra se determiné que en promedio
el valor de v es de 0.4. Con este valor se calculé la Compliance, a partir de las curvas de
fuerza-penetracion.

Analisis Dindmico Mecénico (DMTA)

Los ensayos de DMTA se realizaron en un Analizador Seiko DMS210 en modo de
tension a 1 Hz, usando muestras prisméticas de ~16x6x1.3 mm® de PHEAOSI. La historia
térmica del experimento involucra un calentamiento a 1°C/min entre 25-120°C, seguido de
una isoterma de 20 min y un barrido de enfriamiento a 1°C/min hasta 25 °C.

2.2.8. Ensayo de Bioactividad

El Fluido Corporal Simulado (SBF) se prepar6 con las siguientes concentraciones ionicas:
142.0 mM de Na**, 5.0 mM de K**, 2.5 mM de Ca*?, 1.5 mM de Mg*?, 148.8 mM de CI™,
4.2 mM de HCOs?, 1.0 mM de HPO,? y 0.5 mM de SO4; el pH ajustado fue de 7.4
(\Vallés 2008).

Las porciones de muestras secas de hidrogeles e hibridos de ~6x6x1 mm?, previamente
pesados se sumergieron en aproximadamente 3 mL de SBF, suspendiéndolos en el centro
del recipiente por medio de un alambre recubierto de aislante, para luego introducirlos en
una estufa de conveccion de aire a 37°C. La solucion de SBF se renové para cada uno de
los frascos de muestras después de tres dias. Luego de 7 dias, la mitad de las muestras
fueron lavadas cuidadosamente con agua, se sometieron a secado en condiciones
ambientales por 24 horas y luego en desecadores a vacio a temperatura ambiente. Las
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muestras remanentes fueron sumergidas en un volumen similar de SBF*2 (doble
concentracion ionica) y fueron de nuevo almacenadas por una semana adicional a la
misma condicion de temperatura que la semana anterior. La solucion SBF*2 se renovo en
el dia diez. El dia 14 las muestras fueron lavadas y sometidas a secado. Se tomo el peso
final de las mismas y se evalud la morfologia por SEM vy la composicion de la capa de
apatita por EDS.

2.3. Elaboracion de membranas y scaffolds de
PCL y sus composites

2.3.1. Materiales/ Equipos

Elaboracion de membranas de PCL

Reactivos: Policaprolactona en pellets PM =70,000-90,000 (GPC), de Aldrich; 1,4-
Dioxano, grado reactivo, estabilizado con 2.5 ppm de BHT, de Scharlab; Etanol absoluto
grado sintesis, de Scharlab; Nitrogeno liquido en Dewar.

Equipos: Placa de agitacién magnética, cabina de extraccion, balanza con sensibilidad al
0.01 gramo, sistema de refrigeracion y congelacion, cristalizador en Politetrafluoroetileno
(PTFE), recipientes en poliestireno expandido, para contener el nitrogeno liquido.

Elaboracion de Scaffolds de PCL

Reactivos: Policaprolactona en pellets PM =70,000-90,000 (GPC), de Aldrich; Elvacite
2043 PM= 50 kDa (polietilmetacrilato de bajo peso molecular, mezcla de PEMA
(polietilmetacrilato) y PMMA ( polimetilmetacrilato)) en microesferas tamafio promedio
de 200 micras, de Lucite International; 1,4-Dioxano, grado reactivo, estabilizado con 2.5
ppm de BHT, de Scharlab; Etanol absoluto grado sintesis, de Scharlab; Nitrégeno liquido
en Dewar.

Equipos: Placa de agitaciébn magnética, cabina de extraccion, balanza con sensibilidad al
0.01 gramo, sistema de refrigeracion y congelacion, cristalizador en Politetrafluoroetileno
(PTFE), recipientes en poliestireno expandido, para contener el nitrégeno liquido y estufa
de conveccion de aire a 37°C.
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Elaboracion de composites de PCL-SILICE

Reactivos: Membranas de diversas porosidades / Scaffolds de PCL, Tetraetilortosilano o
Tetraetilortosilicato o Tetraetoxisilano (TEOS) grado reactivo al 98%, de Sigma-Aldrich;
Hidroxido de Amonio (NH4;OH) grado reactivo al 25%, de Scharlab; Agua purificada;
Etanol absoluto grado sintesis, de Scharlab. Estos reactivos se usaron tal como llegaron
procedentes del distribuidor. Se us6 ademas Acido Clorhidrico (HCI) al 37%, de Scharlab,
el cual se diluy6 con agua purificada para obtener una solucion al 10% m/m.

Equipos: Cabina de extraccion, bomba de vacio, sistema acoplado con contenedor de
muestras, dispensador de solucion y conexion a linea de vacio (Figura 4), balanza con
sensibilidad al 0.01 gramo, micropipetas 20-100 y 100-1000 microlitros, recipientes de
vidrio, placa de agitacion, estufa de conveccion de aire a 40°C.

Elaboracion de composites de PCL-QUITOSANO-GPTMS-SILICE

Reactivos: Membranas PCL10; Tetraetilortosilano o tetraetoxisilano (TEOS) grado
reactivo al 98%, de Sigma-Aldrich; Quitosano de bajo peso molecular, de Sigma-Aldrich;
3-Glicidiloxipropiltrimetoxisilano (GPTMS) grado reactivo >98%, de Sigma-Aldrich;
Agua purificada; Etanol absoluto grado sintesis, de Scharlab. Estos reactivos se usaron tal
como llegaron procedentes del distribuidor. Se us6 ademas Acido Acético (CHz;COOH)
grado reactivo al >98%, de Sigma-Aldrich; el cual se diluyé con agua purificada para
obtener una solucion al 2.0% m/m y Acido Clorhidrico (HCI) (al 37% de Scharlab), el cual
se diluyé con agua purificada para obtener una solucion al 10% m/m.

Equipos: Cabina de extraccion, Bomba de vacio, sistema acoplado con contenedor de
muestras, dispensador de solucion y adaptacion a linea de vacio (Figura 4), balanza con
sensibilidad al 0.01 gramo, micropipetas 20-100 y 100-1000 microlitros, recipientes de
vidrio, placa de agitacion, estufa de aire caliente a 40°C.

2.3.2. Métodos

Elaboracion de membranas de PCL con diversas porosidades y de scaffolds de PCL

Para preparar las membranas de PCL se uso el método freeze extraction y una serie de
soluciones de PCL con relaciones PCL en dioxano de 5, 10, 15y 20% m/m. Una vez
adicionado el dioxano a la cantidad de PCL correspondiente, las soluciones se someten a
agitacion continua a temperatura ambiente usando agitacion magnética hasta observar
disolucidn total. Una vez obtenida la disolucion completa, se vierte en un cristalizador de
politetrafluoroetileno (PTFE) una cantidad suficiente de cada una de las soluciones de tal
manera que permita obtener membranas de ~2 mm de espesor. El conjunto se somete
rapidamente a inmersion en nitrégeno liquido hasta que la solucion adquiriera un color
blanco opaco. En este momento una porcion de etanol previamente sometido a
enfriamiento a -10°C se transfiere sobre la solucion de PCL en dioxano congelada de tal
forma que la cubra completamente; inmediatamente el recipiente que contiene la solucion
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congelada y cubierta con etanol absoluto se almacena en el congelador. Posteriormente, se
le realizan varios cambios de etanol con el fin de eliminar el dioxano, usando siempre
etanol frio, controlando que la temperatura sea lo mas baja posible (menor o igual a -10°C)
(Figura 3). Las membranas se secan hasta peso constante, en desecador usando vacio y
temperatura ambiente (alrededor de 2 dias). Finalmente se someten a cortado con el fin de
tener muestras de tamafio y forma apropiadas para someterlas a tratamiento con solucion
de TEOS y para aplicar las técnicas de caracterizacion requeridas. Las membranas se
denominaron como PCLXX donde “XX” indica el porcentaje en PCL en dioxano de la
solucion de la cual se partio para elaborar la membrana.
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Figura 3 Proceso para la preparacion de membranas y de scaffolds de PCL
(incorporacion de pordgeno), por el método freeze extraction.

Para preparar los scaffolds de PCL se usé una solucién de policaprolactona en dioxano al
10% m/m y el método freeze extraction. Una vez obtenida la disolucion completa de la
PCL en el dioxano, se pesan las cantidades requeridas de pordgeno y solucién para obtener
una relacion pordgeno: solucion de PCL al 10% (0.75:1.0); y se mezclan en forma muy
rapida en cristalizador de Politetrafluoroetileno. Se continua con el procedimiento como se
indica en la preparacion de las membranas desde “El conjunto se somete rapidamente a
inmersion en nitrogeno”...hasta “...controlando que la temperatura sea lo mas baja posible
(menor o igual a -10°C)”. Los scaffolds se cortan y se someten a lavados con etanol a
temperatura de 37°C, y agitacion suave hasta que al evaporar una porcion de etanol usado
en el lavado no se observe ningun residuo turbio correspondiente al pordgeno usado.
Finalmente los scaffolds se secan en desecador al vacio a temperatura ambiente hasta
peso constante (Figura 3). Los scaffolds se denominaron como PCL 104,
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Elaboracion de composites por introduccion de la fase de silice en las membranas de
PCL con diversas porosidades y en el scaffold.

Los composites de PCL (scaffold /membrana ) se prepararon mediante una reaccion sol-
gel usando una solucién de TEOS como precursor de silice y acido clorhidrico (HCI) al 10
%, 0 hidréxido de amonio (NH;OH) al 25%, como catalizadores. Para las scaffolds y
membranas se usaron condiciones de catalisis &cida. La relacion de reactantes TEOS:
Agua: Alcohol Etilico: Acido Clorhidrico (10% m/m) fue 1:2:1:0.0185. Con otra serie de
membranas se usoé catalisis basica empleando para ello una relacion TEOS: Agua: Alcohol
Etilico: Hidréxido de Amonio (25% m/m) igual a 1:2:1:0.138. Para preparar la solucion de
TEOS en medio &cido se mezclaron en su orden el TEOS, el etanol y el agua bajo
agitacion por 5 minutos, luego se adicion6 el HCI 10% y se continud con la agitacion
hasta completar 1 hora. En el caso de la solucién catalizada con NH,OH, en el mismo
orden de adicion anterior se mezcl6 el TEQOS, etanol y el agua, y se agitdé por 30 min, pero
el catalizador (NH4OH) se adicioné en el Gltimo minuto antes de verter la solucion
precursora sobre las membranas de PCL. Para la introduccion de la soluciones precursoras
de silice, en las membranas y scaffolds de PCL, se us6 un sistema de vacio (Figura 4) con
el fin de facilitar la penetracion de la solucion precursora a través de los poros. Antes de
verter las soluciones precursoras sobre las muestras (membranas / scaffolds), se aplicd 5
min de vacio al sistema, tiempo después del cual se adiciond la solucion de TEOS y se
dejaron en inmersion las muestras en la solucion de TEOS por 15 min. Posteriormente, las
muestras se retiran del tubo de muestras y se lavan con una mezcla etanol-agua (igual
relacion a la usada en la solucion precursora) y se dejan reposo en cajas de Petri 14-18
horas a temperatura ambiente y luego 12 horas a 40 °C. Las muestras se secaron en
desecador al vacio por 24 horas y se pesaron. Finalmente se sometieron a un lavado por
inmersién en agua por 2-5 horas con agitacion suave y continua, tiempo después del cual
se dejaron secar en cabina de extraccion en la noche, luego se colocaron en desecador al
vacio para finalmente determinar su peso.
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SOLUCIOHN DE
TEOS

TUBO COH

Figura 4 Sistema al vacio usado para la introduccién de solucion de TEOS en las
membranas/scaffolds de PCL.

Los composites obtenidos de las membranas se designaron como PCLXXSIA o
PCLXXSIB, donde “XX” tiene el mismo significado que se indic6 antes, “SIA” indica la
presencia de silice por medio de catalisis acida y “SIB”, indica la presencia de silice por
catélisis basica. Los composites de scaffolds se denominaron como PCL10SIAcast.

Elaboracion de composites de PCL-QUITOSANO-GPTMS-SILICE

Los composites de PCL con quitosano, GPTMS vy silice en membrana se prepararon a
través del siguiente proceso: Se disolvié quitosano en &cido acético al 2% en agua, con el
fin de obtener una concentracién de quitosano al 1.5 % m/m en el &cido diluido. Para ello
debio agitarse la solucion durante 15 horas, la cual posteriormente se sometio a ultrasonido
por 30 min y finalmente se pasoé a través de filtro de nylon con didmetro de poro de 80 um.

De las 3 relaciones ensayadas y planteadas en el trabajo de fin de carrera de Sara Trujillo
(Trujillo 2012, Trujillo et al. 2014 ) y de la pasantia de Marta Santos (Tabla 1) se
selecciond la relacion molar Quitosano: Acido Acético: GPTMS: TEOS: HCI (37%): H0,
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igual a 1: 8: 65: 21: 5.3: 1339, para preparar la solucion precursora de silice. Para el
calculo de la relacion molar se tomé como base el peso molecular de una unidad
monomeérica del quitosano, y se planted mantener la relacion de GPTMS: TEQS, en la

proporcion 3:1(Trujillo et al. 2014).

Tabla 1. Relaciones molares usadas para preparar membranas de PCL con quitosano,
GPTMS vy silice, segun lo reportado por Mahony et al. 2010 (Mahony et al. 2010, Trujillo
2012, Trujillo et al. 2014).

QUITOSANO CH3COOH GPTMS TEOS HCI (36%) H.0
1 8 15 0.5 0.1 1138
1 8 15 5 1.2 1260
*1 8 65 21 5.3 1339

* Relacion molar seleccionada

La solucidén precursora de silice, se prepar6 mezclando las cantidades calculadas,
adicionando en su orden TEOS, agua y HCI, y agitando por una hora. Luego se mezcl6
con la solucion de quitosano, a la que se la habia adicionado la cantidad prevista de
GPTMS vy se habia agitado por 14-15 horas; se continué la agitacion por una hora
adicional. Para la introduccion de la solucién precursora de silice, en las membranas de
PCL, se usé el sistema de vacio anteriormente sefialado (Figura 4) con el fin de facilitar su
penetracién en los poros. Antes de verter esta solucion sobre las membranas de PCL se
aplicé 5 min de vacio al sistema, tiempo después del cual se adiciond la solucion
precursora de silice, dejando en inmersién las muestras en la solucion por 15 min.
Posteriormente, las membranas se retiran del tubo de muestras, se lavan con agua y se
dejan en reposo en cajas de Petri por 7 dias a temperatura ambiente y luego 5 dias a 40 °C.
Las muestras se secaron en desecador al vacio por 24 horas y se pesaron. Finalmente se
sometieron a un lavado por inmersion en agua por 2-5 horas con agitacién suave y
continua, tiempo después del cual se dejaron secar en cabina de extraccion durante una
noche, se secaron al vacio y se determind su peso final.

Los hibridos obtenidos de las membranas de PCL se designaron como PCLXCXGXTX,
donde “X” tiene el mismo significado que se ha venido usando durante el desarrollo del
documento, y “x” expresa la relacion molar final en su orden de C (Quitosano),G
(GPTMS) y de T(TEOS).



2.4. Caracterizacion de las membranas y
scaffolds de PCL y sus composites PCL-
SILICE obtenidos

2.4.1. Porosidad de las membranas (y scaffolds) de PCL y de los
hibridos

Para cada material, a través de la aplicacion del método gravimétrico, se realizaron al
menos tres medidas para obtener la porosidad promedio. Para ello las muestras secas
fueron previamente inmersas en etanol bajo aplicacion de vacio para someterlas a pesada
posterior teniendo precaucion de remover el exceso de etanol (realizando el experimento lo
mas rapido posible). La porosidad fue entonces determinada mediante el céalculo de la
relacion de volumen de poros al volumen total de la membrana (Ecuacion 10), asumiendo
como despreciable la cantidad de etanol absorbido por la masa del material. La diferencia
entre el peso Seco (Wyeco) Y PESO hUmedo (Wh,imedo ), dividido por la densidad del etanol
(Petanol) COMO se Observa en la Ecuacion 11, permite deducir el volumen de poros, V,oros:
ya que es igual al volumen ocupado por el etanol absorbido. EI volumen ocupado por el
polimero, V,oiimero, fue calculado del peso seco de la membrana dividido por el valor de
la densidad teérica del PCL (1.145 g/cm®) (Ecuacién 12). De forma similar, para los
composites, Viybrid/ comp S€ Calculé segin la Ecuacion 13, en concordancia con el valor
del contenido de silice en el composite, determinado a través del incremento de peso y el
valor tedrico de pyoiimero Y Psitice (1.145y 2.634 respectivamente) (Lebourg et al. 2008a).

