Resumen

UTILIZACION DE GASES EN LA CARACTERIZACION TERMODINAMICA DE
NUEVOS CEMENTOS OSEOS FOTOMPOLIMERIZABLES

El empleo de cementos 6seos en Traumatologia y Odontologia constituye hoy en dia una
practica habitual. Sin embargo, los cementos éseos disponibles actualmente no cubren toda una
serie de caracteristicas y propiedades que serfa deseable exigir a un material que ha de cumplir

toda una serie de funciones.

Desde el punto de vista de su aplicacién, las principales limitaciones impuestas por los
cementos desarrollados hasta el momento son dos: el tiempo limitado de su manipulacion
durante su aplicacion, antes de que el cemento “fragiie” o endurezca y el calor liberado durante
el proceso de fraguado (pokimerizacidn), o ocasiona necrosis en los tejidos circundantes al

implante del cemento 6seo.

Con el fin de resolver estas lmitaciones, iniciamos en nuestros laboratorios el presente
Trabajo de Investigacidn dirigido al desarrollo de nuevos cementos ¢seos fotopolimerizables con
carga de hidroxiapatita. Es decir, composites en los que el proceso de polimerizacion o fraguado
se lleva a cabo de forma controlada por medio de la luz. Esta caracteristica permite disponer de
cementos 6seos va formulados con un tiempo de vida de manipulacion ilimitado y, al mismo
tiempo, con una velocidad de endurecimiento o fraguado controlable y, por tanto, controlable
igualmente la liberacion de calor de polimerizaciéon. Segém nuestro conocimiento no existe
ningéin antecedente en la bibliografia cientifica y técnica relacionado con estas caracteristicas de

aplicacion.

Los resultados obtenidos a la realizacién del presente Trabajo ponen de manifiesto la
viabilidad de dichos cementos Oseos, mediante la adecuada formulacién, dentro de un amplio
intervalo de composiciones de Quitosano y Acido Acrilico en medio acuoso como matriz
orgdnica ¢ hidroxiapatita como cargas. La irradiaciéon con luz visible, de estas formulaciones,
conduce al fraguado o solidificacién de las mismas mediante un proceso de fotopolimerizacion

con formacién de un composite.






Resumen

Tanto las propiedades del material final obtenido, como su comportamiento bajo
irradiacién, pueden ser modulados mediante la adecuada seleccion de los diferentes componentes
de estas formulaciones, asi como con la concentracién de canforquinona como fotoiniciador y

con la intensidad y el tiempo de irradiacion.

Todo ello permite disponer de una gama de materiales fotopolimerizables empleables
como cemento y rellenos Oseos adaptables a diferentes aplicaciones dentro del campo de la

Traumatologia y la Odontologia.
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Capitulo I.- Infroduccion

El desarrollo y avance de la industria de los biomateriales, presenta hoy en dia un enorme
interés, tanto desde el punto de vista social y econdmico como cientifico. El término biomaterial
abarca cualquier producto natural, natural modificado o sintético, preparado para ser utilizado
como un dispositivo médico o parte de él; es decir, materiales aptos para ser utilizados en seres
humanos con fines de tratamiento o alivio de una enfermedad o lesién, o bien para la sustitucion
o modificacién de su anatomia o de un proceso fisioldgico. La diferencia con los medicamentos
estriba en que Jo que se desea obtener no se alcanza por medios farmacologicos, quimicos o
inmunoldgicos, ni metabolicos, aunque en su funcidn pueden concurrir tales medios. En su
definicién més amplia abarcan desde los materiales tipicamente implantables (obturantes
dentales, lentes de contacto, sangre artificial, eic), hasta los utilizados en la fabricacion del
instrumental médico y de enfermeria que entran en contacto, directo o indirecto, con el

organismo {guantes, suturas, bolsas de sangre, etc).

La utilizacion de biomateriales con fines médicos se remonta a unos cuatro mil afios,
cuando aparecen las primeras suturas. Sin embargo, no es hasta el siglo XX cuando
verdaderamente comienza a haber un interés concreto en este tipo de materiales. Desde que
Frankel realizara el primer implante de un material polimeérico en 1894', mediante la insercién de
celuloide en el craneo de un paciente, la utilizacién de polimeros con fines médicos ha
experimentado una evolucién favorable, de tal forma que hoy en dia existe una gran variedad de

polimeros sintéticos que son utilizados como biomateriales.
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Ya sean de origen natural o sintético, los polimeros representan el grupe de mayor
importancia de todos los biomateriales debido a la versatilidad estructural que los mismos
presentan, lo cual permite, mediante los cambios adecuados, seleccionar entre una extensa gama
de propiedades. Esto ofrece grandes posibilidades, ya que mediante una adecuada seleccion de
estructuras pueden prepararse dispositivos bioldgicamente inertes o biodegradables, con

excelente tolerancia por parte del organismo debido a su biocompatibilidad.

Dentro del campo de la Medicina, es la Implantologia la especialidad que ha mtroducido
un mayor nimero de biomateriales entre sus aplicaciones. El desarrollo de sistemas implantables
requiere la participaciéon de diferentes disciplinas, ya que no es posible encontrar un material que
cumpla todas las propiedades que requiere la aplicacién de los mismos, por lo que los sisternas
mas avanzados estan basados en el disefio de materiales compuestos o composites, en los que la
participacion de dos o més componentes proporciona sistemas con un conjunto de propiedades

excepcionales.

Puesto que los biomateriales disefiados para este fin se aplican en un medio fisioldgico y
con propiedades que se diferencian de individuo a individuo, es tan importante la constitucion
quimica o la forma fisica y el disefio de dispositivos, como las caracteristicas estructurales y
morfolégicas de su superficie, ya que los fenémenos de interfase son responsables de la
aceptacion o rechazo de un biomaterial, la formacién de capsula fibrosa o la adhesion bacteriana
0 proteica, plaquetaria v en general celular. Es por ello que un implante debe poseer unas
caracteristicas superficiales que promuevan la adhesion celular del tejido, pero no la de bacterias,

ya que de lo contrario daria lugar a un proceso infeccioso y en definitiva al rechazo del implante.

La integracion ideal de un biomaterial implantado se lograrfa mediante el establecimiento
de una unidén intima entre el implante y el tejido receptor, para lo cual seria necesario una
adhesion tisular a su superficie, incluso mediante puentes quimicos a traves de enlaces
covalentes entre el implante y el tejido. Para lograr estas caracteristicas es conveniente utilizar
sistemas con superficies rugosas o incluso porosas, que permitan el crecimiento celular y la

integracion tisular hacia el interior del implante.

Hasta el momento, se han propuestos muchos materiales para su uso como implantes

dseos en el organismo humano, tanto para la reparacion de lesiones en el hueso como para su
2



Capitulo .- Introduccion

sustitucién, temporal o permanente. En ambos casos, ¢l material esta en contacto con el hueso,
por lo cual resulta imprescindible el estudio de su biocompatibilidad. Es deseable que estos
materiales presenten caracteristicas biodegradables o bioactivas, ya que de ser bioinertes éste no

queda unido a la parte del hueso vivo del organismo.

El primer material propuesto para la reparacion osea data de Paris en 1900 y fue el yeso®.
Sin embargo, en 1965 se concluyd que el yeso es reabsorbido por el organismo mas rapidamente
que el crecimiento del nuevo hueso, por lo que su empleo con estos fines fue abandonado. Desde
entonces, los fosfatos de calcio estdn siendo estudiados como materiales o componentes de
implantes éseos’. Es en esta linea de trabajo en la que se encuadra la familia de las apatitas,
debido a su probada capacidad para formar enlaces con el hueso, al tiempo que presentan buenas

cardcteristicas de biocompatibilidad.

En la década de los 60 se produjo un gran avance en el campo ortopédico al desarroliarse
una nueva modificacion en el método de fijacion de las protesis al hueso®. El uso de cementos
6seos a partir de poli-metilmetacrilato, PMMA, se ha mantenido desde entonces, con sus
seguidores y detractores. Sin embargo, es sabido que la fijacién que este material produce entre
la prétesis y el hueso no es eterna y es necesaria a veces una segunda revision operatoria para

reemplazar las pérdidas que se producen.

Los problemas fundamentales de los cementos de PMMA son: su alta temperatura de
fraguado que puede provoca necrosis en el tejido circundante’; la contraccién que alcanzan al
fraguar, lo cual puede inducir a que se creen espacios entre la protesis y el lugar del implante, lo
que conlleva al fendomeno de osteolisis; y la presencia de mondémero residual, que no polimeriza

en la matriz polimérica, lo que ha provocado algunos casos de embolismo®,

A pesar de estas desventajas, el nimero de operaciones donde se utiliza este tipo de
cementos llega a ser numeroso y presentan un promedio de vida de 12 afios. Otro de los
problemas mds controvertidos que presentan estos materiales es su biocompatibilidad. En este
punto, la incorporacién de rellenos de hidroxiapatita supone un avance. Por ofra parte, la
incorporacién de polvos de cerdmica bioactiva en el PMMA permite crear un buen enlace entre

el hueso y el implante después de la cirugia’. Otros estudios muestran la incorporacién de
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factores de crecimiento en los cementos con el objetivo de incrementar la osteointegracion y

reducir el riesgo de formacion de tejido fibroso en la interfase con el hueso®.

Los primeros estudios de estos materiales se hicieron con vistas a realizar reparaciones y
aumentos de masa osea. La hidroxiapatita, HA, y el p-fosfatotricalcico, B-FTC, son los
materiales de fosfato de calcio de mayor interés deniro de este campo debido a su
biocompatibilidadg. Se puede utilizar con diferentes configuraciones como: conos, barras, discos,
etc., lo cual permite utilizar diferentes maneras de realizar reparaciones 6seas. Sin embargo, las
més usadas son fos granulados, ya que estos pueden rellenar cualquier geometria y pueden
mezclarse con coldgeno y con proteinas inductoras de crecimiento. La HA se emplea para casos
de aumentos del reborde alveolar, fusion espinal y cirugia de tumores'". £l B-FTC se aplica,
fundamentalmente, en la reparacion de defectos 6seos periodontales y para el relleno de lesiones

periapicales endoddnticas'.

A pesar de lo comentado anteriormente, los fosfatos de calcio no tienen una aplicacion
practica generalizada, ya que uno de los problemas fundamentales de estos materiales es su
capacidad de migrar de la zona del implante, lo cual trae como consecuencia que el crecimiento
del hueso en la zona afectada se vea disminuido, asi como sus pobres propiedades mecénicas'”.
Investigaciones realizadas para prevenir el proceso de migracion de las particulas de HA,
mediante la utilizacion de matrices de coldgeno, han dado como resultado el uso de estos
composites como implantes en cirugia de médula espinal, en casos de trauma, en reparaciones de
defectos 6seos y en el aumento de rebordes alveolares'”. Los materiales presentan una excelente

biocompatibilidad y no presentan reacciones adversas.

Evidencias de que los materiales de fosfatos de calcio estimulan el proceso de
oseointegracién, (capacidad del medio para adaptarse a la presencia de un implante), lo
encontramos en los estudios realizados con implantes de HA en monos, sin que los implantes
tuvieran factores de crecimiento observéndose la formacién de hueso nuevo'!. Otros
investigadores recogen en sus estudios la formacion de tejido nuevo en bloques de HA
implantados en tejidos musculares y subcutdneos de monos Rhesus'®. Por otra parte, los

composites de colageno-HA inducen la formacion de hueso en implantes realizados en caninos y
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se ha observado la formacion de hueso en la intermembrana que se crea entre el hueso y el

implante, entre la séptima y novena semana de realizada la operacion.

Teniendo en cuenta lo explicado anteriormente, Bonfield plantea que el futuro de los
biomateriales esta en los sistemas multicomponentes'®. Entre estos sistemas encontramos a los
composites. Un composite no es mis que una combinaciéon de dos o mas materiales diferentes.
Las caracteristicas de estos materiales dependen, en gran medida, de las propiedades de sus
componentes, entre los que encontramos: la biodegradabilidad, biocompatibilidad, médulo
eldstico, comportamiento mecanico y los tipos de interacciones que se crean entre los
componentes. Todas estas variables interactian entre de forma compleja. Una detallada
investigacion de cada una de estas propiedades resulta imprescindible a la hora de analizar el
comportamiento del material final. Los composites actuales tienden a simular o imitar a los
compuestos naturales. El hueso humano, por ejemplo, es un composite de colageno-proteina y
mineral de hidroxiapatita. Es por ello, que las tendencias, a la hora de seleccionar los diferentes
componentes, estan dirigidos a la utilizacién de fosfatos de calcio como refuerzos y matrices que

presenten caracteristicas que permitan su Uso en organismos biolégicos'”.

Por otra parte, un factor que influye sobre el comportamiento de los biomateriales a partir
de polimeros es el método de polimerizacion que se utilice. De forma general, existen dos
métodos fundamentales: por via quimica, sistemas autocurados, y por la accién de la luz,
sistemas fotocurados. Ambos métodos deben de cumplir una serie de requisitos para lograr una
dptima polimerizacién. En los materiales implantables se ha observado que la fotopolimerizacion
permite un mejor control y manipulacion del material que los sistemas autocurados, una menor
porosidad en el material final, y ademds presentan mayor resistencia a la abrasion que los
sistemas autocurados en sistemas in vivo, como demuestran los resultados de las investigaciones

realizadas en monos'®.

La fotopolimerizacién, que constituye en la actualidad un drea de investigacion
multidisciplinar, esta experimentando un gran desarrollo, tanto en el entorno académico como en
el industrial, debido a las ventajas que posee como: control espacial y temporal, razones de tipo
técnico y ecoldgico e incluso energéticas. Estas ventajas que suponen los procesos por via

Fotoquimica en el 4rea de los polimeros han despertado el interés de los diferentes sectores de
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aplicacion industrial como la Electrénica, las Artes gréficas, y los Recubrimientos, entre otras.
Actualmente, dentro de Fotoquimica de Polimeros pueden agruparse sus aplicaciones en varios
grupos, atendiendo a la naturaleza del proceso: Reacciones de Sintesis, Fotodegradacion-

Fotoestabilizacidn y procesos de Fotopolimerizaci(’)n-Fotoentrecruzanﬁento19.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de nuevos materiales compuestos
fotopolimerizables a partir de polimeros y monomeros como matriz orgénica, y fosfatos de
calcio como material de relleno, en la preparacion de materiales de implante o reparacion osea.
Los materiales desarrollados pretenden ser una aportacion dentro del area de indudable interés
aplicado. Se ha llevado a cabo un estudio del comportamiento bajo irradiacion, tanto de la matriz
sin relleno como del material final, asi como la influencia de diversas variables sobre el

comportamiento térmico y mecanico de los materiales obtenidos.
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A pesar de la intensa actividad que se ha venido desarrollando en el campo de los
Biomateriales, durante los Gltimos veinte afios, y su aplicacion en Biomedicina y Cirugia, no se
ha llegado ain a obtener un conocimiento adecuado que permita relacionar con certeza las
caracteristicas y las propiedades quimicas y fisicas de los biomateriales con la respuesta que

genera su implantacion en el organismo humano.

El primer requisito indispensable de cualquier biomaterial aplicable en seres humanos es
su biocompatibilidad. Este concepto abarca la capacidad de un material para conseguir una
respuesta apropiada del organismo en una aplicacion especifica. Un biomaterial no debe inducir
ningn tipo de reaccion en el organismo receptor y su resistencia mecénica, asi como su

resistencia a la fatiga, deben ser las adecuadas al tipo de aplicacion para el que este destinado.

Cuando un dispositivo o protesis se implanta en el organismo humano, se establece una
interaccion directa entre el biomaterial y el tejido que lo rodea. De acuerdo con la respuesta que

provocan los diferentes tipos de biomateriales se pueden clasificar en tres gruposzo:

o Los materiales biotolerables, que interaccionan con los tejidos a través de efectos
electrostaticos, idnicos o a través de la migracion o formacion de compuestos de bajo peso
molecular. Entre ellos encontramos a los cementos dseos acrilicos, polietileno y sistemas

compuestos de polietileno.
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o Los materiales bivinertes, que son los que no provocan ningan tipo de reaccion apreciable en
el tejido receptor. Un ejemplo de estos materiales lo encontramos en los metales utilizados

como elementos de fijacion de protesis.

o Los materiales bioactivos, constituidos por sistemas que estimulan el crecimiento o en
general la reaccion del tejido en el que son implantados, para con ello conseguir una
integracion tisular lo mas perfecta posible. Dentro de estos sistemas encontramos todos
aquellos sistemas compuestos que contienen elementos tales como los fosfatos de calcio, a

los que se les ha reconocido un caracter osteogénetico apreciable.

Es facil comprender que resulte muy complicado disefiar sistemas artificiales que reflejen
fielmente la compleja estructura de sistemas naturales tan elaborados y especializados. Sin
embargo, gracias a la preparacidén de sistemas compuestos o composites estratégicamente
disefiados, es posible desarrollar formulaciones que se aproximen a los sistemas naturales, sino
en su estructura al menos en su comportamiento. Una de las grandes limitaciones que se
presentan en la preparacion de composites sintéticos es que rapidamente tienden a formar

sistemas difasicos.

Afortunadamente, para la preparacion de sistemas compuesios con caracteristicas
parecidas a los sistemas naturales se dispone al menos de compuestos organicos e inorganicos de
altas prestaciones, que pueden combinarse con materiales poliméricos, tanto termoplasticos
como termoestables, para formar el composite adecuado. Asimismo, los sistemas naturales nos
ensefian que la superficie de los composites debe de estar funcionalizada o presentar una
estructura adecuada para controlar la capacidad de adhesion en un entorno mecanoquimico muy
complejo, como es el medio fisiologico. Todos estos factores estan sirviendo de estimulo para
que se produzca un rapido crecimiento en el desarrollo de sistemas que se denominan

biocomposites.

Como se ha mencionado anteriormente, los composites son materiales compuestos por
dos o mas componentes dando como resultado un hibrido, con caracteristicas combinadas de sus
componentes. Uno de los sistemas maés estudiados, y que sera objeto de estudio en este trabajo,

son los sistemas poliméricos biodegradables que utilizan como relleno un fosfato de calcio, en
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este caso la hidroxiapatita. A continuacion, y a modo de informacion, se mencionan algunas de
las caracteristicas mas importantes de estos sistemas haciendo una distincién entre los polimeros

que constituyen la fase organica y los materiales de fosfatos de calcio utilizados como relleno.

2.1.- Sistemas poliméricos biodegradables.

El organismo humano tiene una poderosa capacidad para desarrollar una accion
regenerativa de tejidos u 6rganos dafiados por una lesion. Gracias a ello, en muchas aplicaciones
es conveniente la utilizacion de sistemas temporales mientras el propio organismo regenera el
tejido afectado. Los biomateriales quirGrgicos biodegradables ofrecen una alternativa adecuada
para la inmovilizacién interna de tejidos traumatizados, ya que en un primer periodo de
aplicacién, ya sea en el hueso, piel o ligamento, el componente biodegradable proporciona una

funcién mecanica adecuada que permite la regeneracion tisular dptima.

De forma general, existen dos argumentos a favor de la utilizacion de sistemas

biodegradables:

e La biodegradacion constituye un mecanismo practico y Gtil para eliminar el biomaterial a

través de una via natural después de haber concluido su funcion.

e La biodegradacion ofrece la oportunidad de poder conseguir un proceso de curacion
completo, con la recuperacién total de la funcionalidad del sistema fisiologico, ya que ha de
tenerse en cuenta que una tendencia del organismo humano o de sus componentes

fistologicos es la capacidad que desarrolla para adaptarse a su entorno.

Atendiendo a esto, el comportamiento degradativo de sistemas fisiologicos puede

considerarse como dos procesos diferenciados: la biodegradacion, como proceso por el cual un

sistema o dispositivo es atacado para dar lugar a fragmentos u otros productos degradados y la

bipabsorcién y biorreabsorcién, que son términos que hacen referencia a sistemas biodegradables

en medios activos, cuyos productos de degradacion son compuestos de bajo peso molecular

solubles en el medio fisiolégico, siendo eliminados del organismo por métodos tipicos.
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Los requerimientos que se le exigen a un material biodegradable son muy estrictos.
Primeramente, los materiales de partidas y los productos de su degradacion deben de ser inocuos.
En segundo lugar las propiedades mecanicas minimas exigidas deben de mantenerse durante el
proceso de regeneracion del tejido defectuoso. Finalmente, tos productos iniciales y los de
degradacion, no deben de entorpecer la regeneracion tisular, sino en todo caso, acelerar el
proceso de curacion. Por Gltimo, el implante no debe de degradarse durante el proceso de

esterilizacion.