Vporos

Porosidad ()= - Ecuacion 10
Vporos+V polimero
Wy -w .
Vporos = —limede _ —seco Ecuacion 11
Petanol
w .
V polimero(membrana o scaffold) = ppolis::;o Ecuacion 12
w .
Vhibrido/comp = 20 Ecuacién 13

Phibrido/comp
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Porosidad (¢) — Wseco = Whimedo. / Petanol EcuaCién 14
Wyhimedo — Wseco) /Petanol + Wseco membrana/ﬂpolimera

2.4.2. Composicion del hibrido en fase inorganica

El contenido de silice se determina en los composites por pesada de las muestras secas
antes y después de la reaccion sol-gel. Adicionalmente esta determinacion se realiz6 a
través de la medida del residuo inorganico después del tratamiento de pirdlisis calentando
hasta 850°C (en atmdsfera con oxigeno); y a través del ensayo termogravimétrico (TGA).

2.4.3. Propiedades hidrofilicas: Absorcion de agua y angulo de
contacto

La absorcion de agua fue medida después de 24 horas y 48 horas por inmersion de las
membranas de PCL puro Yy los composites, en agua purificada a temperatura ambiente. El
angulo de contacto se determind para PCL puro en membrana y scaffold, y para
composites, en un equipo Data Physics OCA 20 con un sistema de analisis de imagen
SCA20, usando 3 pL de agua purificada como liquido de ensayo.

2.4.4. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La morfologia de las superficies y secciones transversales de membranas y composites se
evalu6 por medio de Microscopia Electrénica de Barrido, usando un equipo Jeol JSM-
5410 (realizando una crio-fractura después de introducirlas en nitrégeno, en el caso del
andlisis de la seccion transversal). Las porciones de las muestras se montaron en un
soporte de cobre, se asperjaron con una capa de oro y se tomaron microfotografias a un
voltaje de aceleracion de 10 kV.

Para verificar la distribucion homogénea de la fase de silice en los composites, luego de ser
asperjados con carbon se realizé un analisis de Espectroscopia de Energia Dispersiva de
rayos X, EDS (de Oxford Instruments), tanto en la superficie como en la seccion
transversal de las muestras; usando para ello un voltaje de aceleracion de 10 kV, una
distancia de 15 mm y silice como patrdn estandar.

2.4.5. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR)

Los espectros FTIR fueron efectuados en el rango entre 600 y 4000 cm™ con un
Espectrometro Nexus (Nicolet Instruments LTD, Warwick, UK) a temperatura ambiente
usando las técnicas de Reflectancia Total Atenuada, ATR, y Reflectancia Difusa, SDR;
empleando como sustancia patron SiO, (silica gel 0.06-0.2 mm, de Scharlau). Los
espectros son el resultado del promedio de 64 barridos para cada muestra.
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2.4.6. Andlisis Térmico: Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
y Termogravimetria (TGA)

Se realizaron por duplicado barridos de calentamiento en DSC en el rango de -20°C hasta
80 °C, después de un enfriamiento desde la temperatura ambiente hasta -20°C. Se usé para
ello un equipo DSC Mettler Toledo 823e (calibrado con indio y zinc), usando una
velocidad de barrido de 10°C/ min, en atmdsfera de nitrogeno y cantidades de muestra
entre 3y 6 mg.

La degradacion téermica (TGA) de las muestras de PCL puro y de los composites con silice
fue realizado con muestras que variaron entre 5 y 15 mg en capsulas de platino; aplicando
un barrido de calentamiento a una velocidad de 10°C/min, en atmosfera de nitrégeno a un
flujo de 50 mL/min; iniciando desde 25-30°C y elevando la temperatura hasta 850°C en un
analizador termogravimétrico SDT Q600, TA Instruments, United States.

2.4.7. Ensayos Mecanicos

Ensayo de Indentacion

Usando membranas puras de PCL y composites secas de aproximadamente 5x6x1 mm? en
un equipo de TMA Seiko Extar 7ss6000 con un indentador plano circular de area 0.785
mm? (Seiko Instruments), a temperatura ambiente y por triplicado, se aplicaron sobre las
muestras rampas de fuerzas de alrededor de 0.07 N/min para membranas de PCL y 0.01 a
0.07 N/min en el caso de los composites. La Compliance J(t) se evalu6 al tiempo
correspondiente a una penetracién de 100 pm en cada muestra.

Ensayo Termodindmico Mecanico (DMTA)

Las medidas dindmico mecénicas se efectuaran en un equipo Analizador Seiko DMS210
en modo tensién usando muestras secas en forma prismaticas de alrededor de 10x5x1.4
mm?® de PCL15, PCL15SIA y PCL15SIB. Posterior a una isoterma de 10 min a -80°C, se
aplicd un barrido de calentamiento a 1Hz y 2°C/min entre -80 y 50°C.

Analisis en Microtest

Estos ensayos mecanicos se realizaron usando un equipo MICROTEST SCM3000 95, con
una precision 1 um y 1mN, y una fuerza maxima de 15N. Los ensayos fueron efectuados a
una fuerza de maxima de 10N, a temperatura ambiente y con muestras secas de
aproximadamente 5x6x1 mm?®, en modo tensién. La deformacién se determiné por
aplicacion de rampas de fuerza a una velocidad de 0.005 a 0.05 N/min para las membranas
puras de PCL y de 0.5 a 2.0 N/min para los composites correspondientes.
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2.4.8. Ensayo de Bioactividad

Muestras de PCL puro y composites de PCL secas y de aproximadamente 6x6x1 mm? (las
cuales fueron previamente pesadas) se colocaron en inmersion en cerca de 3 mL de Fluido
Biologico Simulado (SBF); suspendiéndolas en el centro del recipiente por medio de un
alambre con recubrimiento aislante y se sometieron a incubacion a 37 °C. El SBF se
prepard en concordancia con la solucion propuesta por el ensayo de Kokubo, usando las
siguientes concentraciones de iones: 142 mM de Na**, 5.0 mM de K*!, 2.5 mM de Ca*,
1.5 mM de Mg*?, 148.8 mM de CI*, 4.2 mM de HCO3™, 1.0 mM de HPO42 y 0.5 mM de
SO42; pH de 7.4 (Vallés 2008). La solucién de SBF se renové en el dia 3, y en el dia 7 de
incubacion la mitad de las muestras fueron lavadas suavemente con agua purificada y
sometidas a secado a temperatura ambiente por 24 horas en desecador a vacio. A las
muestras restantes se les adiciond un volumen similar de solucién SBF*2 (que contiene el
doble de la concentracion de los iones) con el fin de reemplazar la solucidn inicial de SBF
y se mantuvieron en las condiciones de incubacion por una semana adicional. La solucién
SBF*2 de igual forma se renovo en el dia 10 y el dia 14 fueron lavadas y sometidas a
secado como se indico para la primera semana. Se determind para cada muestra su peso
final y se evalué su morfologia por SEM, y por EDS la composicién de la capa de apatita
que se encontrara en la superficie de la muestra.



CAPITULO 3. Resultados y Discusion de
Resultados

3.1 Obtencion de membranas de PHEA con
diversas porosidades y de hibridos PHEA-
SILICE

La seleccion del poli(2-hidroxietil acrilato) (PHEA) como hidrogel de partida se basé
ademés de sus propiedades como biomaterial, en que ha sido un hidrogel ampliamente
estudiado en el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular de la UPV (Castilla et al.
2001, Gallego et al. 1998, Gallego et al. 2004, Gallego et al. 2007, Monleon et al. 2001,
Salmerodn et al. 2004, Salmeron et al. 2004, Serrano et al. 2004, Serrano et al. 2007); raz6n
por la cual se consideré un componente organico ideal para obtener un material hibrido
introduciendo una fase inorganica de silice mediante una reaccion sol-gel en medio &cido,
con TEOS como precursor.

El PHEA en sus diversas porosidades fue obtenido a través de una polimerizacion por
radicales libres usando un 1% de EGDMA como entrecruzante. Se trata de una
polimerizacion en solucion es decir en una Unica fase homogénea, en la cual todos los
constituyentes (monomeros, iniciadores, etc.) son solubles en el medio de polimerizacion.
Cuando hay solvente presente durante el entrecruzamiento de la red polimérica en cantidad
mayor a la de equilibrio, entonces el solvente exuda del gel (proceso denominado
sinéresis). Si el entrecruzamiento atrapa solvente en el gel, se pueden formar poros ricos en
solvente dentro del gel (microsinéresis). Si la fase rica en solvente se presenta como fase
minoritaria, se producird un material poroso de la fase rica en mondémero percolada, con
los poros formados por la fase rica en solvente. La gelificacion es por si misma una forma
de separacion de fases, en donde la fase exterior al gel se asume que no dispone de
polimero (potencial quimico con respecto al polimero es cero), y que la cantidad de
solvente en el gel hidratado cuando el gel se encuentra en estado de equilibrio en la fase de
gel, presenta un potencial quimico también de cero.
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La separacion de fase tiene lugar cuando la red de polimero que va creciendo durante la
polimerizacion, no puede ya mezclarse homogéneamente con la cantidad de solvente
presente. Si la fase rica en mondmero existe como gotas discretas y la fase rica en solvente
es la fase continua, la polimerizacién ocurre en fase heterogénea; esto es una fase rica en
monomero suspendida en una fase rica en solvente denominada fase continua (ya que su
volumen llega a ser mas alto al de la fase rica en mondmero). La sinéresis ocurre dentro
de la fase de gel y bajo condiciones que propician la precipitacion de la polimerizacion y
la formacion de particulas de polimero. Como se observa en la Figura 5, esta separacion
de fases puede llevar a la dispersion de particulas de polimero dentro de la fase liquida
formada por el solvente y el mondémero remanente, fendmeno denominado
macrosineresis. Si la dispersion del solvente ocurre dentro de una fase de polimero
hidratado, la formacion de los poros ocurre por un mecanismo diferente, el cual se
denomina microsinéresis.

Por tanto dependiendo de factores tales como concentracion de diluente, conversién
completa o no del polimero y de si el solvente es extraido, el resultado es una esponja
polimérica consistente de micro esferas de polimero adheridas (macrosinéresis) o a una
matriz polimérica porosa (microsinéresis).

Microsinéresis

Macrosinéresis

Fase Gel
[J Fase Liquida

Figura 5 Representacion de la estructura obtenida por micro y macrosinéresis.

En los hidrogeles poliméricos que pueden formarse por microsinéresis durante la
polimerizacion en solucion; la cantidad y tamafio de poros dependen de la cantidad de
solvente usado, de la solubilidad de la red de polimero, de los mondémeros, del solvente y
de la densidad de entrecruzamiento de la red polimérica. Es asi que se ha encontrado que
cuando se usa etanol como solvente se producen materiales con mayores volimenes
especificos en el estado seco, lo que indica que los poros colapsan en este estado debido a
la contraccion de la red. Para nuestro caso, el crecimiento de la estructura del hidrogel
PHEA en la polimerizacion del HEA al ser diluido con porciones de etanol produjo una
separacion de fases creciente entre la red y la fase liquida que contiene etanol y el
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monomero, que no ha reaccionado. Al final de la reaccion, cuando la muestra es lavada
con agua, el agua sustituye el etanol que hincha el polimero y llena asi los poros.

Como antecedentes, cabe resaltar que un buen ndmero de estudios en el grupo de
investigacion ha involucrado la preparacion y caracterizacion de nanocomposites
polimero-silice, basado en PHEA preparado por polimerizacion simultdnea de la fase
organica y la inorganica a traves de sintesis sol-gel usando TEOS como precursor de la
silice.

Cuando la estructura de este sistema fue estudiado por AFM se encontr6 que los hibridos
dependen marcadamente de la relacion silice a polimero en el sistema: Si esta relacion es
menor de 0.15, el hibrido consistia en agregados de particulas de silice dispersas en la
matriz organica; cuando es mas alta, la estructura de la silice y la matriz organica se
presentan como una fase co-continua (Rodriguez et al. 2007). Los estudios de absorcion
de agua con un amplio rango de contenidos de silice, por encima y por debajo del limite de
percolacion confirmaron la formacion de una red inorgéanica continua interpenetrada con
la red organica (Pandis et al. 2011).

De otra parte, también se han preparado nano hibridos Poli (EMA-co-HEA)/SiO, producto
de la copolimerizacion de EMA y HEA durante una reaccion simultanea sol—gel catalizada
en medio &cido; obteniendo contenidos de silice incrementados (0-30 % m/m) con una
distribucion homogénea en la matriz polimérica, en forma de nano dominios ya sea
dispersados o continuamente interpenetrados con la red organica (para contenidos mayores
al 10%). En todos los casos la red de silice refuerza mecénicamente la matriz organica y al
mismo tiempo confiere bioactividad a la superficie (Vallés et al. 2010c).

En la misma direccion, algunos trabajos se han dirigido a obtener series de copolimeros
hibridos preparados por polimerizacion y reaccion sol-gel simultdnea. Una primera serie
de composicion HEA/EA variable y un contenido fijo en silice y una segunda serie con
composicion organica fija HEA/EA y varios porcentajes de silice, permitiendo la
caracterizacion en relacion con el contenido de agua absorbido (Stathopoulos et al. 2010).



3.2. Sintesis in situ de la fase de silice en los
hidrogeles previamente sintetizados

Como ha sido anotado anteriormente, aprovechando la ventaja que presentan los
hidrogeles de PHEA para absorber agua y etanol y por ende soluciones acuosas, fueron
usadas una serie de I&minas porosas de PHEA como estructura base para sintetizar la
silice. EI método sol-gel aplicado con el fin de lograr la absorcién in situ de la solucion
precursora de silice en las membranas de PHEA con variedad de porosidades, permitio la
obtencion de hibridos con un contenido de silice entre un ~20 y hasta un ~60% m/m,
(Tabla 2), presentando una fase continua de silice. Los nano hibridos presentan
propiedades macroscopicas que varian desde hidrogeles suaves hasta materiales duros pero
fragiles que se fracturaban facilmente durante su manipulacion. Vale aclarar que esta
altima fue la razén para que en algunos casos fuera necesario cambiar la técnica de
caracterizacion o se requiriera hacer algunas modificaciones a la misma con el fin de
realizar la evaluacion de la muestra, 0 mas aun en algunos momentos no fue posible la
realizacion del ensayo.

En todos los casos, los hibridos obtenidos presentaron una alta transparencia (Figura 6),
situacién que se relaciona con un tamafio de particula muy pequefio y que resulta como se
esperaba del uso de una reaccion de sol-gel catalizada en medio &cido (Castelvetro y De
Vita 2004, Lin et al. 2008, Liu et al. 2007, Qin et al. 2007).

<
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Figura 6 Apariencia fisica del hibrido PHEAZ20SI.
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Tabla 2. Propiedades fisicas de los hidrogeles de PHEA puros y sus hibridos con silice.

. . Porosidad de EWC/ .
) Residuo de Residuo de Compliance
Contenido de o la muestra EWC' 100 g 100¢g
. TGA pirélisis . (*10 E-06)
MATERIAL Silice (%)* hidratada de muestra ® de
(%)’ (%)’ (m?IN)
(%) PHEA®

PHEAO 0 - - 0 190+7 1907 4.6+£0.22
PHEA20 0 - - 24 2748 2748 7.1+0.32
PHEA30 0 - - 40 369+14 369+14 8.5+ 0.63
PHEA40 0 - - 51 47425 47425 9.4+0.92
PHEA50 0 - - 69 794+33 794+33 13+ 0.56
PHEAOSI 21.7 18.8 19.6 - 86+3 109 1.40+ 0.49
PHEA20SI 32.6 31.6 30.6 - 47+8 70 0.77+ 0.04
PHEA30SI 411 42.5 38.1 - 27+1 46 0.19+0.2
PHEA40SI 48.9 45.6 44.8 - 19+2 37 0.19+ 0.03
PHEA50SI 58.8 54.5 52.4 - 12+4 30 -

! calculado por cambio de peso

? Atmésfera de N,

* Atmésfera de oxigeno
* EWC: Contenido de agua en el equilibrio

5

Base seca
6

Base seca
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3.3. Caracterizacion de las membranas de
PHEA y de sus hibridos

3.3.1. Absorcién de agua /Porosidad

El contenido de agua de equilibrio (EWC), definido como los gramos de agua
absorbidos/100 g de muestra seca fue determinado por diferencia de peso, después de la
inmersion en agua purificada por 24 horas, tiempo después del cual se estabiliza la
determinacion de acuerdo a lo observado en los experimentos realizados y a lo reportado
en trabajos previos con estudios en hidrogeles de PHEA (Monledn et al. 2001a, Monle6n
et al. 2001b).