Los polimeros naturales ofrecen la posibilidad de mimetizar, incluso ser idénticos, a las
sustancias macromoleculares naturales frente a las que el medio biologico esta preparado para
reconocer y metabolizar’’ . De este modo se evitan los problemas de estimulacion de una
reaccién inflamatoria crénica y la toxicidad, asociados frecuentemente al uso de muchos
polimeros sintéticos. Los polimeros naturales se degradan en medios fisiologico mediante
enzimas naturales, 1o cual es una garantia de que el implante sera degradado y metabolizado por
mecanismos biologicos. En cierta medida es posible controlar la velocidad de degradacién y, por
tanto, la vida media del implante, llevando a cabo modificaciones quimicas como

entrecruzamientos. En la Figura 1 se muestran las familias de polimeros biodegradables mas

utilizados:
~— Albumina
—— Naturaleza proteica—]
—— Naturales L. Colagenc
~— (lucosaminoglucanos
T —— Carboxicelulosa
Polimeros Biodearadables — L.—  Polisacdridos ‘
Polimeros Biodegradables Quitina
L— Quitosana
—— Poliortoéstleres
o L Policianoacrilatos
- Sintéticos o
—— Polianhidridos
. Ye origen biosintéli
Polifosfacenos De origen I 1;)%111191100
—  {(microbiano}
T Policarbonatos _
—— Polidioxanona

L~ Poliésteres alifiticos —
—— Poli-g-caprolactonas

b— Poli-w-hidroxiacidos

Figura 1.- Familias de polimeros biodegradables.
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La mayoria de los polimeros biodegradables contienen grupos funcionales sensibles a
procesos hidroliticos como éster, carbonato anhidrido, uretano, ortoester o amida, aunque ios
mas utilizados (como los poliesteres alifticos), son los que contienen esteres de acidos
carboxilicos. Cuando un material, obtenido a partir de polimeros degradables, es introducido en

un medio fisiologico, el agua penetrara en la matriz polimérica, comenzando el proceso de
hidrolisis de los enlaces hidroliticamente inestables

Un gran numero de factores (Figura 2), influyen en el proceso degradativo de los

polimeros biodegradables® 2 §i la velocidad de difusion del agua es mayor que la rotura

hidrolitica en el polimero, serd una degradacion en bloque. Si ocurre lo contrario, serd una
degradacion superficial.

Permeabilidad al agus, solubilidad. i‘
Caricter hidrofilico/hidrofébico. !
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Figura 2.- Factores que afectan el proceso de degradacion.

Actualmente, se han alcanzado importantes desarrollos, dentro del campo de la medicina

en la utilizacién de polimeros degradables. Lstos materiales son empleados en el tratamiento
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local del cancer® liberacion de vacunas®™, y como materiales de implante”, entre otras
aplicaciones. Debido a la naturaleza de estos materiales, las investigaciones en este campo se han
dirigido a estudiar el comportamiento que estos presentan bajo diversas condiciones. Ejemplo de
esto lo tenemos en el estudio de la pérdida de estabilidad mecénica de los polimeros durante el
proceso de erosion®’, en la estabilidad del material a los cambios quimicos y fisicos™ v en el
estudio de los productos de degradacion que se liberan al medio, como medida indirecta de la

toxicidad vy citotoxicidad que presenta el material®.

La degradacion polimérica juega un importante papel en todos los tipos de polimeros. La
relacion entre la escala de tiempo de degradacion y la escala de tiempo de la aplicacion es la que
establece las diferencias entre materiales biodegradables v los no-degradables. De forma general
se asigna el término “degradable” a los materiales que se degradan durante su aplicacion o
inmediatamente después de esta. Los no-degradables son aquellos que presentan un tiempo

mayor para degradarse que el tiempo necesario en su aplicacion.

Tanto la degradacion como la erosién han sido investigadas en muchos campos de la
ciencia, como el tratamiento de residuos o la ciencia espacialm. Por esta razon, coexisten en la
literatura diferentes definiciones de degradacion y erosiéon y muchas veces mezcladas unas con
otras’’. Las siguientes definiciones se adoptan en este trabajo: el proceso de “degradacion”
describe el proceso de escision de la cadena del polimero formandose oligdbmeros v finalmente
monomeros, la “erosion” se designara como la pérdida de material, en forma de monomeros u

oligbmeros, que salen del po!imero”.

Existen diferentes tipos de degradacion de polimeros, entre las que encontramos: ia
fotodegradacion, la degradacion térmica, y la degradacion quimica. En biomateriales no juega un
papel fundamental la fotodegradacion, debido al sitio donde estos se aplican. La degradacion
térmica es importante en el caso de los polimeros no-degradables”, siendo la degradacion
quimica la mas importante, ya sea mediante via hidrolitica o enzimatica, va que todos los
polimeros degradables contienen en su estructura enlaces hidrolizables. La degradacion

e .y . T 34
enzimética se refiere a los procesos de degradacion que ocurren en sistemas biologicos™.

Los procesos implicados en la erosién de los polimeros degradables son complicados. El

medio, generalmente agua en situaciones ir vifro, penetra en la masa del polimero hinchandola.
12
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La intrusion del agua desencadena la degradacion quimica, creando oligdmeros y monomero. La
degradacion progresiva cambia la microestructura de la matriz, mediante la formacion de poros,
a través de los cuales tanto oligdmeros como mondmeros son liberados. La salida de estos del

material trae como consecuencia la pérdida de peso del material.

Entre los factores que afectan el proceso de erosion hay que tener en cuenta Jos cambios
morfolégicos, cambios en el valor de! pH y el comportamiento de Jos productos de degradacion
del polimero. El primer cambio morfolégico durante fa erosion es relativo a la superficie del
polimero. En el caso de los polianhidridos se puede observar la formacion de grietas
inmediatamente después de entrar en contacto con el medio adecuado®. Otros estudios muestran

3637 De modo

que la superficie de los poliortoésteres aumenta su rugosidad en un medio alcalino
general puede decirse que durante el proceso de erosion el material pasa a una estructura mas

porosa, a través de las cuales pasan al medio los productos de la degradacion.

El valor del pH influye significativamente en la velocidad de degradacion y erosion de
materiales en cuya composicion estin presentes los polimeros. A medida que el valor del pH
favorezca el proceso de degradacion, la superficie de este se hace mas porosa, incrementando el
tamafio de las grietas. Estos dos factores combinados influyen de manera positiva en los procesos
de erosion y degradacion. Por otra parte, durante la degradacion de las cadenas de polimero, Jos
oligbmeros y monoémeros que se forman no son liberados inmediatamente. 1.os oligomeros del
acido lactico (PLA), por ejemplo, forman sales con diferentes propiedades que las de sus
compuestos protonados”. Li y Vert, observaron que el PLA tiende a cristalizar durante el
proceso de degradacion®. Por otra parte, también los mondmeros que se generan son capaces de

cristalizar durante la erosion.

A continuacién exponemos un breve resumen de las aplicaciones mas significativas de

los polimeros biodegradables utilizados como biomateriales hoy en dia.
2.1.1.-Aplicaciones biomédicas.

Los implantes biodegradables no necesitan cirugia para ser eliminados del Organismo,

una vez que se haya completado el proceso de destruccion por parte del mismo. Los polimeros

—
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degradables presentan un gran intercs en aplicaciones a corto o medio plazo, en las que se
requieren solo la presencia temporal de un implante polimérico. Una ventaja adicional de este
tipo de implantes es que su uso puede evitar algunos de los problemas relacionados con la

durabilidad a largo plazo de dispositivos implantados permanentemente.

Alguna de las aplicaciones practicas de los implantes degradables son: soportes o
andamiajes temporales; barreras temporales, sistemas de liberacion de farmacos y matrices de
soportes temporales para la ingenieria tisular*®*'. A continuacion se exponen los aspectos mas

importantes y ejemplos mas comunes de estas aplicaciones:
(a) Soportes temporales.

Los soportes o andamiajes temporales abarcan a todos aquellos materiales quirGrgicos
que son implantables. Desde un proceso de cicatrizacion, un hueso fracturado, hasta un vaso
sanguineo dafiado, son ejemplos de situaciones donde el uso de los implantes biodegradables es

extensivo.

En todos estos casos, el implante degradable proporciona un soporte mecanico temporal
hasta que el tejido natural sana y recupera sus propiedades iniciales. Para que la funcidn del
material implantado fuera ideal deberia de existir una transferencia gradual de funcion, es decir,
a medida que el tejido se recupera, el implante deberia de eliminarse graduaimente. Este es uno

de los mayores retos en el disefio de estos soportes temporales.
Suturas quirurgicas.

.. . . 4
El mayor éxito de los soportes temporales son las suturas quirurgicas . Las suturas
pueden clasificarse como reabsorbibles y no reabsorbibles. Las primeras pueden dividirse en dos
grandes grupos: de origen natural (se degradan por la accion de las enzimas) o de origen sintético

(degradables o no enzimaticamente).

El ejemplo mas coman de suturas de origen natural es el “Catgut”, que durante décadas
fue el Gnico elemento de suturas absorbibles®. Las primeras suturas degradables sintéticas se

desarrollaron a base de polidcido glicélico, PGA, y aparecieron en el mercado hacia la década de
14
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los 70 bajo el nombre de Dexon®. Este ejemplo represento el primer uso extendido de un

polimero sintético biodegradable en una aplicacion clinica importante.
Dispositivos de fijacion osea.

Aunque habitualmente la fijacion metalica es el proceso més utilizado en el tratamiento
de fracturas, la diferencia entre las propiedades mecanicas entre los metales y el hueso trae como
consecuencia, muchas veces, que una gran parte de las tensiones mecanicas se transfieran al
implante, lo que induce el deterioro y resorcion del hueso. Este problema, sumado a la
posibilidad de corrosién implica, en muchos casos, la necesidad de una segunda operacion para

extraer el implante™.

Un implante biodegradable deberia de poseer una resistencia y rigidez comparable con el
hueso y deberia de descomponerse lenta, pero gradualmente, para asegurar una transferencia de
tensién progresiva hacia el tejido regenerado. La aplicacion de materiales quirirgicos
biodegradables es una excelente alternativa para adecuarse a este patron ideal y mejorar la
regeneracion tisular. Por otra parte deberd de proporcionar un proceso de curacién optimo, ya
que el nuevo tejido autdctono reemplazaria al material biodegradable, lo cual implica una

recuperacion total de la funcionalidad del sistema fisiologico.

Debido al proceso degradativo que debe sufrir el implante, la resistencta y el esfuerzo
mecanico se pueden transferir paulatinamente al tejido regenerado. Ademas, en ambos casos no
es necesaria una segunda operacion, con todos los beneficios que esto supone. Los primeros
materiales utilizados con este fin fueron los polimeros o copolimeros de PLA y PGA, debido a ia

biocompatibilidad que estos presentan®’.

Sin embargo, las propiedades mecanicas sufren una brusca disminucion a las pocas
semanas de implantados, incluso antes de la pérdida de masa por biodegradacion y, en la
mayoria de los casos, antes de que el organismo haya recuperado la resistencia necesaria en la

zona afectada, tal y como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3.- Mecanismo de biodegradacion de los poli-ec-hidroxiacidos.