Cuando se sumerge en agua, el hidrogel alcanza varias veces su peso (Figura 7). Tomando
como ventaja que la porosidad se relaciona con el incremento del contenido de agua
absorbido en el equilibrio, tal como lo demuestra la Tabla 2; se calcularon las
porosidades de los hidrogeles determinando el volumen de poros en el estado hidratado de
los hidrogeles puros (Serrano et al. 2004).

Asi, el PHEADO, al ser sumergido en agua muestra una red polimérica con un contenido de
agua absorbida en equilibrio de 190% medido en base seca (Tabla 2).

En la Tabla 2 se muestra que la adicion de hasta 50% de etanol a la solucién del
monomero logra la obtencion de hidrogeles con capacidad de absorber un contenido de
agua en equilibrio hasta alrededor de 800% en peso medido en base seca, en la cual los
poros ocupan un 69% del volumen de la muestra. El tamafio de poro también aumenta con
la fraccion de diluente y tal como se ve en la imagen del crio-SEM en donde el poro es
observado en la muestra hinchada (Figura 10), la estructura del poro varia en el rango de
las dimensiones micromeétricas.

En general, es evidente que EWC aumenta con la porosidad de las membranas de PHEA
puro, y ella a su vez es producto de la cantidad de etanol usado en la polimerizacién.

La distribucion de agua en el polimero hidratado se ha estudiado ampliamente en
investigaciones anteriores mediante técnicas tales como la calorimetria y la espectroscopia
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dieléctrica (Costantini et al. 2006, Pandis et al. 2011), permitiendo verificar que una
primera capa de moléculas de agua se unen a las cadenas poliméricas a través de sitios de
absorcion y que se forman capas sucesivas en donde el agua mantiene sus propiedades
fisicas, incluyendo su capacidad de cristalizar y de fundir.

El alto contenido de agua en las muestras en equilibrio demuestra que los geles son
altamente porosos. Es importante observar que cuando se seca la muestra del hidrogel, la
estructura porosa colapsa, situacion que es reversible por reinmersién en agua, que hace
que los poros se reabran y el contenido de agua pueda llegar al estado de equilibrio.

794
474
® % DE AGUA ABSORBIDO
369 PHEA PURO
274 = DSR
190 l

PHEAO
PHEA20 PHEA30

PHEA40 PHEAS0

Figura 7 Absorcion de agua de las membranas de PHEA con su desviacion estandar
relativa (DSR) para las diversas porosidades.

3.3.2. Sintesis de la fase inorganica, contenido de silice obtenido y
su efecto en la absorcién de agua

La cantidad de silice en los materiales hibridos que se determinaron por diferencia de peso
antes y después de la reaccion sol-gel y se observan en la Tabla 2. Resulta evidente que el
contenido de esta fase aumenta en forma directa con la porosidad del PHEA inicial
obteniéndose valores desde 22% para el polimero microporoso denominado PHEAOSI
hasta un valor de ~60 % m/m para el polimero con mayor porosidad, es decir el
PHEAS0SI.

El material denominado PHEAOSI presenta una capacidad de absorcién de agua de
alrededor del 86%, reduciendo la cantidad absorbida por peso de PHEA en el hibrido en un
43% m/m (célculo realizado con los datos de la Tabla 2), lo que muestra que la fase
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polimérica es aln bastante capaz de absorber volumenes importantes de agua, y que la fase
de silice se encuentran en forma de particulas dispersas en la fase polimérica sin llegar a
percolar. Esto hace pensar que no se alcanza a formar una red de silice y como
consecuencia se conserva en forma apreciable la capacidad de absorber agua e hincharse.
Las condiciones seleccionadas para la reaccion sol-gel (relacion molar agua: TEOS, el
uso de catalisis &cida y bajas temperaturas de envejecimiento y secado), conllevan a pensar
que la conversion completa de los grupos orto silicato en silice no fue alcanzado, y que
por ende alguna cantidad de grupos silanoles sin reaccionar permanecen en la fase de
silice. Estos grupos pueden continuar reaccionando o pueden perderse por evaporacion.
Esta premisa puede soportarse por los resultados del andlisis por TGA (atmosfera de
nitrogeno) y pirolisis (atmosfera con oxigeno) que reportan valores mas bajos a los
calculados por diferencia de peso antes y después de la reaccion sol-gel y como se vera
mas adelante por el hecho de que el modulo eléastico de un hibrido medido en DMTA
aumenta continuamente cuando la temperatura del barrido de calentamiento supera la
temperatura de obtencion de los hibridos. Es de resaltar que la capacidad de absorcién de
agua de los materiales de este trabajo es mayor que la de los hibridos preparados por
polimerizacion simultanea que presentan el mismo contenido de silice. Asi, Rodriguez et
al. (Rodriguez et al. 2008a) sintetizaron por polimerizacion simultdnea un hibrido de
PHEA-SILICE con ~20% de contenido de silice que absorbe alrededor de un 75 % de
agua; mientras que el obtenido en el presente trabajo y con un contenido de silice similar
absorbe alrededor de 109 % de agua. Este resultado puede indicar que la percolacion de la
fase de silice ocurre a mas altos contenidos de silice cuando la reaccion sol-gel ocurre en
presencia de la red del hidrogel polimerizada. De hecho cuando la reaccién sol-gel se
inicia en una mezcla del precursor de silice y el monémero de HEA, la reaccion sol gel es
mas rapida que la polimerizacién (Rodriguez et al. 2007).

Sin embargo, al comparar los hibridos con sus correspondientes hidrogeles de partida es
notorio que la absorcion de agua disminuye en forma méas marcada al aumentar el
contenido de silice obtenido, tal como lo muestra la Figura 8. Para el mayor contenido de
silice (PHEASOSI), la reduccion en la absorcion de agua por peso de polimero llega a ser
del 96% (calculado a partir de los datos de la Tabla 2). En la Figura 9, se presenta la curva
que se obtiene al relacionar la fraccién de silice en los materiales con la capacidad de
absorcion de agua en equilibrio.
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Figura 8 Efecto de la presencia de silice en la absorcion de agua de las membranas de
PHEA.
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Figura 9 La absorcion de agua en funcion del contenido de silice en los materiales
hibridos PHEA-SILICE.
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3.3.3. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Microscopia de
Fuerza Atomica (AFM)

El analisis por SEM permite evaluar la morfologia estructural de la muestra,
obteniéndose imagenes producidas por los electrones emitidos cuando los electrones
primarios que vienen de la fuente impactan la superficie y son inelasticamente
dispersados por los atomos de la muestra. A través del uso de equipos que cuentan
adicionalmente a la posibilidad de detectar los electrones emitidos, el detectar la energia
de los rayos X producidos por la interaccion de los electrones con la muestra (rayos X
dispersados), se puede evaluar la presencia de los atomos de elementos individualmente,
obtener los registros de espectros de los atomos presentes y realizar el mapeo de los
atomos de interés correspondientes y asi inferir la presencia de silice en forma homogénea.
Esta técnica es denominada EDS o EDX (Espectroscopia de energia de rayos X
dispersados).

Las imagenes obtenidas por crio SEM permitieron verificar la estructura de los hidrogeles
y de los materiales hibridos. La Figura 10 muestra la estructura porosa del PHEA con
mayor porosidad. Los tamafos de poro observados estan en el rango de alrededor de 5
micras cuando el hidrogel se encuentra hidratado en agua. En las secciones de los hibridos,
los poros son mucho mas dificiles de observar, encontrdndose una apariencia lisa, como se
observa en la Figura 10. Para verificar la distribucion de la silice en la muestra fueron
tomados espectros tanto en la superficie (Figura 11) como de la seccion transversal,
encontrando asi los picos de Si en diversos puntos de las muestras lo que permitid verificar
la distribucion de la silice en forma homogénea (inserto de la Figura 10). La relacién
atomica oxigeno: silicio fue verificada, encontrdndose que variaba entre 0.5:1.0 y 3.0:1.0,
evidentemente en dependencia del punto en donde el espectro es tomado. Como valores de
referencia se observa en la Figura 11 la relacion obtenida para una muestra de Oxido de
silicio estandar.

Figura 10 Microfotografias en SEM del hidrogel PHEAS0 y el correspondiente
hibrido PHEA50SI. Tomada y traducida del original en Plazas et al. 2013.
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Figura 11 Espectro EDS tomado en superficie de una muestra de hibrido PHEA-
SILICE. En inserto: Reporte del porcentaje en peso y atémico de los elementos
presentes de una muestra y valor tedrico para el oxido de silicio.

La Figura 12 presenta imagenes en amplitud de los materiales hibridos en AFM en sus
secciones transversales. La Figura 12a muestra un escaner de 2 um x 2 um del material
compuesto de PHEAOSI. Las pequefias irregularidades superficiales demuestran la
presencia de dominios nanométricos dispersos en el polimero, mientras que la Figura 12b,
en un barrido de 10 um x 10 um del material compuesto preparado de un hidrogel poroso
PHEAS50, muestra la presencia de agregados del orden de los micrémetros adicionalmente
a los dominios nanométricos.

Por tanto, fue verificado a través de los analisis por SEM y AFM que cuando la reaccién
sol-gel toma lugar en el hidrogel previamente polimerizado, la silice se distribuye en
forma de agregados de manera uniforme como lo demuestran las imagenes de SEM
(Figura 10) y AFM (Figura 12). Adicionalmente se puede decir que en los materiales
compuestos de mayor porosidad existe la fase nanométrica que se encuentra en el material
microporoso PHEASI y que se presenta adicionalmente una fase consistente en agregados
de tamafio micrométrico, permitiendo tener contenidos de silice del orden de 60% en peso.
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Figura 12 Imagenes AFM en amplitud de secciones transversales de materiales
hibridos. Area de barrido Figura a) : 2 pm x 2 pm de PHEAOSI. Area de barrido
Figura b): 10 pm x 10 pm de PHEAS50SI. Tomada y traducida del original en Plazas
et al. 2013.

3.3.4. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier

Los espectros de absorcién al infrarrojo de las laminas de PHEA vy sus hibridos se pueden
observar en la Figura 13. El espectro FTIR de la estructura quimica de PHEA (Figura
13a), esta en concordancia con estudios previamente publicados ( Vargiin 2003): La sefial
del grupo carbonilo caracteristico (estiramiento de C=0) aparece a 1710-1720 cm™. Entre
1298 y 1200 cm™, se observan las sefiales debidas a flexién de O-H y estiramiento del C-
O del pico del éster. Las sefiales correspondientes a estiramiento del C-H alifatico estan
en el rango 2900-3000 cm™, y el pico en el rango 1410-1450 cm™ corresponde al grupo -
CH.. Un pico amplio a aproximadamente 3500 cm™ corresponde a estiramiento de enlaces
O-H, mientras que la flexion del -H se encuentra a aproximadamente 1390 cm™. Las
sefiales a 1160-1180 cm™ corresponden de igual forma al grupo éster.

Para identificar la estructura quimica de compuestos polimero-silice suelen ser muy
utilizadas técnicas analiticas como FTIR 'y %SiNMR del estado sélido, sin embargo no se
disponia de esta técnica en el desarrollo del presente trabajo. Por esta razoén,
adicionalmente al andlisis por EDS, la formacion de silice en la estructura del hidrogel fue
verificada por espectroscopia infrarroja (Figura 13a, 13b, 13c).

La espectrometria FTIR es también ampliamente usada para probar la formacién de la red
de silice. En general, el pico mas relevante se ubica alrededor de 1100 cm™ el cual varia
dependiendo de las muestras, en el rango 1000-1200 cm™ y es atribuido a vibraciones de
estiramiento asimétricas de enlaces Si-O-Si de la silice que suele encontrarse en los
hibridos. Si la condensacion no es completa los grupos Si-OH estaran igualmente
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presentes. Las bandas de absorcion caracteristicas de los productos de hidrélisis de TEOS,
sin tener en cuenta las del polimero son las de estiramiento Si-OH a 882 cm™, asf como las
sefiales de las absorciones tipicas para lared Si-O-Si a 1130y 823 cm™. Las bandas de
absorcién caracteristicas de estiramiento asimétrico Si-O-Si (1130 cm™) llegan a ser mas
intensas y se desplazan hacia longitudes de onda més altas (1180 cm™) cuando hay redes
de caracteristicas de mayor condensacion. Las uniones de hidrogeno entre el polimero y
el silanol residual de la silice en los hibridos podrian también ser visualizadas en algunos
casos (Zou et al. 2008).

El espectro de los materiales compuestos PHEA-SILICE, permitid identificar la sefal
caracteristica del grupo carbonilo a 1710-1720 cm™. Adicionalmente, las sefiales a 973
cm™y 798 cm™ se relacionan con los enlaces de los grupos Si-OH 'y la sefial a 1074 cm™,
a Si-O-Si; confirmando la presencia de las estructuras correspondientes a la silice en los
materiales compuestos.

En general, en el pico presente en los espectros de los hidrogeles puros a alrededor de
~3500 cm™ que corresponde a un enlace O-H, se observa una tendencia a disminuir en
intensidad con al aumento del contenido de silice; tal como lo muestra la Figura 13b. Las
sefiales que muestran evidencia de enlaces C-Si no fueron encontrados en ningln caso.

El espectro de oxido de silicio (reactivo analitico) se efectu6 como sustancia de referencia
y se observa en el espectro de la Figura 13c. Al comparar la silice de referencia con los
espectros obtenidos para los materiales compuestos se pueden evidenciar que las sefiales
deben aparecer en superposicion con las de los grupos funcionales del hidrogel de PHEA y
ademas es posible que ocurran algunas desviaciones de las sefiales. Sin embargo la
comparacion permitié evidenciar la presencia de tres sefiales significativas: las de Si-O-Si,
Si-OH y Si-O (Zou et al. 2008).
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Figura 13 Espectros FTIR - ATR a)Para los films de los hidrogeles de diversas
porosidades, b) Para los hibridos PHEAOSI y PHEAS3O0SI. c) Para el hidrogel de
PHEA en comparacion con el FTIR-SDR del hibrido PHEASQSI . Los espectros han
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sido desplazados en el eje Y para facilitar su entendimiento. Tomada Yy traducida
del original en Plazas et al. 2013.

3.3.5. Caracterizacion Térmica (TGA, DSCy DMTA)

El anélisis por TGA permite evaluar ademas de la estabilidad térmica, el limite de
degradacion y el porcentaje de silice incorporado en la matriz polimérica.

Analisis Termo Gravimétrico

La Figura 14 presenta la curva de degradacion térmica de un hidrogel, en este caso de
PHEADSO (son basicamente similares entre si para las diferentes porosidades).

La masa residual en el andlisis termo gravimétrico de las series de hibridos PHEAOSI hasta
PHEAS0SI permite establecer que la cantidad de fase inorgénica (silice) que queda
incluida durante el proceso de la absorcion vy reaccion sol-gel in situ aumenta con la
porosidad, tal como lo evidenci6 la determinacion por cambio de peso (Figuras 15y 16).
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Figura 14 Curvas tipica de degradacion térmica (TGA) para un hidrogel de PHEA.
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Figura 15 Curva de degradacion térmica (TGA) para los materiales hibridos
PHEA-SILICE.
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Figura 16 Curvas de degradacién para el hidrogel PHEAS50 y su correspondiente
hibrido PHEA50SI.

En la Figura 15 se evidencia que la presencia de silice incrementa la resistencia a la
degradacion del material, pues se observa que los termogramas se desplazan hacia la
derecha a medida que aumenta el contenido de silice. Por su parte, en la Figura 16, en

donde se comparan los termogramas de un par de muestras (el hidrogel PHEAS50 y su

80
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correspondiente material hibrido PHEA50SI), se hace méas notoria la influencia debida a la
presencia de silice en la descomposicion térmica del material compuesto.

Tabla 3. Valores de Tg y Delta de la capacidad calorifica a la Tg de los hidrogeles de
PHEA y sus materiales hibridos obtenidos.

Material Tg(°C) ACP(T ) Wingestra (Jg°K?)
PHEAO 2.8 0.43
PHEAOSI 6.5 0,39
PHEA 20 -0.2 0.42
PHEA20SI 16.6 0.30
PHEA30 3.6 0.44
PHEA 30SI No detectado --—e--
PHEA 40 0.7 0.41
PHEA 40SI No detectado @ -——e--
PHEA 50 1.3 0.41
PHEA 508l No detectado @ -meme-

Otra técnica usada para caracterizar en forma comparativa los hidrogeles y sus hibridos
fue el DSC. En general vale la pena resaltar que las transiciones vitreas fueron solo
evidentes en los hibridos con contenidos menores del 30% m/m (PHEAO y PHEA20SI)
(Tabla 3). En la Figura 17 se presentan los termogramas de calentamiento comparativos
de la pareja de materiales secos (hidrogel PHEAOQ y el hibrido PHEAOSI). Como lo
muestran los termogramas, en el material compuesto PHEAOSI la transicion vitrea cubre
un rango mas amplio de temperatura con relacion al PHEAO y se desvia hacia
temperaturas mas altas.