En primer lugar, el implante biodegradable sufre un proceso de hinchamiento y de
absorcion de agua, que se difunde hacia el interior de la masa del polimero en un espacio corto
de tiempo. Posteriormente, comienza el proceso hidrolitico, con rotura de los enlaces al azar a lo
largo de la cadena principal del soporte polimérico, formandose, como consecuencia del mismo,

cadenas cortas del polimero.

Este proceso es la causa de la pérdida de propiedades mecanicas, la cual se produce antes
de que haya una pérdida de masa real. Esta Gltima es un requisito evidente para la regeneracion
tisular y el reemplazo del implante por nuevo tejido. Finalmente, en las ultimas etapas del
proceso degradativo se producen fenomenos de migracion, bioasimilacion o solubilizacion de las

cadenas cortas, pudiendo empezar el proceso concomitante de regeneracion osea.

Estos problemas han impulsado la busqueda de soluciones y el inicio del desarrollo de
sistemas en varias direcciones. Una de ellas considera la utilizacion de sistemas autorreforzados
con fibras del mismo biomaterial embebidas en una matriz amorfa a base de acido poliglicélico

(PGA), acido polilactico (PLA) o copolimeros. Ejemplos de estos materiales lo encontramos en
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el Biofix®, preparado a partir de la sinterizacton de suturas de PGA comercial, o los materiales
obtenidos por Pennings y col., que consiguen un PLA superresistente mezclandolo con poli-g-

caprolactona y copolimeros de caprolactona y trimetilcarbonato™.

Siguiendo otra direccion, se han utilizado sistemas compuestos con un componente
biodegradable y otro bioestable que garantice la resistencia mecdnica necesaria durante el
proceso de curacion (sistemas compuestos parcialmente biodegradables). Como elementos
biodegradables pueden utilizarse cualquiera de los materiales poliméricos existentes. Como
componentes bioestables se han utilizado materiales tan diversos como fibras de carbono, fibras
ceramicas y copolimeros acrilicos, fibras de poliamida, poliuretanos, hidroxiapatita, vidrios
bioactivos'’ e incluso polipéptidos helicoidales®®, Con ello se consiguen buenas propiedades
mecénicas y se garantiza su mantenimiento durante el primer periodo postoperatorio,

absolutamente necesario para conseguir el éxito de cualquier intervencion quirtrgica.

El componente biodegradable, en forma de fibras inmersas en la matriz bioestable, es
capaz de sufrir un proceso de bioreabsorcion, dando lugar a una estructura porosa, que
posteriormente sera colonizada por el tejido fibroso y en Gltimo término por tejido 6seo formado

v . . &
por osteogénesis natural en la zona del implante®’

Otra via de preparacién de implante de dos componentes, pero no en forma de mezcla, es
Ja preparacion de copolimeros de injerto formados por bloques biodegradables y bioestables
hidrosolubles®®>'. Una primera ventaja de estos materiales es que las cadenas macromoleculares
contendran ya los dos componentes unidos quimicamente, es decir, la combinacion esta disefiada
a escala molecular, a diferencia de los componentes basados en sistemas reforzados. Esto
también significa que los problemas de segregacion y desarrollo de un sistema de mezcla

adecuado estén bien resueltos.

Pero estos sistemas poseen otra caracteristica posiblemente més interesante: en los
primeros estadios de la degradacion, que es cuando las protesis biodegradables fallan,
previsiblemente mantendran sus propiedades mecanicas gracias al componente bioestable. Pero
ademas, el resultado ltimo de la degradacién de Jos bloques biodegradables es la formacion de

una cadena con el resto bioestable hidrosoluble gracias al disefio de la sintesis. Esto significa que

17



Capitulo I1.- Antecedentes

es posible una reabsorcion total del implante, idealmente, cuando el nuevo tejido posea suficiente
resistencia mecanica; los bloques biodegradables seran eliminados por solubilizacion (a

diferencia de los compuestos mezclados) y el tejido podra regenerarse completamente, Figura 4.

| l

C=0 C=Q C=0
(5_ + (5_ + é)'
Cadena acrilica Na Na

(Hidrosoluble)
NaOH
H,0

Bloques injertados degradables D

Bloque degradable

Figura 4,- Mecanismo de reabsorcion de los copolimeros de injerto con blogques

biodegradables hidrosolubles.
Injertos vasculares

En este campo se le viene dedicando una especial atencion y dedicacion al desarrollo de
expansores y protesis vasculares aceptables de pequefo diametro, a las que se les incorporan
matrices que pueden ser absorbidas por un nuevo tejido en crecimiento”™. El complejo gelatina-
heparina adecuadamente entrecruzado podria actuar, simultaneamente, como superficie
antitrombogénica temporalmente y como una excelente subestructura para un nuevo tejido™. Se
ha observado que recubrimientos reabsorbibles de naturaleza acrilica y portadores de agentes
antiagregantes plaquetarios tiene buen comportamiento /7 vive y poseen cierta capacidad para

promover la endotelizacion™".

(b) Barrera temporal.

El uso de implantes biodegradables como barrera temporal esta circunscrito a la
prevencion de la adhesion y al uso como piel artificial. Las adhesiones son uno de los problemas

mas frecuentes después de los tratamientos quirargicos cardiovasculares, espinales o de tendon.
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En estos casos, el implante toma forma de un filme polimérico fino o de un dispositive tipo

' . . . fe 50
malla que se coloca entre los tejidos implicados en la adhesion en el momento de la operacién™.

La piel artificial para el tratamiento de quemaduras y otras lesiones de piel es otra
aplicacion ampliamente investigada como dispositivos tipo barrera de caracter temporal. La
mayoria de las pieles artificiales desarrolladas han utilizado polimeros biodegradables como el

coldgeno, quitina y poii~L»leucina°7‘5P‘, los cuales son polimeros enzimaticamente degradables.
Prevencion de la adhesion.

Matsuda v colab.”” han desarrollado un mucopolisacarido fotopolimerizable como un
nuevo material para la prevencion de la adhesion tisular, que reine una serie de propiedades,
como:; biocompatibilidad, caracteristicas superficiales no adhesivas, biodegradabilidad en

conjuncidn con la curacion de la lesion e inocuidad.

Hubbell v colab.*’ han descrito un gel bioerosionable basado en macromonémeros de
copolimeros de bloque de polietilenglicol (PEG) y PLA o PGA con grupos acrilicos terminales,
fos cuales se usaron para la gelificacién in vivo por exposicion a la luz UV, obteniendo

resultados prometedores en ratas.
Piel artificial,

Koide y colab.®’ desarrollaron un nuevo tipo de biomaterial para piel artificial, en forma
de esponja, combinando colageno fibrilar con gelatina. La esponja fue estabilizada

metabdlicamente vy fisicamente, introduciendo entrecruzamientos.

Yasutomi v colab.®® prepararon un drenaje biosintético con capacidad de liberacion de
farmacos, compuesto de una mezcla esponjosa de colageno modificado con quitosana que es
laminada con una membrana de poliuretano impregnada en sulfato de gentamicina, un
antibiotico. La evaluacién in vivo mostrd que este sistema era capaz de suprimir el crecimiento

bacteriano v minimizar el dafio celular.
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(¢) Dispositivos de liberacion controlada de farmacos.

El uso de una matriz polimérica para controlar la carga y liberacion de farmacos tiene un
enorme interés por dos motivos fundamentales: en primer lugar, es interesante de cara a
conseguir un nivel terapéutico adecuado durante perfodos de tiempo mayores que los que se
consiguen mediante administraciones convencionales (unas pocas horas), periodos que pueden

llegar a ser de varios meses, como algunos ststemas anticonceptivos desarrollados.

Esta dosificacion controlada es aplicable también para el tratamiento de afecciones que
necesitan medicacion constante. En este sentido, una liberacion controlada optima no significa
obligatoriamente una concentracion plasmatica constante, sino una liberacion que se adecue a las
necesidades terapéuticas del paciente, quien, debido a los ciclos metabdlicos u otras causas,
puede necesitar un mayor aporte del farmaco, por ejemplo, en determinados momentos del dia.

En definitiva, se trata de conseguir una buena relacion farmacodinamica/farmacocinética.

El segundo aspecto por el que un sistema de dosificacion es de interés es el de la
vectorizacion, que se define como la capacidad de dirigir el efecto del farmaco al tejido o area
enferma, en vez de distribuirlo sistematicamente por todo el organismo; aspecto de gran

importancia cuando se trata de farmacos de alta toxictdad sistémica, como los anticancerigenos.

Conseguir transportar y liberar el agente activo en la zona a tratar mediante un
transportador polimérico es un 4rea de gran interés en la actualidad y existen numerosos equipos
de trabajo dedicados a ellos. Recientemente se han preparado sistemas inteligentes
biodegradables que permitan la liberacion del farmaco como respuesta a un estimulo, por

ejemplo, la temperatura®.

Ya que los dispositivos implantables de liberacion de farmacos son, por necesidad,
mecanismos temporales, el desarrollo de sistemas implantables de liberacion de farmacos es
probablemente la aplicacion mas investigada de polimeros degradables®*®. La liberacion de un
farmaco en un dispositivo biodegradable o bioerosionable puede ocurrir por algunos de los tres

mecanismos representados en la Figura 5.

20



Capitulo 1I.- Antecedentes

Mecanismo |

e e e e ™ @ @ @ e —» Moléculas peqUeﬁas
L ] ® Y
ORORG,
Reactividad @ >

Mecanismo ||
% _-tf—.- @ m—tz_.- Erosion total
h<h
Mecanismo il

% —— — O — FErosion total

Control por difusion

@—» @ —— @ — Erosidntotal

Control por erosion
Figura 5.- Mecanismos de liberacién de principios activos en una matriz biodegradable.

En el mecanismo I, e agente activo o farmaco estd unido covalentemente al esqueleto
macromolecular bioerosionable o biodegradable y su liberacion se produce a través de la rotura
hidrolitica del enlace A. Para conseguir cierto control en la liberacion y debido también a que no
es deseable la liberacién de farmacos con fragmentos de polimero todavia unido, la reactividad
del enlace A deberia ser significativamente mayor que la del enlace B. Por otro lado, no es
necesario que el enlace B sea labil, pues el resto macromolecular poli-B puede ser reabsorbible

por solubilizacion.

En el mecanismo II, el agente activo se incorpora en el interior de una membrana
permeable bioerosionable. La liberacion del componente activo es, en este caso, controlada por
la difusion a través de la membrana. En el mecanismo 111, el agente bioactivo es dispersado en un
polimero bioerosionable y su liberacion se controla por difusion, por una combinacion de
difusion y erosion o por pura erosion.
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(d) Matrices en ingenieria de tejidos.

Los polimeros biodegradables se usan en el campo de la ingenieria de tejidos como
andamiajes temporales en los que las células pueden crecer y formar tejidoséé. Un objetivo en
ingenieria de tejidos es definir estructuras quimicas que mimeticen el ambiente i vivo, en el cual

las células existen naturalmente, y estimular a las células a formar tejido.

En particular, un soporte o andamiaje para ingenieria de tejidos necesita proporcionar una
estructura tridimensional que facilite la unién celular y la regeneracion tisular, al mismo tiempo
que preserva la expresion o diferenciacion de los fenotipos celulares. La quimica de los
polimeros puede contribuir en la unién celular y en la biocompatibilidad, Poli-a-hidroxiésteres,

tales como PLA. han sido considerados en ingenieria de tejidos como soportes poliméricos(’?’m‘.

El desarrollo de piel artificial hibrida es otro reto importante en ingenieria biomédica. En
este caso, polimeros sintéticos y cultivos celulares se combinan para formar un composiie
sintético-biologico. En esta aplicacion puede necesitarse un polimero biodegradable como

soporte para el crecimiento de células y de tejido i vivo.

Otra interesante aplicacién es la regeneracion guiada de tejidos direccionales como el
nervioso. En este sentido, se estan llevando a cabo esfuerzos en distintas direcciones que
consideran que la aplicacion de diferentes materiales degradables como poli (lactico-co-

caprolactona)™ 7",

2.1.2.- Membranas biodegradables a partir de quitosana.

En los ultimos aftos, se le viene prestando especial atencion al estudio de mezclas de
polimeros capaces de generar complejos interpoliméricos entre si, a través de fuerzas de enlace
secundarias, como interacciones electrostaticas, enlaces por enlace de hidrogeno (de acuerdo con

27 Estos

la nomenclatura IUPAC), fuerzas de Van der Waals e interacciones hidrofébicas
materiales compuestos presentan un gran interés dentro de diferentes campos y areas de
aplicacién médica debido, fundamentalmente, a su posible uso como sistemas liberadores de
medicamentos ", posibilidad de controlar la compatibilidad de sus componentes, asi como a su

. . . R . . . - 7
capacidad de unirse con proteinas para el reconocimiento molecular en sistemas biologicos >
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Este tipo de complejos pueden ser, reversiblemente, disociados en sus componentes
mediante cambios en el medio en los que son implantados. Sin embargo, la adicion de agentes
entrecruzantes en su estructura dan lugar a membranas interpenetradasmw_ Estas membranas
poseen unas caracteristicas tinicas que solo dependen de los monémeros o de los polimeros que

conforman su estructura y del tipo de interaccion que se produzca entre sus componentes.

Dentro de los polimeros mas utilizados en la obtencion de membranas interpenetradas
encontramos & la quitosana (1,4)-[2-amino-2-desoxi-B-D-glucano] (CHI). Esta bio-
macromolécula natural se obtiene a partir de un proceso de desacetilacion parcial78 de la quitina
dando lugar a un polimero que contiene unidades de glucosamina y unidades de N-

acetilglucosamina, tal y como se muestra en la Figura 6.

CH ,OH CH ,OH

@ O
OH oTK oH
X
NH

x-y
NHCOCH

Figura 6.- Estructura quimica de Ia quitosana (CHI).

Entre las caracteristicas mas importantes de la quitosana encontramos su alto grado de
biodegradabilidad y su alta biocompatibilidad” con el organismo humano, caracteristicas que
hacen que este polisacarido tenga grandes posibilidades en areas de aplicacién quimica y
biomédicas®™, como clarificador de aguas residuales’’, agente cicatrizante y agente
hipocolestirémico®™, entre otros. La principal dificultad que se presenta en la utilizacion de la
CHI con fines aplicados es su solubilidad. La CHI es soluble solamente en soluciones acidas,
tales como el 4cido clorhidrico y el acido fosforico™ dentro de los acidos inorganicos, mientras
que en acidos organicos solo es soluble en acético, lactico o acido L-glutamico™. Para resolver
esta dificultad se han estudiado diversos métodos alternativos para la preparacion de CHI en

soluciones acuosas’.

Como hemos indicado anteriormente, en la estructura quimica de la CHI encontramos

grupos amino, que son los responsables de su cardcter policatiénico y de la formacion de
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complejos intermoleculares e intramoleculares con los grupos carboxilicos y policarboxilicos de
acidos organicos, a través de interacciones electrostticas. En los ultimos afios se han estudiado
extensivamente la preparacion de hidrogeles mediante la mezcla intima de macromoléculas y
diferentes cadenas poliméricas aprovechando este tipo de interacciones' . Entre los sistemas mas
utilizados se encuentra la copolimerizacion de diversos polisacaridos, como son la dextrana y la
quitina, mediante polimerizacion radical con monomeros vinilicos v acrilicos embebidos en

X . 7
dichas macromoléculas naturales®” .

En este sentido, la CHI es un polimero iénico patron utilizable en la preparacion de
modelos macromoleculares con mondmeros acrilicos, entre los que encontramos el acido
acrilico, acido metacrilico, acrilamida y derivados de estos " La caracteristica mas importante
de estos sistemas es la capacidad que poseen estos monomeros acidos para formar complejos
i6nicos mediante interaccién de sus grupos carboxilicos con los grupos amino presentes en los
anillos piranicos de las cadepas de CHL Esto permite la formacién de membranas
interpenetradas, al formarse cadenas de poliacrilatos, producto de la polimerizacion radical del

correspondiente monémero acrilico utilizado.

Cuando el proceso de polimerizacion de estos monomeros tiene lugar en una matriz de
CHI, se forman diferentes proporciones de copolimeros a traves de dos mecanismos diferentes.
El primero es Ja reaccién de amidacion entre el grupo carboxilico del mondmero acido vy los
grupos amino de la CHI, que se convierten asf en puntos de anclaje a la cadena polimérica. El
segundo mecanismo consiste en las eventuales reacciones de transferencia de los radicales
poliméricos en crecimiento a los grupos funcionales de los ciclos pirano de la CHI, que incluyen
tanto a los grupos amino ~NH; como a los grupos ~OH presentes en su estructura’’ . Estos
mecanismos explican el hecho que, después de la reaccion de polimerizacién, se observen

estructuras de red tridimensional en los copolimeros obtenidos,

Quizés uno de los sistemas mas estudiado es el que forman la CHI y el acido poliacrilico
(PAAY?. Esta descrito en la literatura que el complejo interpolimérico que se obtiene en esta
mezcla presenta interesantes propiedades para la preparacion de membranas y de otros
dispositivos médicos”. El procedimiento mas comin para la preparacion de este material es la
polimerizacion radical de 4cido acrilico (AA) en presencia de CHI, para obtener redes

interpenetradas de CHI y PAA, tal y como se muestra en la Figura 7. Esta combinacién da lugar
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a la formacion de nuevos sistemas poliméricos con propiedades especiales, cuyo uso potencial se
puede encontrar en varios campos de interés médico, como en Odontologia y Traumatologia,

entre Oiros.

Leyenda:
—~e —COO
—~e —NHy

—e —NH—COCH;

Figura 7.- Representacion de la polimerizacién radical de AA en presencia de CHI

considerando un proceso de propagacion intra e intermolecuiar.

El polimero obtenido a partir del posible complejo entre CHI y AA, al que
denominaremos de aqui en adelante CHI'PAA, en forma de sal, es soluble en agua y en saliva
artificial, lo que demuestra el caracter ionico de esta especie. Medidas realizadas por GPC
muestran que este complejo se disocia en agua en una mezcla de los dos polimeros, CHI y PAA
y que la distribucion del peso molecular de la CHI no cambia durante el proceso de
polimerizacion’. Estos resultados ponen de manifiesto que la polimerizacion del AA en geles de

CHI da como resultado un copolimero de injerto entre ambas especies.

Los métodos de polimerizacion mas utilizados para obtener este tipo de membranas sorn

%697 1.a polimerizacién térmica

ia polimerizacion térmica’” vy la polimerizacién via redox
transcurre alrededor de los 100 °C, con la consiguiente formacion de agua y de los enlaces de
amida correspondiente (-NH-CO-), como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8.- Polimerizacion térmica del complejo CHI"AA.

A medida que transcurre la polimerizacién, el polimero formado se hace mas insoluble en
agua, de forma que para un tiempo de reaccion de diez minutos, en el cual se alcanza un 40% de
conversién de los dobles enlaces, el CHI"PAA obtenido es completamente insoluble. Si se
prolonga el tiempo de reaccion hasta las 2 horas, la conversién aumenta hasta un 75%, como
maximo, debido a la formacion de una estructura entrecruzada muy densa, lo cual limita la
reaccion de propagacion y que progrese la conversion. La explicacion de la alta densidad de
entrecruzamiento del polimero radica en la simultaneidad de las reacciones de propagacion

inter/intra molecular de las cadenas en crecimiento.

En el caso de la polimerizacion via redox, la principal ventaja que presenta es la
posibilidad de obtener membranas a una temperatura proxima a la temperatura del cuerpo
humano, con las mismas caracteristicas que las del método térmico pero sin entrecruzarse. Este
método permite ampliar las posibilidades de utilizacion de estos materiales en sistemas
bioldgicos, sefialados anteriormente, como son el transporte y dosificacion de farmacos y el

relleno de cavidades Oseas.

Sin embargo, solo se encuentra un antecedente en la literatura acerca de los métodos de
polimerizacion fotoiniciada en la preparacion de membranas de CHI/PAA™. Es conocido que
este método de polimerizacion oftece ciertas ventajas con respecto a los anteriormente
mencionados, ya que permite un control espacial y temporal de la polimerizacion, se generan una
mayor cantidad de radicales libres, se minimiza el efecto del oxigeno sobre la velocidad de
propagacion y las temperaturas de polimerizacién son inferiores a las empleadas en otros
métodos”®%1%  Todo esto hace que resulte atractivo explorar las posibilidades de la

polimerizacién fotoiniciada en la obtencion de este tipo de materiales.
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Por esta razén uno de los objetivos principales de este trabajo ha estado dirigido a la
preparacion de geles de CHI y AA y al estudio de su fotopolimerizacion para la obtencion de
membranas interpenetradas de CHI"PAA, asi como la evaluacion de las propiedades quinnicas y

fisicas de los materiales obtenidos, con vistas a su potencial utilizacion con fines medicos.

2.1.3.- Aplicaciones de la quitosana.