El termograma DSC de la muestra seca en la region de la transicion vitrea del PHEAOSI
refleja el empaquetamiento de las nanoparticulas de silice y las cadenas poliméricas. Al
comparar los materiales compuestos PHEAOSI Y PHEA20SI se observo que la transicion
vitrea se desplaza hacia temperaturas mas altas y se ensancha. La transicion vitrea esta
enmarcada en los arreglos de las cadenas de polimero con algunos nandmetros o decenas
de nandmetros (Donth et al. 1996, Gomez Ribelles et al.1998). El hecho de que el
intervalo de temperatura en la cual la transicion vitrea ocurre se ensanche, significa que
estos arreglos cooperativos llegan a ser mas heterogéneos debido a la presencia de
particulas de silice.

El onset de la transicion vitrea es desviado hacia temperaturas mayores, lo que podria
interpretarse  como que no hay rearreglo en las regiones poliméricas y no se comportan
como un polimero puro ya que todas las cadenas de polimero poseen particulas de silice
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en distancias del orden de nandmetros. La desaparicion de la Tg implica que el
movimiento de las cadenas del polimero estd fuertemente restringido por las particulas de
silice. La restriccion también puede ser debida del entrecruzamiento por uniones entre las
cadenas del polimero y las particulas de silice. Estos resultados confirman la distribucion
homogénea de los materiales compuestos, dejando concluir que la formulacién usada para
el precursor de silice fue homogéneamente absorbida por los hidrogeles de PHEA.

Por otra parte, el delta Cp a la Tg normalizada por peso de material [ACP(Tg)/Wmuestra] fue
calculado, encontrandose valores entre 0.41-0.44 Jg™*K™ para los hidrogeles, y mas bajos
(0.30-0.39 Jg*K™) para los materiales compuestos(Tabla 3). Sin embargo al calcular el
valor normalizando para el peso de polimero este parametro tenderd a aumentar para la
pareja de materiales compuestos PHEAOSI y PHEA20SI.

0,1 mw/ Qg

———PHEAO

———PHEAOSI

FLUJO DE CALOR NORMALIZADO (MILIWATTS/mgEXO>

-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40

TEMPERATURA ( 2C)

Figura 17 Termogramas de calentamiento en DSC para PHEAO y PHEAOSI secos.

Como se muestra en los termogramas de calentamiento de hidrogeles puros hidratados
(Figura 18), aunque la cantidad de agua de la que disponen para cristalizar es dependiente
de la porosidad del hidrogel, la porcion cristalizable no esta directamente relacionada con
la capacidad para absorber agua (Tabla 4).

La disponibilidad de agua para la cristalizacion en las muestras himedas, se determind
con los valores de flujo de calor normalizado hallados para cada muestra, el calor de fusion
tedrico del agua, y el contenido de agua (de acuerdo con el valor del total absorbido en el
equilibrio). Con el calor de fusion del agua correspondiente para cada una de las muestras
de los hidrogeles y de los hibridos, se pudo calcular la fraccion de agua cristalizable.
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Figura 18 Termogramas de DSC comparativo de muestras de hidrogel puro de
PHEA hidratadas.

Los termogramas DSC de calentamientos registrados para las muestras hidratadas de
PHEA (Figura 18), muestran que el punto de fusion del agua es bastante aparente en todas
las muestras de PHEA, y el onset del pico se presenta a 0°C. El &rea de la endoterma crece
con la porosidad de la muestra, como era de esperarse debido al incremento de la cantidad
de agua que llena los poros

En la Figura 19, se evidencia que cuando la silice esta presente, la cantidad de agua
presente (absorbida), disminuye en forma marcada con el aumento de la cantidad de silice
en la muestra y que la proporcion de agua disponible para la cristalizacion se reduce con
relacion al hidrogel (Tabla 4).

En los materiales hidratados, esta agua es capaz de cristalizar como se ve en los
termogramas de calentamiento, en los picos de fusion de las muestras humedas de las
Figuras 18 y 19. Cuando se compara el pico de fusion del material compuesto con el de
PHEA puro hidratado las diferencias son bastantes notorias. En las muestras de PHEA, el
onset de la fusion esté situado en 0°C, como corresponde al agua separada de las cadenas
poliméricas. En contraste, en los termogramas de material hibrido, se inician desviandose
de la linea base en la direccion endotérmica a alrededor de -40°C y produciendo un amplio
pico endotérmico en el cual otra endoterma muy fina se superpone a 0°C. Los geles
hidratados en agua a temperatura ambiente presentan separacion de fase liquido-liquido:
una de las fases consiste en agua pura liquida y la otra de una mezcla homogénea de agua
y cadenas de polimero. Durante la cristalizacion del agua por enfriamiento, la parte de
agua absorbida a temperatura ambiente se distribuye en dominios liquidos separados
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formando estructuras solidas suficientemente grandes para fundir como agua pura. De otra
parte, en la mezcla polimero-agua, el equilibrio termodindmico que determina el agua de
cristalizacion toma lugar a mas bajas temperaturas. La fusion de estructuras de hielo inicia
a mé&s baja temperatura en los hibridos como lo muestra la Figura 19. La diferencia en el
comportamiento de la fusién del PHEA puro y en el material compuesto, muestra una
capacidad diferente del agua de migrar de la fase polimérica e incorporarse a cristales de
hielo de mayor tamafio.

Tabla 4. Contenido de agua disponible para cristalizar en hidrogeles de PHEA e hibridos
PHEA-SILICE.

. Contenido de agua
Material Porcentaje calculado de agua cristalizable
calculado

PHEAOQ 65.6 % 87.7%

PHEA20 73.4% 87.4%

PHEA30 79.4% 83.2%

PHEA40 83.2% 91.0%

PHEA50 88.5% 88.8%
PHEAOSI 48.2% 79.3%
PHEA20SI 38.0% 66.4%
PHEA30SI 21.3% No fue posible calcularla
PHEA40SI 11.9% No fue posible calcularla
PHEAS0SI 7.7% No fue posible calcularla

La fraccidén promedio de agua cristalizable calculada con el calor de fusion y el contenido
de agua de las muestras de PHEA fue de 87.6 = 2.5 ( resultado de los promedios de la
Tabla 4), siendo independiente de la porosidad. En los materiales hibridos, el
comportamiento con relacion al agua de cristalizacion y fusion es de alguna manera
semejante al de la transicion vitrea del polimero en fase seca: en las muestras en las cuales
el agua no puede cristalizar, la transicion vitrea de la fase polimérica no se puede observar.
La muestra PHEAOSI presenta una fraccién de agua cristalizable un poco méas baja a la de
las muestras de PHEA puro y en PHEA20SI una fraccién significativa del agua contenida
es aun cristalizable (66%) pero es menor a la del PHEA puro. En PHEA30SI, solo un
pequefio pico de fusion es detectado a -20°C, y no se observa ni fusién ni cristalizacion en
contenidos de silice mas altos.

Es interesante en el termograma de calentamiento del PHEA20SI que muestra una primera
endoterma por debajo de 0°C, el cual es seguido de un pico muy marcado a 0°C. El
termograma de PHEAOSI es similar pero el pico a baja temperatura aparece como un
hombro del de alta temperatura (Figura 19).
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Figura 19 Curva de calentamiento en DSC: Flujo de calor para la cristalizacion de
muestras de hibridos PHEA-SILICE hidratadas.

Adicionalmente, las propiedades térmicas medidas por DMTA son muy significativas
para entender el comportamiento viscoeldstico de los materiales compuestos
polimero/silice. El moédulo de almacenamiento (E’), el mddulo de pérdida (E”), y la
tangente delta (tan 6 = E”/E’), son tres parametros importantes de las propiedades
mecanico-dindmicas y se pueden usar para verificar la ocurrencia de transiciones en la
movilidad molecular, tales como la Ty (Zou et al. 2008).

En general, las condiciones de la reaccién sol-gel usadas para la hidrolisis in situ y
condensacion de TEOS en los geles de PHEA, tal como se infirid en apartados anteriores,
no llegaron a la conversion total de los grupos ortosilicato en silice, y por tanto la fase de
silice contiene grupos sin reaccionar. Esta afirmacion se puede verificar por el hecho de
que el modulo eléstico de la muestra medido en un barrido de calentamiento DMTA entre
65 y 120 °C aumenta continuamente indicando el progreso de la condensacion de la fase de
silice a temperaturas més elevadas que las usadas para la produccién de los hibridos (40
°C) (Figura 20). Este aumento es irreversible ya que al efectuar el barrido de enfriamiento,
el mddulo de almacenamiento se mantiene, tal como lo demuestra la Figura 20.
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Figura 20 Efecto de la temperatura en el médulo de almacenamiento ( E’) de la
muestra PHEAOSI sometida a un barrido de calentamiento a 1Hz, entre 25y 120°C
seguido de un enfriamiento de 120 a 25°C. Tomada Yy traducida del original en Plazas
et al. 2013.

3.3.6. Ensayos Mecéanicos

Uno de los requerimientos mas importantes de un material compuesto es el balance entre
la resistencia a una fuerza, la dureza y la deformabilidad. Por esta razon, es necesario
caracterizar las propiedades mecénicas desde diversos aspectos. Entre las muchas medidas
para evaluar las propiedades mecanicas se encuentran la fuerza tensora, la resistencia al
impacto, la dureza y la facilidad de fractura. La dureza, se refiere a las propiedades de
resistencia del material a cambios en su forma cuando se aplica una fuerza. Esta es una
propiedad fundamental para muchas aplicaciones de los materiales. Existen tres tipos
principales de dureza: resistencia a la fractura o deformacion plastica, deformacién debida
a un elemento cortante y dureza a la indentaciéon (resistencia a la deformacion plastica o al
impacto de un objeto). Es comudn que después de un porcentaje de contenido de fase
inorgénica, la matriz polimérica presente disminucion en sus propiedades mecanicas,
situacién que puede ser atribuida a un incremento en la tendencia de las particulas (en este
caso de silice) a aglomerarse a altas concentraciones (Zou et al. 2008).

A través de un ensayo de indentacion, usando un indentador plano de forma cilindrica y
con una superficie de contacto mucho mas pequefia que la muestra, se caracterizo el
comportamiento mecanico de los geles y de los hibridos, a través de la relacion entre la
fuerza aplicada y la penetracion del indentador.
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En los esquemas de ensayos mecanicos, en donde se aplica un perfil de deformacién
controlada, el ensayo se denomina deformacion por indentacion, en cuyo caso el equipo
aplica un perfil de deformacion. Este ensayo puede ser llamado” ensayo de indentacion por
esfuerzo” (usualmente a una velocidad constante de penetracion), produciendo una curva
de la cual se puede calcular el valor del Modulo Eléastico del material. Cuando se aplica
una fuerza dependiente del tiempo, el ensayo se denomina “ensayo de indentacion de
creep”. En nuestro caso se tratd de una fuerza de compresion aplicada por el indentador,
que incrementa linealmente. Con la curva de Fuerza-Penetracion experimental es posible
calcular la Compliance del material ( Mak et al. 1987, Lu et al. 2003).

El ensayo se fundamenta en la relacion Fuerza (P)-Penetracion (w), planteda por Hayes et
al. (Hayes et al. 1972), quienes encontraron la solucion que se plantea en la Ecuacién 15,
para un ensayo de indentacién con una muestra de material con un espesor h, usando un
indentador plano cilindrico de radio a.

4ak
P = (1-v) ¥

Ecuacién 15

El término x de la ecuacion 15, es un parametro adimensional, el cual depende de la
relacion a/h y el coeficiente de Poisson v, del material; y Gw es el modulo elastico (Hayes
etal. 1972).

La respuesta de un solido viscoelastico lineal a la indentacion por creep para cualquier
historial de carga ha sido determinado segun la técnica propuesta por Lee y Radok (Lee y
Radok 1960); que a su vez fue usado por Lu et al., para encontrar la solucién a la relacién
carga—penetracion en el caso de un indentador cénico o esférico ( Lu et al. 2003).

Siguiendo estas propuestas y usando la ecuacion de Hayes (Ecuacién 15) para un
indentador plano y cilindrico, se puede encontrar que

4ak dw

—_— Ecuacién 16
(1-v)[g] dt

J@® =

apr . d .
Donde, — 1 €8 la velocidad de carga usada en el ensayo, y d—": es la velocidad de
penetracién al valor de penetracion evaluada, que para el caso de las muestras de

hidrogeles de PHEA y sus hibridos, fue a 45 um.

Los resultados de los valores de J(t) encontrados que corresponde con una penetracion
indicada (45 um) son presentados en la Tabla 2 y comparativamente en la Figura 21. Para
el caso de la muestra PHEASOSI, no fue posible realizar la medida ya que se trata de una
muestra muy dura para medirle la Compliance por este método.
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Es evidente que la Compliance de las muestras secas polimerizadas con variadas
cantidades de etanol aumenta linealmente con la cantidad de diluente adicionando durante
la polimerizacion y por ende el tamafio del poro del hidrogel de partida. Esto se podria
explicar por la presencia de discontinuidades en la superficie del xerogel, que no
importando si el poro colapsa, produce movimientos de estas superficies aumentando la
deformacion del material bajo solicitaciones mecanicas. Por tanto la propiedad mecénica
evaluada depende marcadamente de la porosidad de hidrogel.

Los bajos valores de la Compliance de las muestras hibridas secas soportan que la silice
percola e impide la deformacion del polimero. Los experimentos de indentacion soportan
el hecho de que la difusividad de la solucion del precursor es mas lenta al ser absorbida
por el polimero que cuando la sintesis se da en simultaneidad con la sintesis de la fase
polimérica (Rodriguez et al. 2007), dada la moderada diferencia entre los valores de
Compliance de PHEAO, el cual disminuye de 4.6x10° m?/N a 1.4x10° m%N en PHEAOSI
(Tabla 2). Esto podria explicarse por la falta de percolacién de las particulas de silice en la
muestra de PHEAOSI. Sin embargo este planteamiento estaria en contraposiciéon con lo
que muestran los termogramas de las muestras en el DSC en la region de la transicion
térmica, los cuales reflejan un empaquetamiento de las nanoparticulas de silice y las
cadenas polimericas puesto que la T4 es desplazada a mas altas temperaturas y se presenta
como una sefial ensanchada.
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Figura 21 Valores de la Compliance (m?/N) para los hidrogeles puros de PHEA y los
hibridos PHEA-SILICE.
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3.3.7. Ensayo de Bioactividad

Considerando que un material bioactivo es aquel que induce una actividad bioldgica
especifica (Bohner y Lemaitre al. 2009), que para el caso de los materiales para
regeneracion o reemplazo 6seo puede ser la capacidad de unirse a hueso vivo a través de la
formacion en su superficie de apatita similar a la 6sea; resulta fundamental cumplir con
esta propiedad de bioactividad (Kokubo 1991, Kokubo y Takadama 2006). No obstante
puntos de vista opuestos que han declarado que de acuerdo con la teoria de la
cristalizacion, la bioactividad y la formacién de apatita en solucion SBF son dos
fendmenos diferentes; la formacion de apatita a traves de la inmersion de las muestras en
SBF (ensayo in vitro) (Bohner y Lemaitre 2009) ha sido considerado durante afios por la
comunidad involucrada en la investigacion de biomateriales como una prueba Util para
predecir la bioactividad de un material e inferir el desempefio in vivo.

Es por esta razon que la bioactividad de estos materiales hibridos de silice se evalu6 con el
método de Kokubo (Vallés 2008).

Como base para la evaluacion del resultado del ensayo, se tomaron las microfotografias
por andlisis en SEM de las muestras después de una y dos semanas de inmersion en SBF,
valorando las diferencias presentadas entre hidrogeles PHEA puros y los materiales
hibridos PHEA-SILICE. La Figura 22 muestra las imagenes comparativas de SEM para
PHEA30 y PHEA30SI. En general, se pudo ver que al final de la primera semana, no se
observo deposicion evidente de apatita, sin embargo, después de dos semanas, los cristales
de apatita con la morfologia de la coliflor se observaron tanto en PHEA puro como en los
materiales hibridos, con un incremento claro de la deposicion de sales en la superficie de
los hibridos con respecto a PHEA de muestras puras.

Adicionalmente a las imagenes SEM, la aplicacion de analisis de EDS permitieron
establecer la naturaleza de la capa que se observa en la superficie de las muestras.