La quitosana es uno de los polimeros naturales de mayor uso en numerosas industrias
debido a sus diversas propiedades, entre las que encontramos: agente quelatante, facilidad de
conformar fibras, buena biocompatibilidad, biodegradabilidad y actividad antihemostatica entre
muchas otras lo cual hace que su uso se haya extendido a numerosos campos de aplicacion''. A

continuacion se mencionan algunos de estos usos:
a) Clarificacion y limpieza de aguas de proteinas y metales pesados.

Debido a su estructura quimica uno de los empleos mas extendidos de la quitosana es la
purificacion de aguas residuales. La quitosana provoca la coagulacidon de las proteinas que
contienen estos desechos y los productos de coagulacion son degradables y no poseen ninguna
toxicidad y por tanto su uso es preferible al de otros productos sintéticos. Por otra parte, los jugos

de frutas y vegetales también pueden ser clarificados con ayuda de la quitosana.

Tanto la quitina como la quitosana son agentes quelatantes que poseen la habilidad de
formar complejos con muchos iones metalicos. Estos cationes se coordinan con el par de
electrones libres del nitrogeno y del oxigeno presentes en la estructura de la quitosana. Por esta
afinidad v a que es posible regenerar la quitosana con la ayuda de los acidos apropiados (e).:
acido sulfurico diluido) uno de los campos de aplicacion de la quitosana es la purificacion de

metales pesados del agua contaminada.
b) En forma de fibras en la industria textil.

La posibilidad de obtener fibras de quitosana por métodos relativamente sencillos y

econdmicos ha hecho posible su utilizacidon en la industria textil. Estas fibras poseen mejor
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comportamiento elastico que las fibras convencionales. Por otra parte, el hecho de poder
introducir grupos colorantes en la quitosana a traves de enlaces covalentes con el grupo aminG
presente en su estructura, u Otros grupos capaces de mejorar las propiedades de la quitosana esta

siendo objeto de estudio actualmente’”*.

¢) La quitosana y sus derivados se degradan por la accion de enzimas endogenas y no
poseen ningin efecto alérgico sobre el organismo humano. Es por ello que es posible su uso en
diferentes campos de aplicacion médica entre los que podemos mencionar: materiales de sutura,

agente cicatrizante, componente del vendaje de heridas y como piel sintética entre otras' '™

Yongy col'%, estudiaron la influencia de el grado de desacetilacion de la quitosana en la
aceleracion del proceso de cicatrizacion en un ensayo realizado en ratas. El estudio histoldgico
demostré que las quitosanas con un mayor grado de desacetilacion presentaban, a los 7 dias de
realizado el implante, mejor integracion con el tejido circundante. Se observd ademas que el
tejido en el lugar de la herida estaba completamente repitelizado y reemplazado mediante un

proceso de fibrosis.

La piel artificial para el tratamiento de quemaduras y otras lesiones es otra de las
aplicaciones mas investigadas de la quitosana y sus derivados. Muchos trabajos'®'®” recogen
estudios de diversas matrices de quitosana con otros polimeros biodegradables como el colageno
y poli-L-leucina, los cuales son polimeros degradables enzimaticamente, que se colocan en
forma de peliculas finas en la zona afectada reduciendo el riesgo de infeccién y promoviendo el

crecimiento epitelial.

d) Recientemente, derivados de la quitosana son usados en la industria farmacéutica
como un componente de productos de belleza gracias a sus propiedades de acondicionamiento,
hidratacion de la zona de aplicacion, posibilidad de liberar ingredientes bioactivos de las
formulaciones y a la capacidad de estimular el crecimiento de las células de las pieles dafiadas'®.

Su uso se amplia en cremas y ungtientos como materiales cosmeticos.

e) La capacidad de formar membranas interpenetradas de la quitosana hace posible su
uso como sistemas de liberacion controlada de farmacos, membranas para la ultrafiltracidn y

actualmente como matriz organica en composites parcial o totalmente biodegradables'®’.
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En la literatura se recogen muchos trabajos sobre este tema de estudio. Yao y col.
obtienen membranas interpenetradas de quitosana con gluteraldehido y estudian su cinética de
hinchamiento y liberacion de gentamicina''’, obteniendo cinéticas de liberacion de orden cero.
Wang v col.'” mezclan quitosana y 4cido poliacrilico, utilizando el gluteraldehido como agente
entrecruzante para obtener membranas con mejores propiedades mecanicas y caracteristicas de

liberacion controlada similares a las obtenidas en otros frabajos.

Onishi v col.'"*, estudian y evalGian conjugados de drogas con quitosana y sus derivados,
para reducir la toxicidad de las drogas empleadas y ampliar su actividad terapéutica, para
combatir tumores cancerigenos. Estos conjugados pueden cambiar la retencion de los farmacos
en el organismo o liberarlos en el lugar deseado. Los agentes estudiados fueron: 5-fluoracil, 5-
fluoridina y mitomicina. Se realizaron evaluaciones “in vitro” e “in vivo” obteniendo reducciones
del tumor de un 56 por ciento.

113,114
Otros autores’ >3

preparan microcapsulas de quitosana con diferentes agentes
entrecruzantes como el polietilenglicol, alginato y 4cidos carboxilicos entre otros para la
liberacion de diferentes farmacos con actividades antitrombogénicas, analgésicas, vacunas, etc,
para su liberacién en el organismo humano. Por otra parte, las caracteristicas de bioabsorcion y

no toxicidad de este polisacarido la hacen un material casi ideal para esta aplicacion.

Otra aplicacion de la quitosana como red interpenetrada es la posibilidad de preparar
membranas de ultrafiltracién. Hideo y col.'’®, preparan membranas de quitosana y polivinil
alcohol (PVA), por polimerizacion térmica para la separacion de proteinas de medios biologicos
con recuperaciones de mas del 60%. Por otra parte, Sakurai y col, preparan membranas
utilizando diferentes cantidades de polietilenglicol (PEG) como entrecruzante para el mismo fin

pero controlando el pH de la solucién con resultados similares''.

Quizas una de las aplicaciones de mayor importancia y de mayor estudio de la quitosana
sea la de matriz organica en composites de aplicaciéon biomédica'! ¥ En la literatura
abundan estudios de implantes biodegradables que usan como soporte de la carga empleada,

membranas de quitosana y derivados entrecruzadas con diferentes agentes.
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Por ejemplo, Carotenuto y col.”®, preparan composites a partir de biomembranas de
quitosana y poliacido acrilico por via térmica y utilizan como carga la hidroxiapatita, para su uso
como relleno de defectos periodiontales. Ensayos histologicos realizados 6 meses después del
implante muestran que el material presenta buena compatibilidad, la membrana es resorbible en

condiciones fisiolégicas y promueve el crecimiento celular.

Otros autores preparan membranas de quitosana con acido malico y colageno, por
precipitaciéon y polimerizacion radical para confinar las particulas de la carga en una zona
determinada sin que ocurra la migracion de estas'>"'>’, En estos trabajos se realizan implantes en
el fémur de ratas de los materiales preparados encontrandose que al cabo de las 8 semanas de
haberse realizado el implante se observaba una completa colonizacion, por parte del organismo,
del implante en forma de tejido interconectivo. En ningun momento se observo la presencia de

anormalidades en la zona afectada, ni signos de necrosis o degeneracion del tejido.

Muzarrelli v col.'®, preparan composites de hidroxiapatita en soluciones de quitosana en
4cido acético para aprovechar las propiedades biologicas de ambas sustancias. Los ensayos en
conejos se realizaron en el condilo femoral de estos animales. No se observo minguna
complicacion postoperatoria, los animales ganaron peso y no hubo reacciones de inflamacion en
el tejido circundante al implante. Los animales fueron sacrificados al cabo de los 2 meses de
haber realizado el implante y se realizaron ensayos histologicos que demostraron que el implante
presentaba evidencias de procesos de osteoinduccion entre el hueso y el implante con respecto a

controles de hidroxiapatita.
2.2.- Bioactividad y biodegradacion de fosfatos de calcio.

La biocompatibilidad de los materiales a partir de fosfato de caleio como relleno dseo
radica en su capacidad para formar una unidn intima con el hueso circundante'”. Por ello, los
fosfatos de calcio son clasificables como materiales bioactivos, cuya respuesta viene
determinada, principalmente, por su reactividad en medios fisiologicos y patolégicos. Estos
biomateriales implantables se caracterizan por poseer un perfil biologico que incluye la ausencia
de reacciones inflamatorias, ausencia de toxicidad local o sistémica, la ausencia de formacion de
tejido fibroso entre el implante y el hueso y fa capacidad de unirse directamente a un tejido o

hueso que los rodea.
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Una explicacion del perfil biologico que presentan estos materiales, recae en la naturaleza
quimica de los mismos, ya que estos materiales estan compuestos principalmente por los mismos
iones que constituyen el hueso natural: iones calcio y fosforo. Por tal motivo, cuando estos
materiales se implantan en el organismo son capaces de participar en el equilibrio organico
solido-solucion de los fosfatos célcicos. Los jones calcio y fosfato necesarios para establecer este
equilibrio pueden ser suministrados por el implante, el hueso circundante o por ambos. Se ha
demostrado’™, que todos los implantes de fosfato de calcio llegan a ser recubiertos con una capa

microscopica de apatito biologico poco tiempo después de su implantacion.

En la interfase entre un implante poroso o denso de estos biomateriales y el hueso, el
implante se encuentra en contacto directamente sobre la superficie del hueso, sin la presencia de
una capsula de tejido fibroso. A partir de estudios realizados in vivo'®, realizados con materiales
de fosfatos de calcio porosos, se concluyé que la union entre el tejido calcificado y estos
materiales es de tipo quimico y no mecanico. Este hecho ha sido observado por numerosos
investigadores  utilizando  diversos materiales y  animales de experimentaciénm.
Cualitativamente, esta union se caracteriza por la incapacidad para separar el implante de fosfato
célcico del hueso circundante sin romper el implante o el hueso, ya que raramente se produce la

rotura de la interfase.

En el caso de la hidroxiapatita (HA), este tipo de unién presenta un crecimiento epitaxial
en la interfase hueso-implante. El término epitaxia, en biologia Osea, se emplea especificamente
para describir el crecimiento orientado de los cristales de HA siguiendo las fibras de colageno.
Algunos autores han sugerido un mecanismo de union idnico-covalente, el cual podria ligar a la
superficie del biomaterial cristales 6seos de HA y residuos de aminoacidos'’. Otros trabajos'™
consideran que el fenomeno de la epitaxia podria participar en el establecimiento de la interfase
y que los iones liberados a partir de la superficie de los implantes contribuirian a formar la matriz

inorganica del hueso nuevo. Esto implica que la epitaxia, en si misma, es similar a la del hueso.