Por otra parte, la determinacién del peso antes y después del periodo de inmersion en SBF,
permiti6 también verificar si se presentan cambios apreciables. En la Tabla 5, los
resultados del analisis elemental por EDS muestran que la relacion de calcio / fésforo fue
mayor para las muestras PHEA-SILICE (entre 1,6 y 2,2), en comparacion con PHEA pura
(~1,4).
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Figura 22 Microfotografias de SEM de PHEA30 (a) y de PHEA30-Si (b) después de
dos semanas de inmersion en SBF. La dimension de la barra corresponde a 20 pm.
Tomada y traducida del original en Plazas et al. 2013.

Los resultados de la evaluacion de bioactividad in vitro basados en la formulacion y el
método desarrollado por Kokubo y Takadama (Kokubo and Takadama 2006), mostraron
diferencias significativas en la apariencia microscopica de las superficies de hidrogeles
PHEA vy los materiales hibridos después de dos semanas de inmersion en SBF. Los
analisis de EDS e imagenes de SEM indican la formacion de una capa de fosfato de calcio
en la superficie; al mismo tiempo, que se observa una pérdida de peso en los hibridos (no
en los hidrogeles PHEA puro), lo que se explica debido a la disolucién de silice en SBF.
Vale la pena sefialar que la pérdida de peso en las muestras sumergidas en SBF esta
relacionada con el incremento de la porosidad de la PHEA inicial. Esto significa que no
s6lo las nanoparticulas de silice formadas en la red de PHEA y confinados por las cadenas
de polimero son solubles, sino también los microdominios de silice formadas en los
microporos de PHEA. Este hecho abre la posibilidad de disefiar materiales hibridos
bioactivos a partir de hidrogeles ya preformados (Kokubo 1991, Kokubo,Tadashi et al.
2006, Bohner y Lemaitre. 2009).

En general las propiedades de los hibridos dependen de la interaccion en la interfase
organica-inorganica, y aunque no se dispuso de una metodologia o técnica especifica que
permitiera claramente establecerla, a través de los resultados de las técnicas de
caracterizacion aplicadas y su evaluacion conjunta se llegé a la conclusién de que las fases
interaccionan a nivel nanométrico favoreciendo en alguna medida el reforzamiento de
propiedades mecanicas (Zou et al. 2008, Valliant y Jones 2011).
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Tabla 5. Resultados del ensayo de Bioactividad después de dos semanas de inmersion en
SBF. Tomada vy traducida del original en Plazas et al. 2013.

Cambio de Relacion atdmica Relacion atémica

peso (%) promedio final O/Si promedio final
MATERIAL Ca/P
PHEAOQSI -5.0 31.2 2.2
PHEAZ20SI -4.3 30.5 1.6
PHEAS30SI -4.5 79.8 2.2
PHEAA40SI -10.5 No evaluado No evaluado
PHEAS0SI -15.5 No evaluado No evaluado
PHEA CONTROL 3.2 14

3.4. Caracterizacion de membranas y scaffolds
de PCL vy de sus composites PCL-silice
obtenidos por catalisis acida y/o basica

3.4.1. Porosidad de las membranas y scaffolds de PCL

La técnica freeze extraction es reconocida por producir materiales microporosos con una
red de poros bien interconectada (Lebourg et al. 2008a).

Los resultados que se observan en la Figura 23, muestran que la porosidad promedio de
las membranas de PCL preparadas por el método freeze extraction usando diversos
porcentajes de PCL en dioxano (5,10,15 y 20% m/m), tiene una marcada dependencia
con la fraccion del polimero utilizado en la elaboracion de la solucion inicial. Para esta
determinacion se us6 como parametro de medida, la cantidad de etanol que es capaz de
introducirse en los poros del material aplicando vacio.
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Figura 23 Porosidad de las membranas de PCL preparadas con soluciones de
diversos porcentajes de polimero en dioxano.

Los poros se generan mediante la congelacion de ambos componentes (polimero y
disolvente) cuando se enfria la solucién del polimero, a temperaturas inferiores al punto de
congelacion. Dado que la PCL es un polimero semicristalino, tres fases coexisten en el
material a bajas temperaturas después del enfriamiento: el polimero amorfo, los cristales
de PCL vy el disolvente solido. En nuestro caso, el disolvente (dioxano) podia ser extraido
del material con etanol frio, a una temperatura menor que el punto de fusion de dioxano, lo
cual conlleva a la formacion de la estructura porosa. Por tanto, la porosidad de la
membrana de PCL pudo ser modulada por el cambio de la concentracion de la solucion de
PCL inicial. Como se muestra en la Figura 23, el aumento del contenido de PCL en la
solucion, desde un 5 % hasta un 20 %, produce porosidades que van desde 90 % a 65 %.
Las imagenes SEM (Figura 24) muestran que el tamafio de poro de las membranas es del
orden de algunas micras y confirman en forma comparativa y cualitativa los resultados
cuantitativos de porosidad obtenidos.

La conectividad de los poros se demuestra al verificar el llenado de estos a través de la
inmersion de la muestra en un disolvente después de extraer el aire de los poros en alto
vacio. Esta interconexion es esencial para la preparacion de los materiales compuestos,
puesto que la solucion del precursor debe penetrar en toda la estructura porosa de la
membrana debido a que no puede difundir a traves de las paredes de PCL.
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Figura 24 Microfotografias de SEM de las secciones transversales de membranas de
PCL pura: (a) PCLO5, (b) PCL10, (c) PCL15y (d) PCL20. Tomada y traducida del
original en Plazas et al. 2014.

3.4.2. Microestructura y composicion de los composites en fase
inorgénica

Las cantidades de fase inorganica presente en los composites PCL-SILICE fueron
evaluadas teniendo en cuenta los resultados de los ensayos de diferencia de peso, TGA y
pirélisis. La morfologia de la estructura obtenida se evalué por medio de las imagenes de
SEM.

Como se verificard mas adelante en los resultados de absorcidon de agua y angulo de
contacto, la PCL es altamente hidr6foba, situacion que no favorece la introduccion de la
solucién precursora de silice para producir la fase inorganica. Esta condicion y la baja
solubilidad de TEOS en agua determinan el uso de un cosolvente en la formulacion de la
solucién del precursor de silice para asi favorecer su penetracion en los poros de la
membrana. Por lo tanto, para preparar la citada solucién, el TEOS se mezcl6 con agua y
etanol ademas del catalizador y para introducirla en la estructura del polimero se requirié
el uso de un sistema de vacio. De acuerdo con los resultados encontrados, la reaccion sol-
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gel se lleva a cabo dentro de los poros y la morfologia de la fase de silice es
completamente diferente dependiendo del catalizador utilizado.

Tabla 6. Concentracion de las soluciones PCL utilizados para preparar las membranas de
PCL y los materiales compuestos correspondientes. Codificacion de muestras y contenido
de silice en catalisis acida y basica. Adaptada y traducida del original en Plazas et al. 2014.

% de Codificacion de  Codificacion del  Contenido Codificacion del Contenido
PCL la membrana de material de material de
en PCL pura compuesto silice usando compuesto silice usando
dioxano obtenido por catalisis obtenido por catalisis
catalisis acida acida catalisis basica basica
5 PCLO05 PCLO5SIA 63+1 PCLO5SIB 17
10 PCL10 PCL10SIA 4848 PCL10SIB 9
15 PCL15 PCL15SIA 4148 PCL15SIB 4
20 PCL20 PCL20SIA 331 PCL20SIB 6

La reaccion sol-gel que se produjo dentro de los poros de las membranas dio como
resultado materiales compuestos cuyas propiedades microscopicas y macroscopicas
dependen en gran medida del catalizador utilizado y de la porosidad de la membrana de
PCL de partida. La cantidad de la fase inorganica en los composites también es
dependiente de la porosidad de la membrana y como consecuencia de ello estd muy
influenciada por la de la fraccion del polimero utilizado en la solucidn inicial de PCL en
dioxano (5,10,15 y 20 % m/m) (Tabla 6).

Cuando la reaccién sol-gel es catalizada por HCI, los contenidos de silice alcanzaron
valores entre ~ 33 y ~ 63 % w / w, siendo este ultimo valor, el correspondiente a la
muestra PCLOS5SIA, producto de la membrana mas porosa. Cuando disminuye la
porosidad inicial de la membrana, que a su vez disminuye con el aumento de la fraccion de
PCL en la solucion dioxano original, el contenido de silice también disminuye (Tabla 6).

Comparando los valores calculados por diferencia de peso antes y después del tratamiento
de sol-gel; el uso de medio basico produce contenidos mas bajos de silice (entre ~4 a ~ 17
%) con relacién a la catalisis acida, siendo también, menos reproducible (limites de
confianza no calculados). Este resultado se atribuye a la pérdida de nano esferas de silice
de la muestra durante las diferentes etapas de preparacion hibrido ya que estan ligeramente
adheridas a las paredes de los poros o mas bien no lo estan. Esto explica el bajo y variable
contenido de silice de las muestras producidas usando el catalizador basico ya que una
fraccion significativa de estas particulas se pierde por ejemplo en el proceso de lavado
final(Tabla 6).
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Las microestructuras de los composites obtenidos por catélisis acida o basica, son
completamente diferentes a pesar que macroscopicamente parecen ser muy similares.
Como se muestra en la Figura 25, los materiales compuestos sintetizados por catalisis
acida (HCI en este caso), se presentan una pelicula continua que cubre la superficie de las
paredes de los poros del polimero, produciendo de este modo una capa delgada de silice
que cubre perfectamente las superficies de polimero (Figuras 25a y 25c) De hecho, las
imagenes SEM de las secciones transversales de los composites se parecen a los de la
membrana de PCL (Figura 24a). Curiosamente, la arquitectura de los poros en el hibrido
permanece abierta a pesar que la porosidad disminuye con respecto a la membrana PCL
debido al engrosamiento de las paredes de los poros con el revestimiento de silice.

Las imagenes SEM de las secciones transversales de las membranas con silice muestran
que la fase de silice cuando es sintetizada mediante la reaccion sol-gel catalizada en medio
basico produce agregados de particulas esféricas, dentro de los poros (Figuras 25b y 25d).
La catalisis basica con NH,OH, favorece la nucleacion réapida de la fase de silice a partir
de TEOS, con una produccion de un alto nimero de particulas esféricas dispersas dentro
de los poros. Este fendmeno se ha usado en la produccién de nanoparticulas de silice por
reaccion sol - gel y se conoce como el proceso Stober ( Stdber et al. 1968) (Figuras 25b y
25d).

Las caracterizaciones morfoldgicas por SEM de las muestras que incluyeron en su
preparacion el quitosano, GPTMS y TEOS (Figuras 259 y 25h) y de los scaffolds de PCL-
SILICE; fueron similares a las de las membranas preparadas solo con TEOS en medio
acido. La diferencia encontrada con las primeras radica en el hecho de que en algunas
muestras se alcanzaban a observar lo que serian fibras de quitosano (no observable en las
Figuras presentadas en este documento) (Trujillo et al. 2014).

El andlisis por SEM del residuo de pirdlisis confirmo la presencia y la continuidad de la
fase de silice y la distribucion homogénea de la silice en los composites PCLSIA ya que
las muestras sometidas a este proceso térmico mantienen la estructura del hibrido original,
tal como se aprecia en las microfotografias de la Figura 26. La forma macroscopica
también se observé muy similar, mientras que las membranas PCLSIB se reducen a polvo
después de la pirolisis.

Estas consideraciones respecto a la estructura morfolégica del residuo de ignicion de las
muestras que incluyeron en su preparacion el quitosano, GPTMS y TEOS y de los
scaffolds de PCL-SILICE son similares a los encontrados para las membranas de PCL-
SILICE producidas en medio acido (mantienen la estructura inicial del composite).
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Figura 25 Microfotografias SEM de la seccion transversal de (a) PCL15SIA, (b)
PCL15SIB. En (c)y (d) se presenta aumento de (a) y (b) respectivamente. Mapeo de
silicio por analisis EDS de (e) la superficie PCL15SIA y de (f) la seccion transversal
PCL15SIA (g) Seccion transversal de PCL10C1G65T21 (h) Aumento de (g).
Adaptada y traducida de los originales en Plazas et al. 2014 y en Trujillo et al. 2014.
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Figura 26 Imagenes SEM de la seccion transversal de PCL5SIA (a) Antesy (b)
Despues de la pirolisis. Tomada y traducida del original en Plazas et al. 2014.

La presencia de silice en composites se evalud por IR (Figura 27) y la homogeneidad de la
distribucion de silice en la reaccion catalizada por acido se comprobé por analisis de EDS
registrada tanto, en la superficie y en seccion transversal de la muestra (Figuras 25e y 25

f).

En las Figuras 25e y 25f, es evidente la homogeneidad en silicio en los materiales
compuestos PCL15SIA (seccidn transversal y de la superficie). Asi mismo se evalué la
relacion atobmica oxigeno: silicio en diferentes puntos, tanto en la superficie como en la
seccion transversal. El valor promedio encontrado fue de 2,9 para la superficie y 3,1 para
la seccion transversal (con una desviacion estandar de 1,1 y 1,0 respectivamente), pero
evidentemente debe tenerse en cuenta la presencia de oxigeno de la PCL al hacer la
evaluacion. Cuando se evalud una muestra estandar de silice, se encontr6 una relacion de
1,8 con una desviacion estandar de 0,57.

El espectro de FTIR de la red de PCL (Figura 27), presenta sefiales caracteristicas en 1710-
1720 cm™ del grupo carbonilo (C=0 de estiramiento), sefiales alrededor de 2800 a 2950
cm™ correspondientes al estiramiento del CH alifatico y en 1400 cm™ a los enlaces a CH,.

Como ejemplos de espectros infrarrojos se presentan los de los materiales compuestos
PCL10SIA y PCL10SIB, en los que se nota que se reducen las intensidades de pico del
éster (estiramiento C= 0) a 1710 -a 1720 cm™. Al igual las sefiales entre 600 y 1600 cm™,
tienen una tendencia a disminuir a medida que el contenido de silice es mayor. Las sefiales
que se atribuye a enlaces Si-OH que se esperan a 970 cm™ se desplazan a 920 cm™ y se
ven claramente en PCLSIA pero no tanto en PCLSIB. La sefial esperada a 798 cm™ se
desplaza a 764 cm™ y se detecta en PCLSIA pero no se identifica facilmente en PCLSIB.
Una sefial esperada en 1080 cm™, debido a Si- O-Si se observa a 1022 cm™ y se identifica
de manera més notoria en PCLSIA que en PCLSIB.
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Figura 27 Espectros FTIR de la pelicula de PCL10 y los correspondientes composites
PCL10SIA y PCL10SIB. Los espectros se desplazan en el eje Y para mayor claridad.

En el caso de las membranas en que se incluyé en la fase inorganica el uso de quitosano y
GPTMS, la confirmacién de la presencia de la fase de silice es mas compleja pues en el
espectro IR se presentan una gran cantidad de grupos funcionales que se pueden
superponer enmascarando las sefiales de la fase de silice. Por otra parte con el analisis por
EDS, el oxigeno presente en el quitosano y la PCL produciria una gran variedad de
relaciones oxigeno:silicio.

En general, se puede decir que las sefiales no son bien detectadas ya sea debido a la baja
concentracion de silice o porque algunas sefiales del polimero presentan una mayor
intensidad superpuesta en el intervalo de nimero de onda gque se encuentra normalmente
para el compuesto puro. Sin embargo, aunque esta técnica ayuda en la verificacion de la
presencia de grupos funcionales producto de la silice; con respecto a posibles uniones
entre las fases organicas y la silice en los materiales compuestos, no se puede concluir
enfaticamente nada como si seria posible hacerlo con el uso de RMN de silicio, equipo del
cual no se disponia. No obstante, todo el contexto de la caracterizacion realizada a los
materiales permite hacer inferencias a este respecto.

Con el fin de realizar en forma puntual una comparacién de la presencia y la cantidad de
fase inorganica en los composites de las membranas PCL10SIA y PCL10SIB vy del
scaffold; se estimé el contenido de silice utilizando TGA y el tratamiento térmico en
medio oxidante (pirolisis).
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Tabla 7. Algunas propiedades fisicas de la membrana PCL10, el scaffold de PCL y sus
materiales compuestos.

Cambio i
Absorcion
% : : de peso de agua A
. . Residuo Residuo - Ensayo - Angulo
Material Contenido - Compliance promedio
de silice en en Porosidad (MIN) ) de ) (A las 48 de
%) TGA Pirolisis (%) Bioacti- contacto
- horas)
vidad
&)
Membrana Membrana
81+2 1.5E-06 +/- +1.4 15.9%
7.4E-07
PCL10 0 2 0.2 123°
Scaffold Scaffold -
81+t1 8.4E-06+/-
1.,87E-06
Membrana
- - 0, °
PCL10SIA 48 32 38 6843 3.7_5-07 4.9 45.4% 76
3.7E-08
Membrana
PCL10SIB 9 6 12 8242 1.1+IE/:O6 -102 - 96
1.1E-07
No No o
PCL10C1G65 72 ** 54 determinado 3.5-07 realizado 60% 9%
T21
_________________ 168 % °
QUITOSANO |~ S — 68 % 89
19e-06+- 76°
PCL10SIAgs 29 21 23 7147 6.7E-07

@ Calculado por diferencia de peso antes y después de la reaccion sol-gel.