Aunque no se conoce muy bien la composicién exacta del “cemento” que mantiene
unidos al tejido y al implante, sin embargo, se ha conseguido una cierta informacion a partir de la
observacion al microscopio de algunas secciones descalcificadas y sin descalcificar de la

interfase hueso-implante. En estas observaciones, la sustancia que se aprecia en la superficie del
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implante posee caracteristicas similares a la sustancia cementante del hueso natural, habiéndose
caracterizado como una estructura amorfa, fuertemente mineralizada y rica en

mucopolisacaridos'®.

La ausencia de toxicidad sistémica o local presentada por los fosfatos de calcio se debe a
su naturaleza quimica, habiéndose comprobado que Unicamente son liberados al medio
fisiologico iones calcio y fosforo. A partir de numerosos estudios se ha podido concluir que
dichos iones entran a formar parte de las reservas del organismo, siendo utilizados de una
manera normal. Materiales con una relacion molar Ca:P de 1:6 o mayor, muestran un contacto
directo con el hueso que las rodea en el orden de un 70 - 90%, mientras que los implantes con

fosfato tricalcico dificilmente presenta esta union.

Una propiedad importante de estos materiales es su posible biodegradacion o
biorreabsorcion. Los factores que determinan la velocidad y grado de biorreabsorcion
constituyen un tema de controversia y discusion. De la literatura se recogen datos sobre la
biodegradacion de diferentes hidroxiapatitas, pero no dan una idea precisa de su comportamiento
en medios bioldgicos, debido a la diversidad de los métodos que se emplean para su

< 136,131
estudio .

Los implantes biodegradables se utilizan fundamentalmente para restaurar la funcién
normal del hueso. Estos implantes estimulan el crecimiento del hueso, facilitindose asi la
integracién del implante. La velocidad de reabsorcién del implante no debe exceder a la
velocidad de formacion del hueso, asi como la disminucion en su resistencia, que debe de ser
similar al incremento en la resistencia del hueso neoformado. La degradacién de los fosfatos

calcicos se produce por' %

e Proceso de disolucion fisicoquimica, cuya velocidad viene determinada por el pH y la
composicion quimica de los fluidos biolégicos y por la superficie especifica y cristalinidad

del material.

o Desintegracion fisica del material en pequefias particulas debida al ataque gquimico

preferencial de los limites del grano.
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e Proceso bioldgico, tal como la fagocitosis, la cual produce una disminucion en el pH local.

Los factores que con mas frecuencia se discuten en la literatura como responsables de la
biodegradacion de los fosfatos de calcio son: ia relacion calcio/fosforo, Ca/P, la estructura

cristalina y el grado de porosidad.

Como se ha mencionado anteriormente, existen dos tipos de porosidad: macro y
microporosidad. Se sefiala que la microporosidad es la que determina, junto a los factores
anteriormente citados, la velocidad de biorreabsorcion, mientras que la macroporosidad no posee

una influencia significativa.

Este hecho ofrece la posibilidad de regular la velocidad de reabsorcién mediante la
introduccién de diferentes grados de microporosidad en los implantes. La disolucion parcial de
estos materiales produce un aumento de la cantidad de jones calcio y fosfato en los fluidos
bioldgicos, lo que conlleva a la precipitacion, por saturacion, de microcristales de apatito, tal y

como se aprecia en la Figura 9.

Q DISOLUCION
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Figura 9.- Mecanismo de biodegradacion de ceramicas de fosfato calcico.
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Estos cristales incorporan iones inorganicos como, Ca 2 Mg'?, COs 2 HPO4Z, POS7, y
moléculas organicas, proteinas, presentes en los fluidos del organismo. Mediante espectroscopia

. . . . .. 33
IR se observé que el apatito carbonatado que se forma esta asociado a una matriz organica™.
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Los implantes de fosfato célcico no inducen formacién del hueso, no son osteoinductores
“per se”, sino que en 4reas donde preexisten elementos ostedgenos (situacion subperiostica),
inducen el deposito de matriz dsea sobre sus superficies, por lo que podemos decir que los
fosfatos calcicos poseen una capacidad de “osteoinduccion condicionada”. Ademas, estos
materiales gutan el crecimiento del hueso en areas en las que en ausencia del implante no
llegarian a ser ocupadas por el hueso neoformado. Esta propiedad ha sido dencminada por varios

investigadores con el termino de “osteoconduetividad”'>*
2.2.1.- Ensayos in vitro e in vivo,

Todos los implantes utilizados en cirugia han de tener una caracteristica fundamental: los
componentes que lo forman han de ser biocompatibles. Probablemente ninguno de los matertales
que se emplean hoy en dia es absolutamente compatible, pero la necesidad clinica requiere su
uso v empleo. Por lo tanto, el objetivo basico a alcanzar en el empleo de estos materiales es la de
lograr un grado de compatibilidad tisular que permita el uso clinico con un aceptable nivel de

seguridad.

Entre los ensayos in viiro estan los de citotoxicidad, hemocompatibilidad y mutagénesis.
Las pruebas i vivo son de toxicidad sistémica aguda, irritacion cutanea, implantacion a corto y
Jargo plazo, y carcenogénesis. También se recomienda un seguimiento clinico durante el periodo
inicial de su empleo en humanos. Las normas especificas de un tipo de material se recogen en el
protocolo de ensayo para evaluar la respuesta tisular producida en animales tras la implantacion
intramuscular, subcutinea y en hueso del material. Se describe el tamafio, las caracteristicas y el
numero de muestras a implantar, el tipo y numero de animales que se debe emplear, el lugar y
método de implantacion, el calendario de sacrificio, los exdmenes macro y microscopico que han

de llevarse a cabo y la interpretacion de los resultados.

Para seleccionar el tipo de ensayo a que va a someterse un material, es necesario conocer
la composicion quimica y su absorcion y metabolizacion en el organismo. De cualquier forma, la
biocompatibilidad es un tema complejo, ya que no solo depende del material en si mismo, sino

que puede variar en funcion de diversos factores segin la aplicacién final del implante.
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De forma resumida a continuacion se hace una revision de los resultados obtenidos en

ensayos in vitro e in vivo llevados a cabo sobre materiales de fosfato de calcio.
2.2.1.1.- Ensayos in vitro.

A la hora de evaluar un biomaterial, los métodos de ensayos in vitro proporcionan una
valiosa informacion v ayuda a seleccionar y simplificar los métodos in vivo. Este tipo de ensayo
abarca un amplio espectro, desde la evaluacion de la citotoxicidad, hasta comprobar si existen
alteraciones en la adhesién de células, en la proliferacion de las mismas y en la actividad

biosintética.

Las ventajas de los métodos in vitro tales como la rapidez, bajo coste y la alta
sensibilidad, asi como el hecho de evitar la muerte masiva de animales de experimentacion, han
de ser valoradas frente al problema que se supone la extrapolacion de resultados frente a la
situacion in vivo. En términos generales se puede decir que se deben realizar los dos tipos de
ensayos (in vitro e in vivo), haciendo hincapié en que el primero no puede sustituir al segundo,
sino que para el control de los biomateriales se requiere una adecuada combinacion de los dos
tipos de ensayos. En los materiales a partir de fosfatos de calcio los ensayos in vifro se centran,
no solo en poner de manifiesto la ausencia de toxicidad, sino también en esclarecer los
mecanismos de interaccion entre el material y las células. Este tipo de ensayo es muy variado y
se pueden dividir en dos grandes grupos: aquetlos que utilizan técnicas de cultivos celulares y los

que emplean soluciones fisiologicas.

Uno de los ensayos mas extendidos es en el que se mide la respuesta celular a un
implante de fosfato de calcio. Se considera que se puede evaluar la toxicidad de un material en
un cultivo celular, observando Ia variacidn del nimero de células en ef cultivo y la liberacion de
las mismas de lactato deshidrogenasa y/o enzimas lisosdmicos'®”. Algunos autores plantean que
aunque un material no sea lo suficientemente toxico como para matar a las células o aumentar la
liberacion de enzimas, puede inhibir las funciones celulares normales"*®; por ello, proponen
ensayar el material con cultivos de células tipicas de los lugares de implante, eligiendo células
Gseas y fibroblastos del periostio, obtenidas a partir del craneo del conejo, y condrocitos,

provenientes del tejido cartilaginoso que rodea al condilo femoral del conejo. Otros autores'”
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proponen evaluar la citotoxicidad de los fosfatos de calcio en cultivos de célula tipo L, haciendo
un recuento de las células adheridas al material y observando las mismas mediante la técnica de

Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Otro tipo de cultivo extendido en este tipo de ensayo s el de los fibroblastos gingivales
humanos’>®. Con el objetivo de determinar la respuesta celular a este tipo de materiales, estudian
el crecimiento celular haciendo recuentos del nimero de células, con un hematimetro, en
suspensiones de células tripnizadas, y la sintesis de proteinas midiendo la incorporacion de 14C-
Leucina. La evaluacién de la adhesion de las células al material la realizan mediante SEM y

Microscopfa Electrénica de Transmision (TEM).

Un método para determinar la influencia de los fosfatos caleicos sobre la actividad
osteoblastica de las células es el propuesto por Grégoriem. Para ello se preparan cultivos
celulares a partir de fragmentos de huesos trabeculares humanos vy miden la influencia de la
adicién del material en la produccion de osteocalcina, en la actividad especifica de la fosfatasa
alcalina v en Ja incorporacion de aminoécidos en la sintesis de proteinas utilizando aminoécidos
marcados. En este trabajo se describe también la evaluacion de la biodegradacién del material en
estos cultivos, estudiando la actividad fagocitica de las células sobre los materiales por TEM y

SEM.

Cuando los ensayos se realizan en soluciones fisiologicas, se refieren principalmente a la
biodegradacion fisico-quimica de los materiales. En estos medios se estudian la influencia de la
estequiometria, cristalografia y condiciones de sinterizacién sobre la velocidad de disolucion de
fosfatos calcicos. Para ello se incuban las muestras en un tampdn lactato (pH = 5.2) y se
determina por colorimetria los niveles de fosforo en la solucién. Utilizando este método, algunos
autores hacen el mismo estudio, pero ademas realizan la comparacion con la suspension de
materiales en un medio basico tamponado con EDTA (pH = 8.2)'" y acetato (pH = 5), ¥
estudian la relacion HA/ETC de muestras bifasicas sobre la velocidad de disolucion de las

mismas, con determinacién de los niveles de calcio en solucion a distintos tiempos.

Otro ensayo de este tipo es el de fa estabilidad del material frente a suero fisiologico'".