@ + (POSITIVO): Aumento; - (NEGATIVO): Disminucion; Determinado en la segunda semana de inmersién en SBF, para los
composites catalizados en medio basico y tres semanas para los composites catalizados en medio &cido.

** Silice més quitosano.

Como se muestra en la Tabla 7, después de la degradacion de la fase organica, la fraccion
en peso residual de los materiales compuestos obtenidos por catalisis acida es menor que
la cantidad de silice calculado por pesada. Este hecho apoya la hipotesis de que la reaccion
sol-gel no es completa a 40 °C, y una fraccién de los grupos organicos aln permanece en
la fase de silice y se pierden durante el tratamiento a altas temperaturas, bien sea en
atmosfera de nitrogeno o en presencia de oxigeno. Sin embargo, los resultados encontrados
en los composites catalizados en medio basico no permitieron llegar a la misma conclusion
que en el medio acido.

Como se observa en la Tabla 7, al comparar en forma transversal la porosidad para la
membrana de PCL10 y sus materiales compuestos se puede evidenciar que la PCL10SIA
presenta una porosidad menor (68 %) a la de la membrana de PCL10 cuya porosidad fue
muy similar a la del material catalizado en medio basico PCL10SIB (82%).
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3.4.3. Propiedades hidrofilicas: Absorcion de agua y angulo de
contacto

Para la membrana PCL10 (con porosidad ~ 81%), se esperaria un aumento de peso
alrededor de ~ 350% como producto de la absorcion de agua. Sin embargo, tal como se
presenta en la Tabla 7, solo se observé un aumento de peso del ~ 16% después de 48 h.
Adicionalmente, el angulo de contacto de la membrana porosa de PCL10 con el agua fue
de alrededor de ~ 123 °, valor que disminuye a 96 ° en PCL10SIB (cuando la reaccion para
obtener el composite, es catalizada por base) y a 76 ° para PCL10SIA (cuando es
catalizada con &cido). Ello indica que evidentemente hay una exaltacion de las propiedades
hidrofilicas, mas marcada con el tratamiento en medio acido que en medio basico;
informacion con la cual se podria inferir el efecto que puede darse en las propiedades de
bioactividad de los composites con relacion al PCL puro, la cual indudablemente se espera
y es mayor en los productos de la catalisis acida.

Como se observa en la Tabla 7, cuando se usa quitosano y GPTMS en la preparacion de
las membranas se obtiene un mayor % de absorcion de agua, respuesta a una mayor
capacidad de hidrofilicidad conferida por el quitosano y la silice. De nuevo vale la pena
mencionar que por la porosidad del material (80% para PCL10), se esperaria tener una
valor de absorcion de agua del 349%, que no se puede obtener por la hidrofobicidad de la
PCL, y que aun habiendo de por medio la presencia del quitosano, la absorcion no llega a
ser la esperada por célculo tedrico para rellenar los poros de la membrana. Esta situacion
también podria estar relacionada con el volumen que por si mismo ocupa la capa de silice
en el poro. Adicionalmente, se esperaria que se presentaran enlaces entre el quitosano y la
silice que estaria formando la red inorganica lo que llevaria a disminuir la capacidad de
hinchamiento del quitosano y por tanto la capacidad de absorber agua.

3.4.4. Propiedades Térmicas: Calorimetria Diferencial de Barrido,
(DSC) y Termogravimetria (TGA)

Las curvas de TGA para el polimero puro y para los materiales compuestos de PCL-
SILICE catalizados por 4cido y base se muestran en la Figura 28. Los termogramas de
TGA de los materiales compuestos obtenidos por catélisis &cida muestran una pérdida de
peso desde valores de temperatura ambiente hasta 200 ° C; lo que se puede asociar con el
progreso de la condensacidon de silice, con pérdida de agua y etanol. Esta pérdida de peso a
temperaturas bajas en el barrido TGA se correlaciona en forma directa con el contenido de
silice total en el hibrido, determinado por el residuo a 800 ° C. Se observa que la pérdida
total de peso entre T ~ 25y 380 ° C, aument6 a medida que la cantidad de material
inorganico en los compuestos fue mayor. Como lo indican los termogramas, la
temperatura de la tasa maxima de pérdida de peso fue de aproximadamente 407 +2°C
para todas las muestras, lo que en realidad corresponde a la degradacion de la fase de
PCL(Figura 28).
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Figura 28 Termogramas de TGA de la membrana de PCL 10y los composites
obtenidos por catalisis en medio &cido ( PCLSIA) y en medio bésico (PCL SIB).

La caracterizacion térmica de los materiales compuestos que involucraron la intervencién
de quitosano y GPTMS, de igual manera evidenciaron la formacion de silice tanto
microscopicamente ( por el analisis en SEM) como macroscépicamente, en virtud de la
similitud del resultado del ensayo de pirdlisis, asi como por la presencia de los enlaces Si-
O en FTIR, que por su parte no permitié confirmar la unién entre los grupos amina del
quitosano y el grupo epoxi del GRTMS. Sin embargo el ensayo de TGA mostrd una clara
desviacion del pico de degradacion principal del quitosano en los materiales compuestos
(Trujillo 2012, Trujillo et al. 2014).

Dos escenarios diferentes se pueden identificar cuando la muestra se somete a un aumento
de temperatura: Por una parte, los grupos silanol del TEOS que no han reaccionado se
pueden liberar a altas temperaturas, conllevando a una reduccion de la masa de la muestra.
Por otra parte, mediante el aumento de temperatura, puede ocurrir una reactivacion de la
reaccion sol-gel y aumento de la cantidad de la fase inorganica. Evidencia de esta baja
conversion se encontrd en el analisis de TGA y de pirolisis, donde las muestras fueron
sometidas a temperaturas muy por encima de la descomposicion de la fase organica. El
peso residual de los materiales compuestos obtenidos por catalisis acida medidos por TGA
y pirolisis mostraron una tendencia a ser menor que el valor calculado por diferencia de
peso (véase Tabla 7). Esto apoya la suposicion de que la reaccién sol-gel no se completé a
40 °C , y una fraccion significativa de los grupos organicos se mantiene en la fase de silice
y se pierden durante el tratamiento a altas temperaturas, ya sea en atmosfera de nitrégeno
( TGA) o en una atmosfera oxidante (pirdlisis). La Tabla7 también refleja que en catalisis
béasica, el efecto de la conversion de TEOS no es concluyente, probablemente debido a que
la morfologia de la fase de silice como microesferas sueltas puede originar diferencias
considerables entre la cantidad de silice producido por la reaccién sol-gel, y la de silice
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gue permanece como residuo inorganico en los tratamientos realizados durante el registro
del termograma TGA y de pirdlisis.

Los barridos de calentamiento en DSC que se presentan en la Figura 29, muestran un
ensanchamiento del pico de fusion de PCL en los materiales compuestos con respecto a las
membranas PCL puros, con un aumento de la temperatura de fusion del pico de los
composites de PCL-SILICE en comparacion con el PCL puro. Este efecto puede ser
originado por una mayor cristalizacion secundaria del PCL durante el tratamiento a T ~ 40
° C en la etapa de condensacion de la fase de silice, llegando a producir cristalitos mas
gruesos y evidenciando un desplazamiento del valor del pico de fusion maximo hacia
temperaturas mas altas.

De igual manera, el calor de fusion de los materiales compuestos (54 J/g para PCL10SIA y
91 J/g para PCL10SIB) son menores que el valor obtenido para PCL puro (99 J/g).

Estos resultados afirman la condicion de continuidad de la fase de silice cuando esta en la
forma de un revestimiento de las paredes de los poros; pero se requeririan experimentos
mas especificos para evaluar si el ensanchamiento de la interface del pico de fusion de los
materiales compuestos en los termogramas por DSC con respecto a PCL puede estar
relacionado con la presencia de etanol en la formulacion de precursor de silice , y que una
cierta absorcién del disolvente mejore la cristalizacion secundaria de PCL durante el ciclo
de nuevo calentamiento a 40 °C, posterior a la etapa de condensacion de la fase de silice .
Este fendmeno es similar en los materiales compuestos producto de la reaccién sol-gel
catalizada en acido y base.

El hecho de que el punto de fusién de la PCL sea alrededor de 60 ° C, como se muestra en
la Figura 29, limita el uso de altas temperaturas para la reaccion sol-gel. Esta condicion
debe tenerse en cuenta pues de acuerdo a los resultados obtenidos en diversos analisis las
condiciones de reaccion sol-gel utilizadas en este trabajo no permiten la conversion
completa del precursor de silice.
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Figura 29 Termograma DSC de calentamiento para la membrana de PCL10 y para
los materiales compuestos producidos por reacciones sol-gel catalizadas por acido y
base. Adaptada y traducida del original en Plazas et al. 2014.

3.4.5. Ensayos Mecéanicos

Las propiedades mecanicas se evaluaron a pequefias deformaciones utilizando DMTA, que
corresponde a un comportamiento de baja deformacion lineal. La Figura 30 muestra la
curva presentada para una membrana de PCL poroso puro y para sus correspondientes
compuestos catalizados por &cido y base.

Ademés de DMTA, se realizaron dos tipos de ensayos para evaluar el desempefio
mecanico (indentacion y de tension) que corresponden a propiedades que se relacionan
con grandes deformaciones finales. Con el ensayo de tension se pretendio determinar la
curva esfuerzo-deformacion y con el de indentacién determinar la Compliance y comparar
las curvas de carga- penetracion.

Las particulas de silice dispersas homogéneamente en la matriz de polimero juegan un
papel clave, principalmente en propiedades mecanicas. No obstante la falta de adhesién
entre las dos fases podria resultar en un fallo temprano en la interfase y por lo tanto en una
disminucion en las propiedades mecanicas, especialmente la resistencia a la traccion.
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Desde un punto de vista mecanico, es probable que pueda tener lugar una transferencia de
carga desde la matriz al refuerzo; si existe una débil union interfacial entonces puede haber
una deformacion y se produce una ruptura que estimula el material a fallar.
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Figura 30 Efecto de la temperatura en el médulo de almacenamiento (E’) y en la
Tangente delta de la membrana de PCL15 y de los composites catalizadas por acido
y por base. Tomada y traducida del original en Plazas et al. 2014.

Los resultados de los experimentos de indentacion se representan en la Figura 31 en la
forma de una curva carga - penetracion; las curvas de esfuerzo-deformacion medidos en el
modo de tension se muestran en la Figura 32.

La Figura 31a muestra el aumento de la rigidez de la membrana en el compuesto PCL-
SILICE catalizada con acido respecto a PCL puro; por el contrario no se detecté ningdn
efecto de refuerzo de la fase de silice en los materiales compuestos catalizados con base.
La Figura 31b presenta la dependencia de la rigidez con la porosidad de las membrana de
PCL-SILICE catalizada por &cido.

En estos experimentos una rampa de fuerza lineal se aplicé al penetrador, lo que permitio
determinar la Compliance en indentacion (J(t)). Como se desarrollo en el numeral 3.3.6.,
sin importar el historial de cargas, considerando que se aplica un esfuerzo lineal lento y
que la respuesta obedece a un sélido viscoelastico; usando un indentador cilindrico plano
con radio a, y una muestra de espesor, h, se puede evaluar la relacion Fuerza (F)-



Resultados y Discusién de Resultados 105

Penetracion (w), tomando como base la ecuacion Hayes et al. (Hayes et al. 1972). La
deformacion por Compliance J (t) se puede determinar a través de la Ecuacion 16.

J(t) = [ ]dt Ecuacion 16

Al ver la Figura 32, el incremento de la resistencia a la tension y la disminucion de la
deformacion en la rotura en PCL10SIA en comparacion con las membranas de PCL son
bastante evidentes. Por el contrario, el comportamiento de PCL10SIB es méas similar a
PCL pura lo que se explica por la falta de continuidad de la fase de silice. Sin embargo, el
composite PCL10SIB muestra una deformacion mas pequefia en la rotura.

Es claro que existe una fuerte diferencia en la interaccion entre las fases de silice y
polimero, cuando la reaccion sol-gel es catalizada en medios acidos o basicos. Esta
interaccion es evidente a partir de los experimentos de indentacién presentados en la
Figura 31la.

De hecho, la comparacion de material compuesto de la membrana de PCL catalizada con
acido muestra que la fase de silice produce un efecto de refuerzo en el material.

También se observé una disminucion importante en el valor de la Compliance (J (t)) y un
incremento en el mddulo elastico. Sin embargo, a grandes deformaciones se identifico sélo
un efecto moderado. Si se compara el comportamiento mecanico de la indentacion, del
DMTA, y los experimentos de traccion, entre materiales compuestos producto de la
catalisis basica y el de la PCL pura se observa que no hay diferencias apreciables. Es claro
que si la fase inorgénica se forma en unas capas continuas sobre el polimero, como es el
caso de los materiales compuestos catalizadas por &cido, se prevé una interaccion mas
efectiva entre la silice y PCL. En el caso de los materiales compuestos catalizadas por
base, donde la morfologia corresponde a microesferas discretas sobre la superficie del
polimero, las posibilidades de interaccion entre los componentes organicos e inorganicos
son mas limitadas. Por lo tanto, cuando se aplica una carga mecanica en el material, la
respuesta corresponde casi exclusivamente a la fase polimérica continua. No obstante,
otros experimentos especificos podrian ser necesarios para evaluar las fuerzas de adhesion
en interfase y para determinar como la interaccion de silice con polimero se ve afectada, en
particular, por las condiciones de reaccion sol- gel y topografia de la superficie del
polimero.

Es interesante observar que con el aumento de la porosidad de la membrana de PCL inicial
hay una disminucién de la Compliance de material compuesto (Figura 31b), que a su vez
se relaciona con un incremento en el contenido de silice en el material compuesto (Tabla
6).
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Figura 31 Curvas de carga-penetracion resultantes de los ensayos de indentacion en
TMA para (a) PCL10, PCL10SIA y PCL10SIB (b) Influencia de la porosidad de la

membrana PCL de partida en la rigidez de los composites. Tomada Yy traducida del
original en Plazas et al. 2014.

En la Figura 32, se observa el aumento de la fuerza y la disminucion de la tension de
rotura en PCL10SIA en comparacion con las membranas de PCL. EI comportamiento de
PCL10SIB es mas similar a PCL pura debido a la falta de continuidad de la fase de silice,
y adicionalmente muestra una deformacion en la rotura mas pequefia.

Con relacién a los composites con quitosano y GPTMS, de igual forma probaron que el
recubrimiento de silice a través de la reaccion sol-gel realmente refuerza las membranas de
PCL, y permiten inferir que adicionalmente se puede variar 0 modular su dureza por
variacion de la relacion silice quitosano (Trujillo 2012, Trujillo et al. 2014).
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Figura 32 Curvas Esfuerzo- Deformacion realizadas en equipo Microtester, para la
membrana de PCL10 y los correspondientes materiales compuestos catalizados con
acido (PCL10SIA) y con base (PCL10SIB). Tomada y traducida del original en
Plazas et al. 2014.

Tal como se ve en la Tabla 7, la relacion usada para obtener el scaffold de PCL-SILICE
presentd una porosidad similar al de la membrana PCL10. De igual manera, la porosidad
obtenida para el composite PCL10Slss+ muestra una porosidad similar al de la
membrana. Finalmente se debe resaltar que en relacién con los materiales puros, el valor
de la Compliance en los composites se afecta en un factor similar. Sin embargo, es
necesario complementar la caracterizacion mecanica con la realizacion de otros ensayos
que puedan evidenciar a través de la evaluacién de otro parametro o propiedad mecanica el
efecto de la presencia de la silice en el scaffold.

En general, vale la pena sefialar que los resultados obtenidos en la fase de la
experimentacion a partir de los composites de las membranas porosas y su caracterizacion
a través de los ensayos de porosidad, angulo de contacto, contenido de silice (obtenido por
diferencia de peso, pirolisis y TGA), asi como los resultados de propiedades morfologicas
por SEM y el EDS de las membranas de PCL-SILICE son concordantes con las obtenidas
en el estudio de los scaffolds PCL-SILICE. La realizacion de esta fase previa en lugar de
abarcar directamente un material tipo SCAFFOLD resulté conveniente para tener un
estudio mas completo y disponer de elementos para poder hacer una propuesta para
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producir scaffolds y abarcar asi de manera mas efectiva la investigacion con materiales
tridimensionales.

3.4.6. Ensayo de Bioactividad

Los polimeros sintéticos muy a menudo muestran una adhesion celular insuficiente; sus
superficies son hidrofobicas o débilmente hidrofilicas, lo que dificulta el crecimiento
celular en una arquitectura tridimensional. Se ha observado que los grupos silanol tienden
a ser mas eficaces en inducir la formacion de HAp en superficie que la silice tratada
térmicamente y altamente cristalina (Borum y Wilson 2003).

Con el fin de inferir respecto al comportamiento in vivo del material se realiz6 un ensayo
in vitro: El ensayo de bioactividad. Su evaluacidn se realizo a través de las imagenes de
SEM de las muestras de superficie después de uno, dos y tres semanas de inmersion en
SBF. En las superficies de los compuestos polimero- silice catalizadas en medio acido se
observ6 una morfologia caracteristica de deposicion de apatita (parecido a la estructura de
la coliflor). Después de dos semanas, la relacién Ca: P que se puede asociar a la presencia
de la apatita bioactiva, se evalu6é en comparacion con las muestras de PCL pura.

La Figura 33, muestra imagenes de SEM comparativas para PCLSIA y PCLSIB. El
analisis elemental por EDS permitié confirmar la presencia de calcio y fdsforo en la
superficie de los composites y demuestra que la relacion de Calcio / Fosforo al final del
periodo de inmersion para el caso de PCL SIA fue mayor (entre 1.6 y 2.2) en comparacion
con PCL pura (~ 1.4).

Se esperaba un aumento de la bioactividad de las membranas de material compuesto
debido a la presencia de grupos silanol en las superficies del material (Vallés et al. 2009).
Este resultado fue de hecho, el obtenido en la serie PCL15SIA. Sin embargo, el
comportamiento de las muestras producidas por catalisis basica fue similar a la de PCL
que se sabe que es un material no bioactivo. La Figura 33 muestra que la apariencia de
los cristales de apatita formados en la superficie de la muestra PCL15SIA es el esperado
para la hidroxiapatita biomimética.

En las superficies de PCL15SIB, los cristales adoptan una morfologia diferente y también
presentan proporciones de Ca/P menores(en promedio 1.1). Para la PCL pura, la cantidad
de iones calcio y fosforo resultaban demasiado bajos y el calculo de la relaciéon de los
porcentajes atbmicos no ofrece un valor representativo.

Es importante citar que no se detectd formacién de hidroxiapatita en los cortes
transversales de las membranas, tal como lo evidencia la Figura 34. Por lo tanto, la
renovacion de iones de calcio y fosforo en el interior de las membranas de PCL en SBF
parece ser insuficiente para permitir que los cristales de hidroxiapatita crezcan dentro de la
estructura porosa.

Cuando se evalud el cambio en el peso en las muestras, se encontrd que las membranas de
PCL pura aumentaron su peso por inmersion en SBF (debido a la deposicion de apatita
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(Tabla 8). Sin embargo al observar los cambios de peso de las membranas PCLSIA es
notoria su disminucion, muy probablemente debido a la pérdida de silice disuelto en el
medio de SBF.

Figura 33 Microfotografias de SEM de superficies de a) Membrana PCL15, b)
PCL15SIA, después de tres semanas, ¢) Membrana PCL15y d) PCL15SIB, después
de dos semanas en SBF. La dimension de la barra corresponde a 10 um en todas las
microfotografias. Tomada y traducida del original en Plazas et al. 2014.

Tabla 8.Variaciones de peso de los composites obtenidos en medio acido en comparacion
con el control durante la inmersién en SBF.

Tiempo de Material % Cambio en el peso

inmersion

Semanal PCL10 0.58 + 0.63
PCL10SIA -1.26 +0.69

Semana2 PCL10 0.86 +0.70
PCL10SIA -2.86 +0.,59

Semana3 PCL10 1.44 +0.27
PCL10SIA -4.86 + 0.91
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Figura 34 Microfotografias de SEM de cortes transversales de a) Membrana PCL15,
b) PCL15SIA, después de tres semanas, de inmersion en SBF ¢) Membrana PCL15y
d) PCL15SIB, después de dos semanas en SBF. La barra corresponde a 10 um.

Se puede por tanto establecer que el revestimiento de silice de las paredes de los poros
aumentan la humectabilidad con respecto a la PCL microporosa (Tabla 7), pero aun asi la
permeabilidad al agua no es tan facil como lo demuestra la absorcion de agua deficiente de
las muestra secas de los composites al ser sumergidas en agua y los valores de angulos de
contacto con el agua.

Los ensayos realizados con células MC3T3-E1 por Sara Trujillo con el fin de evaluar la
idoneidad de los hibridos que comprometian en su estructura la presencia de GPTMS y
quitosano en la ingenieria de tejido dseo, consistieron en experimentos preliminares para
comprobar la adhesion y propagacion de estas células pre-osteoblasticas en las membranas
de sustrato. En general, las células MC3T3-E1 se adhieren menos en las membranas de
PCL, con relacidn al control de vidrio plano debido a la porosidad del sustrato. El tamafio
de los poros en la superficie de la PCL es del orden de magnitud del de las propias células.
Las células son capaces de encontrar puntos de adherencia en las proteinas adsorbidas del
medio de cultivo en las trabéculas membrana y la posicion de estos puntos de contacto
entre las células y la superficie de material determinan la forma celular. Las membranas
hibridas de silice quitosano no favorecen la adhesion celular a las 2 y 6 horas de cultivo.
Curiosamente, las membranas hibridas muestran una respuesta de células similar a las de
la PCL. Segun se concluye se requieren tiempos mayores de cultivo y estudios adicionales
(Trujillo et al. 2014).

No se detectd ningun efecto citotoxico del material de revestimiento en estos estudios, ya
que el numero de células son similares en PCL y en las membranas hibridas.
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Sin embargo, dado que las interacciones de las nano-particulas de silice con las células
dependen de su tamarfio, composicidn quimica, estructura de la superficie, solubilidad y la
forma cdémo se aglomeran las nano-particulas individuales, se realiz6 una aproximacion
para evaluar la toxicidad, el efecto en la viabilidad celular y la actividad de ALP de
células mesenquimales MSCs, y el efecto en la proliferacion de células osteoblasticas. La
respuesta bioldgica para estos compuestos se evaludé mediante el cultivo de células madre
mesenquimales de la médula Osea en la superficie de los materiales compuestos. Estos
estudios han sido publicados (Demirdtgen et al. 2013).

En general, se concluyé que los composites obtenidos por catélisis &cida sostienen la
adhesion y viabilidad de forma similar al polimero puro en el medio de expansion,
mientras que esta se ve comprometida en los composites producidos en medio bésico,
probablemente debida a la rapida liberacion de la silice al medio. Por otra parte, se
observaron diferencias significativas en el aumento del contenido de calcio y de la
actividad de la fosfatasa alcalina para los dos composites (catalizados en medio acido y en
medio basico), con relacion a los controles de PCL puro, del dia 14 al 25. Ello sugiere que
estos materiales mejoran el potencial osteogénico. Sin embargo estos resultados deberian
confirmarse con experimentos en scaffolds.

Es importante resaltar que entre las caracteristicas ventajosas de este tipo de materiales
también se encuentra que con relacion a la biodegradabilidad de los composites PCL-
silice se ha visto que cuando son implantados en el organismo existe la posibilidad de que
la silice permanezca despues de la degradacion de la PCL, la cual puede ser excretada del
organismo tal como lo han reportado Lai et al. ( Lai et al. 2002).
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CAPITULO 4. Conclusiones y
Recomendaciones

4.1. Conclusiones
4.1.1 En relacion con la técnica sol-gel

. La simplicidad y versatilidad de la técnica sol-gel in situ usada, admite visualizarla
como una herramienta que combinada con variaciones de porosidad de estructuras
poliméricas, permite obtener materiales compuestos los cuales demuestran el
recubrimiento de los poros con una capa superficial de silice. Es posible de esta forma
obtener una variedad de propiedades mecéanicas y fisicas que se podrian modular en
funcion de los requerimientos de un material, de su aplicacion y manejo; constituyéndose
estos resultados en elementos promisorios para uso en el campo de los materiales para
regeneracion dsea.

. El método sol-gel se confirma como un medio econémico para obtener materiales
compuestos con aplicaciones biomédicas, que adicionalmente por no requerir altas
temperaturas permite su aplicacion a polimeros que tengan una baja temperatura de fusion,
de transicion vitrea o baja termo resistencia.

" A través de un manejo cuidadoso bajo ciertas condiciones, las reacciones sol-gel
permiten obtener productos con alto grado de pureza quimica que no involucran el uso de
sustancias de alta toxicidad (catalizadores, solventes), ni conducen a subproductos de
reaccion con marcada toxicidad; permitiendo un muy buen control de los resultados de la
reaccion.

" Las reacciones sol-gel presentan como ventaja adicional la versatilidad en su
manejo. Pueden utilizarse para realizar sintesis simultdnea con un material polimerico,
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para introducir una fase inorganica posteriormente a la sintesis de una fase polimérica,
como una fase sélida en mezcla con un polimero, dispersa en un solvente o0 en mezcla con
un polimero, como un recubrimiento de una superficie polimérica en forma de capas o
agregados (como se realizd en el presente trabajo), aplicada como una capa de
recubrimiento mediante el uso de tecnologias Spin y Deep coating. Ello revela que puede
adaptarse para obtener variedad de propiedades en forma de composites o hibridos y como
en el caso de la presente investigacion permite su aplicacion sobre materiales de naturaleza
diversa en cuanto a porosidad y propiedades hidrofilicas.

" En general no se ha conocido de compuestos obtenidos con los métodos planteados
en este trabajo ni con la morfologia que ellos presentan, que hayan sido propuestos en el
campo de la regeneracion y sustitucion del tejido 6seo.

. La posibilidad de introducir una fase inorgéanica de silice a un elemento
previamente procesado y conformado en una matriz polimérica, abre la opcién a facilitar
la obtencion de materiales a los que se les pueda conferir aumento de la bioactividad.

4.1.2. En relaciéon con los hibridos PHEA-SIO,

. Se obtuvieron materiales hibridos organicos-inorganicos de poli(hidroxietil
acrilato)-silice con contenidos de fase inorganica entre ~20 y 60%.

" El procedimiento de introduccion de la fase inorgénica que se disefi6 tomando
ventaja de la propiedad de la red porosa de los hidrogeles para absorber fases acuosas, de
igual forma facilité la distribucién homogénea de la fase silice en la red polimérica.

" A través de la aplicacion de técnicas analiticas como la espectrometria FTIR y
espectrometria de dispersién de rayos X, se logré evidenciar la formacion de la fase SiO,
en forma cualitativa en la red de los hibridos; mientras que técnicas del tipo TGA, pirolisis
y evaluacién gravimétrica antes y después de la reaccion; permitieron cuantificar la fase de
silice en los materiales hibridos.

" La sintesis de los hidrogeles de PHEA usando etanol como solvente, permitio
obtener una diversidad de porosidades que a su vez median en la cantidad de silice que es
posible introducir en el hidrogel. Esta situacién ofrece la posibilidad de obtener una
variedad de propiedades fisicas y mecanicas, que al ser evaluadas pueden direccionar
variedad de aplicaciones de los materiales PHEA-SILICE obtenidos.

. Las determinaciones relacionadas con la interaccion de los materiales con el agua,
como son el EWC vy la aplicacion de DSC para calcular el calor de fusion del agua
cristalizada en los materiales hibridos hidratados se revelaron como técnicas que
permitieron lograr una caracterizacion de los materiales poliméricos y los materiales
hibridos obtenidos con el fin de evaluar en forma sencilla su porosidad, asi como inferir
como se presenta la distribucion de la fase inorganica en la fase polimérica del hibrido.
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" La reproducibilidad de los ensayos de caracterizacion de los materiales hibridos
obtenidos, permite establecer que la produccion de la fase de silice, a través de la reaccion
sol-gel catalizada en medio acido en materiales tipo hidrogel como PHEA micro y macro
poroso en la relacion molar TEOS:Agua:Etanol:HCI de 1:15:1:0.0185, proporciona una
distribucion uniforme de la solucion precursora, una buena reproducibilidad de la reaccion
en cuanto a la cantidad de fase inorgénica incluida en la red asi como en la homogeneidad
de la distribucion de la misma dentro de los hibridos.

" La relacion de reactantes planteada en la reaccion sol-gel realizada dio lugar a la
obtencion de una red de silice nanométrica y en forma de agregados del orden de los
micrémetros. Hasta un contenido de silice de alrededor del 20% se pudo establecer que la
red inorgénica se filtra en la del hidrogel formando una red interpenetrada co-continua en
nanodominios. Con contenidos mayores (alrededor del 30% en silice, lo cual se relaciona
con la porosidad del gel de partida); la fase inorgéanica se presenta adicionalmente bajo la
forma de agregados en los poros.

. La transparencia de los materiales hibridos PHEA-silice obtenidos, es concordante
con el tamafio de los agregados de silice obtenidos y soporta la naturaleza quimica de la
misma.

. La morfologia micro y macroscépica del residuo producido en el ensayo de
pirdlisis, evidencio en forma contundente la continuidad de la fase inorganica en los
materiales hibridos PHEA-SILICE.

. La capacidad de absorcién de agua de los hidrogeles se ve afectada en forma
marcada cuando se introduce en ellos una fase de silice. Sin embargo, si permanecen en la
superficie de la silice, grupos Si-OH no condensados, puede consecuentemente haber un
menor efecto en la reduccion de la capacidad de absorcion de agua (esto en el caso de la
red micro porosa, la cual presenta un menor contenido de silice).

" El aumento en el contenido de silice y la formacién de redes co-continuas
combinadas con los aglomerados de silice en las redes de cadenas organicas, son los
responsables de la limitacion de la hidratacion de los hibridos.

" Los andlisis térmicos, calorimétricos y las medidas dinamico-mecénicas permiten
evidenciar un ligero aumento en la temperatura de transicion vitrea del polimero y una
relajacion mecénica asociada a temperaturas mas altas, confirmando la estructura
planteada de los hibridos y la restriccion de la movilidad de las cadenas de polimero; muy
probablemente por la distribucion de la red de silice.

. Al aumentar la porosidad en los hidrogeles de PHEA se manifiesta un aumento de
la Compliance. Sin embargo, el refuerzo con silice en los correspondientes hibridos
PHEA- SILICE se refleja con una marcada disminucion de la Compliance a un valor de
aproximadamente el mismo orden.
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" La presencia de silice reduce la capacidad de movimiento molecular en las cadenas
poliméricas, lo cual se refleja en las curvas de DSC en trazos méas suaves y un intervalo
mas amplio en la transicion vitrea.

" El aumento del modulo de almacenamiento en la zona de goma incrementa en el
hibrido PHEAOSI debido a la interaccion de la red de silice con el material polimérico, lo
cual corrobora el grado de dispersion de la fase inorganica dentro de la matriz del hidrogel.

" Los nanohibridos con contenidos de silice intermedios (20 y 35 % en peso)
muestran un equilibrio interesante entre el refuerzo mecénico alcanzado por las redes de
silice interpenetradas co-continuas y la capacidad de absorcion de agua adn no
obstaculizado por el esqueleto rigido de silice.

4.1.3. En relacion con los composites PCL-SiO,

" Se obtuvieron materiales compuestos con una fase inorgéanica de silice y de un
polimero de amplio reconocimiento dentro del ambito de las aplicaciones biomédicas
como es el PCL, aplicando un procedimiento econdmico y sencillo.

" Los composites organicos-inorganicos de PCL-SILICE por catalisis &cida
obtenidos, presentaron contenidos de fase inorganica entre ~4 y 60 % m/m; en los cuales
se demostré un aumento de las propiedades hidrofilicas que a su vez estimulan la
bioactividad de los mismos.

. La reaccidon sol-gel que tuvo lugar en los microporos de la membrana de
policaprolactona, en condiciones de catélisis &cida, utilizando TEOS como precursor de
silice se produce como un revestimiento de capa fina, homogéneo sobre las paredes de los
poros y la superficie del material. Esta continuidad fue evidenciada por la morfologia y la
coherencia del material después eliminar la fase polimérica por un tratamiento de pirolisis.

. La reaccion sol-gel con catalizador basico, produjo silice en forma de particulas
esféricas con diametros del orden de los submicrones, las cuales se presentan como
agregados dentro de los poros, las cuales son facilmente liberadas de la membrana en un
medio acuoso.

. El procedimiento propuesto de introduccion de la fase inorganica en la fase porosa
de PCL, permiti6 contrarrestar sus propiedades hidrofobicas favoreciendo la entrada por
vacio, a su vez permitid una distribucion homogénea de la fase silice en la red polimérica,
para el caso de la reaccidn en catalisis acida.

. Las técnicas de analisis de espectrometria FTIR y espectrometria de dispersién de
rayos X, permitieron demonstrar cualitativamente la formacion de la fase SiO, en la red
polimérica de los composites; mientras que técnicas del tipo TGA, pirdlisis y
determinaciones gravimétricas antes y después de la reaccion, permitieron evaluar
cuantitativamente el contenido de la fase inorganica.
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" Con variaciones en la relacién PCL y dioxano de las soluciones para preparar la
membrana de PCL por el método freeze extraction, se logré obtener diversidad de
porosidades de membrana de PCL, que a su vez influyeron en la cantidad de silice que fue
posible introducir en el material compuesto, brindando asi la posibilidad de obtener una
variedad de propiedades fisicas y mecanicas, que al ser evaluadas permitiran direccionar
la aplicacion de los materiales obtenidos y la realizacion de nuevos experimentos.

" La produccion de fase silice resultado de la reaccion sol-gel catalizada en medio
acido en membranas de PCL en la relacibn molar TEOS:Agua:Etanol:HCI de
1:2:1:0.0185, permitié una introduccion uniforme de la solucidn precursora, una buena
reproducibilidad de la reaccién en cuanto a la cantidad de fase inorgéanica incluida en los
poros, asi como homogeneidad en la distribucion de la misma en los composites.

" La continuidad de la fase inorganica en los materiales compuestos (membrana o
scaffolds) obtenidos por catélisis acida, se comprobd a través de la evaluacion micro y
macroscapica del residuo de pirdlisis.

" Aunque se evidencidé mejora en las propiedades de hidrofilicidad de la superficie
del composite por el contenido relativo de grupos polares silanol, es importante en el
momento de disefiar nuevas relaciones de reactantes y condiciones de la reaccion, evaluar
la conveniencia de la presencia de grupos silanoles libres a los propositos del material.

. Los composites de PCL-SILICE con contenidos de silice intermedios, muestran un
equilibrio interesante de valorar entre el refuerzo mecanico logrado por la capa de silice y
la capacidad de absorcion de agua aumentada por el contenido de la misma y la presencia
de grupos SiOH no condensados.

. Una primera aproximacion para la produccion de un recubrimiento de silice menos
rigido sobre estructuras porosas de PCL se logré usando quitosano y el precursor de silice
3-glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS), en procura de lograr una unién de las cadenas
poliméricas a la silice pretendiendo que al lograr el enlace quimico entre los grupos
amina del quitosano y los grupos epoxi del GPTMS, se haga mas estable la fase silice
dentro del material y exalte las propiedades mecénicas relacionadas con la dureza.

" El modelo planteado como fase previa para la obtencion de un material compuesto
PCL-SILICE de naturaleza tridimensional (scaffolds) asi como los ensayos planeados para
su caracterizacion a traveés la elaboracion de membranas; permitieron verificar que hay un
alto grado de concordancia tanto en el resultado de la aplicacion del método de
fabricacion como en las propiedades fisicas con las que cuenta el scaffold resultante. Es
necesario que se complemente su caracterizacion y se optimice la seleccién de la relacion
PCL: pordgeno de tal forma que una vez seleccionada la porosidad ideal del scaffold (la
cual afectara el contenido de silice en el composite); se evalle su desempefio in vitro
usando cultivos celulares que cumplan con los requerimientos que para este tipo de
estructuras son necesarios si se desea obtener resultados concluyentes.
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4.1.4. Con relacion al estudio con células

. Los cultivos celulares realizados sobre estructuras tipo membrana de PCL,
demostraron que las células se adhieren y proliferan en los composites con silice, sin
embargo es necesario realizar estudios méas profundos al respecto y con estructuras
tridimensionales los cuales requieren de un planteamiento mas exigente y controlado para
la obtencidn de resultados concluyentes.

" De acuerdo con los resultados de los ensayos realizados el laboratorio TEBN
(Tissue Engineering and Biomaterials) de la Universidad de Ankara, Turquia, los
materiales compuestos PCL y silice producto de la catalisis acida, favorecen el
mantenimiento de adhesion y la viabilidad de las células madre mesenquimales de manera
similar a PCL puro; mientras que la viabilidad se ve comprometida significativamente en
los materiales compuestos producidos con medio basico.

. Las pruebas usadas para evaluar la deposicién mineral y diferenciacion en cultivo
de células en condiciones osteogénicas, mostraron una mas alta actividad de
mineralizacion con los materiales compuestos que con la PCL pura conduciendo a una
diferenciacion osteobléstica de las células MSCs.

4.2. Recomendaciones

= Con el procedimiento aplicado y la relacién de reactantes de la solucion precursora en
la reaccion sol-gel usada para la introduccién de la fase de silice en la red del polimero
PHEA,; se podria plantear modificar en cierto grado la temperatura de envejecimiento
ya que al aumentarla, se esperaria favorecer una mayor condensacion de la red de
silice.

= Dado que la cinética de degradacion de la PCL se puede alterar por la presencia de la
fase inorganica, es mandatorio la realizacion de ensayos de degradacion en funcion de
la aplicacion prevista.

= Se sugiere continuar el estudio de la aplicacion de las reacciones sol-gel en busca de la
mejora de propiedades fisicas y mecanicas mediante variaciones controladas en las
condiciones de reaccion.
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" Se propone realizar estudios de liberacion de la silice de los diferentes materiales
hibridos y compuestos obtenidos y evaluar las posibles acciones toxicas y los cambios en
las propiedades fisicas.

" Dado que uno de los inconvenientes del método sol-gel es que es fuertemente
sensible a ligeros cambios en la composicion de las soluciones precursoras, es importante
que con base en los resultados obtenidos y las relaciones usadas se planteen en nuevas
propuestas para controlar las velocidades de hidrolisis y condensacion. Por ejemplo se
plantea realizar investigaciones que involucren el uso de otros componentes que por su
naturaleza controlan la reactividad de los precursores, tales como &cidos carboxilicos,
cetonas, alcoholes, permitiendo modular ciertas propiedades morfoldgicas y estructurales.
Sin embrago debe intentar mantenerse en lo posible el uso de componentes de baja
toxicidad e impacto ambiental con el fin de hacer de estos estudios herramientas que
controlen la generacién de contaminacion y efectos negativos al medio ambiente y a los
usuarios.

. Dado que el planteamiento final que se persigue es una estructura morfolégica
tipo scaffold; la evaluacion de las propiedades mecanicas y bioldgicas deben efectuarse de
manera mas extensa una vez se logre optimizar la relacion de PCL: por6geno que permita
un material con un buen balance entre las propiedades mecénicas y bioldgicas buscadas y
ademas se debe complementar el estudio con cultivos de células y ensayos in vivo, en
condiciones adecuadas para la evaluacién de materiales tridimensionales.
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A.

Anexo: Seleccion de las condiciones

para realizar la reaccion Sol-Gel

Las consideraciones involucradas para la introduccion de la fase inorgénica en el hidrogel
PHEA por medio de la absorcion de una fase liquida hidrofila, incluyeron que la solucion
se mantuviera homogénea y sin signos de gelificacion durante el proceso de absorcion, es
decir en forma de solucion durante las 24 horas de absorcién. Sabiendo que el tiempo de
gelificacion en las reacciones sol-gel varia entre ser instantneas a tardar varios horas o
aun dias; entonces se tomaron en cuenta varios estudios relacionados con las diferentes
condiciones ensayadas para la reaccion sol-gel y su comportamiento (Park et al. 2002,
Rahman et al. 2006, Musgo et al. 2009, Phadungsukanan et al. 2009, Yan et al. 2010).

Como punto de partida, se sefial6 el uso de TEOS como precursor de silice, por lo que se
evalud la influencia de tres pardmetros: el pH (por el uso de acido clorhidrico (HCI) o
hidroxido de amonio (NH4OH)), la proporcion molar de agua: TEOS y el efecto de la
presencia / ausencia de etanol como disolvente en la velocidad de gelificacion. Este ultimo
toma en cuenta que el alcohol es un factor que mejora la calidad del gel de silice
preparada. En estos primeros disefios experimentales el objetivo fue evaluar la evolucién
de la reaccion y el inicio de tiempo de gelificacion.

Tabla 1. Relacién de reactantes de la solucion precursora y resultados. Primer ensayo

Relacion Relacién
RECIPIENTE | Presencia de molar molar acidoo  Concentracion  pH inicio Apariencia de la
etanol agua: base: aprox. en HCI y final solucién después
TEOS TEOS 0en NH; de 72 horas
2:1040:1
1 Sl 2:1 ACIDO 0.0219 M 55 Translucida
10 mol 0.0185 mol
ETOH:1 mol HCI: 1.0 mol
TEOS) TEOS
2 Sl 2:1 BASICO 0.6987 M 9.5 Precipitacion gruesa
10 mol 0.60 mol NH3: dificil de redispersar
ETANOL:1 1.0 mol TEOS
mol TEOS
3 Sl 40:1 ACIDO 0.0121 M 2.0-25 Transllcida
10 mol 0.0185 mol
ETANOL:1 HCI: 1.0 mol
mol TEOS TEOS
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Sl
10 mol
ETANOL:1
mol TEOS

NO

NO

NO

NO

40:1

2:1

2:1

40:1

40:1

BASICO
0.60 mol
NH3: 1.0 mol
TEOS

ACIDO
0.0185 mol
HCI: 1.0 mol

TEOS

BASICO
0.60 mol NH:
1.0 mol TEOS

ACIDO
0.0185 mol
HCI: 1 mol

TEOS

BASICO
0.60 mol NHa:
1.0 mol TEOS

0.3889 M

0.0711 M

2.1830 M

0.0196 M

0.6258 M

9.0>10.5

55->1.0

9.5-10

0.5>15

9.0-9.5

Precipitacién con
particulas muy finas

Precipitacién con
particulas gruesas
con sedimento de
dificil redispersién

Formacion solida
compacta

Ligera
precipitacion.

Solucion
ligeramente turbia.

Una vez obtenidos los primeros resultados, se tomaron algunas acciones y se realizaron

dos grupos de ensayos asi:

Tabla 2. Relacion de reactantes solucion en la solucion precursora 'y resultados en medio
acido. Segundo ensayo —Parte A.

PRESENCIA RELACION MOLAR Cantidad de &cido
DE ETANOL AGUA: TEOS (0.0185 mol HCI: 1 pHa?24 Apariencia de la
RECIPIENTE (Si esta 10 mol :1 mol mol TEOS) o horas. solucién a las 2h, 24 h.
presente, es en 0 (0.037 mol HCI: 1 y después de calentar a
relacion 1 mol 40 mol :1 mol mol TEOS) 60°C.
ETANOL:1
mol TEOS)
24 Horas:
Transllcida
1 60°C * 24 horas:
SI(1:1) 10:1 0.0185 15 Sélido muy
translicido,
transparente.
2 24 horas: Formo
sedimento escaso
SI(1:1) 10:1 0.037: 0.5 60°C * 24 horas:
Sélido muy
blancuzco
transparente.
3 24 horas: Transllcida
SI(1:1) 40:1 0.0185 2.0 60°C * 24 horas:
Transllcida
24 horas: Translucida
4 60°C * 24 horas:
SI(1:1) 40:1 0.037 2.0 Solucién translucida
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5 NO
6 NO
; NO
8 NO

10:1

10:1

40:1

40:1

0.0185

0.037

0.0185

0.037

15

15

24 horas: Formé un
aro en la superficie.

60°C * 24 horas:

Sélido translicido,

transparente.

24 horas: Formé
una capa de
sedimento

60°C * 24 horas:

Soélido ligeramente

turbio.

24 horas: Transllcida

1.5-2.0

60°C * 24 horas:

Translicida

24 horas: Translucida

1.5-2.0

60°C * 24 horas:

Translicida

Tabla 3. Relacion de reactantes de la solucién precursora 'y resultados en medio basico. Segundo

ensayo — Parte B.

CANTIDAD
DE ETANOL RELACION RELACION
2 mol AGUA: TEOS BASE : TEOS
ETANOL:1 5 mol H,0:1 mol 0.60 mol NH; : pH inicio Apariencia de la
mol TEOS TEOS 1.0 mol TEOS solucion 24 h.y
RECIPIENTE © © o Y ﬁ ot después de
10 mol 40 mol H,0:1mol 1.0 mol NH: 1,0 mol Or8  calentar a 60°C
ETANOL:1 TEOS TEOS
mol TEOS
24 Horas:
Sedimento
) ) compacto
1 2:1 5:1 0.60 mol NH; 11 60°C * 24 horas::
Sedimento
compacto
24 Horas:
21 Sedimento
2 ' 5:1 1.0 mol NH3 10 compacto
60°C * 24 horas:
Sedimento
compacto
24 Horas: Ligera
turbidez
3 2:1 40:1 0.60 mol NH; 9.5 60°C * 24 horas:
Suspension muy
fluida ligeramente
blanca
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5 10:1

6 10:1

7 10:1

8 10:1

40:1

5:1

5:1

40:1

40:1

1.0 mol NH;

0.60 mol NH3

1.0 mol NH;

0.60 mol NH3

1.0 mol NH;

10

10.5

10.5

9.5

105

24 Horas:
Turbidez ligera
pero mayor que 3.
60°C * 24 horas:
Suspensién fluida
pero mas turbia
que 3.

24 Horas:
Suspension
homogénea fina
60°C * 24 horas:
Suspension blanca
turbia particulas
finas con
sedimento.

24 Horas:
Suspension
homogénea mas
fina que 5.
60°C * 24 horas:
Debido a que la
tapa salto se
obtuvo un polvo
fino en el fondo.

24 Horas:
Suspension
homogénea mas
gruesa que 6(
sedimento y anillo
en la superficie)
60°C * 24 horas:
Suspension
liquida no forma
sedimento

24 Horas:
Suspension de
particulas muy
finas. Aspecto

lechoso
60°C * 24 horas:
Suspension
liquida no forma
sedimento

Después de evaluar la evolucion de la reaccion sol-gel en ambos medios, se decidio
continuar con la reaccion en medio &cido para el PHEA. El siguiente objetivo era conocer
la influencia de la cantidad de acido clorhidrico, la cantidad de agua y la cantidad de etanol
en la solucion de reaccion (todos ellos en funcion de la cantidad de TEOS). La respuesta
medida fue la homogeneidad de cantidad de fase organica obtenida (midiendo el aumento
de peso), el aspecto macroscopico y la uniformidad de las membranas finales. Entonces,
se diseflaron experimentos factoriales con el fin de seleccionar las mejores condiciones de
reaccién y asi probar la absorcién de la fase inorganica en las diversas membranas.
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Usando una temperatura de reaccion de 37 °C agitacion continua de los matraces de
reaccion y una temperatura de secado de 40 °C, se evaluaron los tres parametros
seleccionados: concentracion de acido, la relacion de Etanol: TEOS vy la relacion de Agua:
TEOS.

Tomando como base que estos factores no son independientes, se realizd un disefio
factorial de 3 factores y dos niveles, utilizando ocho posibles combinaciones de ensayo.
Un ejemplo del disefio experimental se presenta en la Tabla 4.

Una vez estandarizada las condiciones de reaccion, el siguiente paso fue aplicar el
procedimiento por quintuplicado: En un matraz de vidrio de volumen adecuado, la
cantidad de TEOS se mezclé con la cantidad establecida de etanol, se agita durante 5 min,
después se afiadié la cantidad de acido clorhidrico a la solucién y se agita durante 60 min
para asi homogeneizar la solucién. Después de ese tiempo, con un tamafio adecuado
membranas PHEA pesada con porosidad variada, manteniendo la relacion peso de la
pelicula: al volumen de la solucién en (1:10), se introdujeron en la solucion sol-gel en
agitacion continua a temperatura ambiente durante 24 horas. Después las membranas se
sometieron a un lavado final con una mezcla de etanol y agua (1:10), se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 24 horas y finalmente se calentaron durante 24 horas a 40
°C.

Tabla 4. Factores y niveles de estos factores utilizados para evaluar las condiciones de la
reaccion sol-gel durante la absorcion. El disefio experimental, se propone en funcién de los
resultados anteriores (relacion molar fija de TEOS:Etanol (1:1), lavado con solucién de
Etanol: Agua (1:10).

Recipiente Relacion Molar Agua: Relacion molar ACIDO(HCI 10%): La_vado

TEOS TEOS final

1 10:1 0.0185: 1 Sl

2 10:1 0.0185: 1 NO

3 10:1 0.025: 1 Sl

4 10:1 0.025: 1 NO

5 15:1 0.0185: 1 Sl

6 15:1 0.0185: 1 NO

7 15:1 0.025: 1 Sl

8 15:1 0.025: 1 NO
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