Las células solo pueden vivir en medios con intervalos de pH y presion osmotica muy estrechos
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(pH = 7.3 - 7.6). Es necesario, por tanto, controlar la variacion del pH y cesion de iones por el

material en condiciones fisiologicas.
2.2.1.2.- Ensayos in vivo.

Como se ha mencionado anteriormente, las pruebas 77 vivo nos dan una idea de la
toxicidad sistémica, irritacion cutanea, implantacion a corto y largo plazo y carcinogenesis. Los
ensayos in vive llevados a cabo con fosfatos célcicos, son generalmente de implantacion,
mediante los cuales se pretende demostrar la biocompatibilidad, bioactividad y posible

degradacion de estos.

A través de la implantacion se evaltian los efectos patologicos locales sobre el tejido vivo,
a nivel macro y microscopico, del material. La eleccion del sitio donde se realiza el implante
viene dado por su posterior aplicacion clinica. También se puede evaluar la toxicidad sub-
cronica si se investigan los efectos en el ambito sistémico. Investigaciones lievadas a cabo han
mostrado que la respuesta del tejido al material varia con el tipo de ammal, sitio de la

implantacién y el material que se evalia'*.

Las especies animales que mas se utilizan son la rata, el conejo y el perro. Debido a la
aplicacién clinica dada a los biomateriales de fosfato calcico, los lugares comunes de
implantacion son fos huesos de las extremidades inferiores y las estructuras 6seas periodontales
y maxilofaciales. Una vez que se ha elegido la zona del implante se procede a crear, de forma
artificial, grandes defectos Oseos, mediante la eliminacion de segmentos de hueso o pequefios
defectos que posteriormente se rellenan con el material a evaluar. Como control se toma defectos
dseos vacios o rellenos de hueso autdlogo. La implantacion puede ser a largo o corto plazo y se

estudia su evolucion a través de examenes radiograficos.

Tras este periodo se extrae del organismo vivo el implante junto con el tejido circundante

para su posterior examen, que puede ser de dos tipos:

* Examen macroscopico. Se realiza a simple vista o con ayuda de una lenie de pocos

aumentos.
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e Examen histologico. Se hacen secciones transversales que se incluyen en resinas
especiales y se tifien con colorantes especificos, siendo los mas utilizados la hematoxidina,
ia cosina, el azul de toluidina v la tincion de Van Gieson. A veces es necesaria la
descalcificacion de las secciones, mediante la cual se disuelve el material y desmineraliza
el hueso quedando solo el tejido y la matriz Gsea. Posteriormente se examinan las
secciones histologicas por diversas técnicas microscopicas: SEM, TEM, microscopia
optica, microrradiografia, microsonda electronica (EMP) y espectroscopia electronica

Auger (AES).

Una primera evaluacion puede llevarse a cabo mediante estudios radiograficos, en los que
1a ausencia de radiolucencias en la region del hueso proxima al implante significa la deposicion
del hueso alrededor del material implantado. Estudios comparativos entre una ceramica de HA y
una ceramica vitrea de fosfato de calcio implantados en una tibia de conejo demostraron que €n
el caso de la HA no existian radiolucencias, mientras que en el caso de la vitroceramica
aparecian en los examenes radiograficos'?. Mediante estudios histologicos se observa la
formacion de tejido éseo nuevo por la presencia de osteocitos en estrecho contacto con la
superficie del implante, lo que pone de manifiesto que en el borde ceramico existe una actividad
osteoblastica y osteocitica normal. Asimismo, el implante aparece cubierto por una capa
continua de tejido Oseo conectado con el hueso circundante. La concentracion inicial de
osteoblastos, condroblastos y fibroblastos varian en funcion de la idoneidad del implante y de la
condicion del defecto oseo. Por esto los implantes bioactivos requieren un periodo de incubacion

antes de la proliferacion del hueso y posterior union.

El comportamiento de los granulados de la HA sobre defectos maxilofaciales fue
estudiado por de Lange'*. A través de la microscopia optica observo que los granulos de HA se
encuentran totalmente rodeados de tejido 6seo. La totalidad de la superficie examinada esta
cubierta por una capa Osea, la cual esta interconectada con el tejido que rodea los granulos
adyacentes. El tejido 6seo neoformado es de tipo esponjoso con presencia de osteocitos,
observandose médula 6sea normal entre las trabéculas. No se observo formacion de tejido
conectivo fibroso, asi como tampoco la presencia de células inflamatorias, macrofagos o células

gigantes en la interfase hueso-implante.
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Otros trabajos recogen la implantacién de ceramicas densas de HA en tibia de conejo' .
Mediante el estudio al microscopio optico de la distribucion de fluorocromos se observa como,
pocos dias después del implante, el hueso empieza a crecer en las regiones periosteal y cortical a
jo largo de la ceramica. EI hueso que ha proliferado en la superficie de los implantes realizados
presenta cierto grado de reorganizaciéon y se observan osteoblastos y fibroblastos. El tejido
neoformado en un principio presenta una estructura entrelazada que se convierte en laminar a
medida que madura. La demarcacion entre el hueso preexistente y ¢l neoformado es totalmente
visible por diferencias en la mineralizacién, orientacion laminar y ocasional presencia de
pequefios canales situados donde el hueso nuevo rodea al viejo. La falta de existencia de una
unién intima entre hueso e implante se identifica facilmente por la presencia de tejido conectivo

fibroso en la interfase y recubriendo el implante; también existen macrofagos y células gigantes.

En la década de los 80, Jarcho'*® propuso que la interfase creada por los materiales de HA
proviene de una interdigitacion del colageno con la superficie del material. Observaciones
realizadas por TEM de la interfase creada por estos materiales, demostraron que las fibras de
colageno estan alineadas paralelamente a la superficie del material implantado y separadas de €l
por una zona de union amorfa. Sin embargo, estudios posteriores demostraron que este proceso

. T .. .y . 47
de ordenacion de fibras paralelas se produce sin interdigitacion superficial'’.

De Lange realizé un estudio estructural de la interfase implante de HA-hueso a partir de
ultrasecciones descalcificadas. A través de SEM observo el crecimiento de hueso en las
irregularidades superficiales mas finas del implante. La microscopia electronica de alta
resolucion puso de manifiesto la existencia de fibras de colageno intrinsecas del tejido oOseo,
cercanas a la superficie del implante. En la interfase se observa una capa densa de electrones que
contiene material organico. Una capa similar se encuentra en las paredes mds finas de la taguna
osteocitica v en la periferia del hueso como resultado de una reaccion histofisiologica normal del

tejido Oseo adulto v joven.

Otros examenes por SEM se secciones sin descalcificar revela que la zona amorfa de
union observada en la interfase estaba calcificada con cristales minerales de hueso, los cuales se
habian depositado directamente e irregularmente sobre la superficie del implante de HA.

Posteriormente, usando una combinacién de técnicas de microscopia y difraccion de rayos-X, se
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descubrio la existencia de una zona calcificada, pero el deposito de los cristales sobre el implante

era en direccion perpendicular y en empalizada.

La ausencia de reacciones adversas por parte del organismo hacia los implantes de estos
materiales ha sido objeto de numerosos estudios por parte de los investigadores. En un estudio
realizado en perros utilizando un implante poroso de fosfato tricalcico para su uso en fusiones
espinales y tras un tiempo de implantacion, se observo que la mayoria de los implantes se
desprendian del sitio por incapacidad mecanica. Sin embargo, el examen histoldgico posterior

reveld la ausencia de inflamacion o de respuesta del organismo hacia el material.

En estudios radiograficos se observé que el indice de degradacion de estos materiales
viene dado por una pérdida gradual, a lo largo del tiempo de implantacion, de la radiodensidad
del material. En la observacién al microscopio éptico y electronico se ponen de manifiesto la
biodegradacion por la presencia de numerosas células implicadas en el proceso, tales como los
osteoclastos, células gigantes y macrofagos, cerca de los lugares de implantacion, existiendo una
relacién entre el numero de células grandes y el grado de absorcion del implante. Cuando el
material es poroso, el proceso de degradacidn se pone de manifiesto por un aumento en el
tamafio de poro y, como consecuencia, una disminucion de la cantidad de ceramica y un

incremento progresivo en la cantidad de hueso y médula hematopoyética.

Son numerosos los trabajos realizados sobre el comportamiento de estos materiales en
humanos, asi como las publicaciones de los resuitados clinicos. A partir de los mismos se
aconseja el empleo de estos en la reconstruccion de estructuras o defectos 0seos en zonas exentas
de carga, principalmente en el area de cirugia otorrinolaringologica vy maxilofacial'®, o en
situaciones de mecanica de compresion, como son la reconstruccion de reborde alveolar o del

platillo tibial o su utilizacién en Odontologia'®.
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Capitulo IIL- Cementos 6seos fotopolimerizables

En este Capitulo se abordaran los aspectos mas importantes a tener en cuenta a ia hora de
preparar un composite utilizando como reileno un fosfato de calcio como la hidroxiapatita. En el
Anexo III se recogen las caracteristicas fisicas, quimicas y reologicas mas importantes de este

relleno, asi como los métodos de sintesis y caracterizacion mas utilizados para su estudio.
3.1.- Sintesis y caracterizacion de hidroxiapatita (HA) e hidroxiapatita sinterizada (HAS).

La hidroxiapatita utilizada en el presente trabajo se prepar6 utilizando el método general
de Raf,hje” ® como se describe en el Capitulo IV, seccion 4.2.3. Posteriormente se modifico esta
HA para obtener HAS mediante el método descrito en la seccion 4.2.4.1 del Capitulo
mencionado anteriormente. A continuacién se describen los resultados obtenidos en la

caracterizacion de ambos rellenos.
3.1.1.- Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR).

Los espectros infrarrojos de las hidroxiapatitas sintetizadas se muestran en la Figura 10,
en donde podemos observar bandas en la region de los 3570 - 3700 cm’’, correspondientes a las

vibraciones de tension del grupo OH de agua absorbida, en forma de una banda ancha, y otra

41



Capitulo II1.- Cementos éseos fotopolimerizables

estrecha e intensa, caracteristica del OQH” de la hidroxiapatita. Estas asignaciones se confirman at
analizar el espectro de la HAS, donde no aparece la banda ancha en 3500 om’ y st la ubicada en

los 3700 cm™.
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Figura 10.- Espectro FTIR de la hidroxiapatitas sintetizadas.

Por otra parte, se observan bandas intensas entre fos 1100 — 1030 cm” y 360 ~ 620 em’,
que corresponden a los diferentes modos de vibracion del grupo PO Por otra parte, no se
observan otras bandas en los espectros obtenidos, lo cual permite afirmar que, en principio, las

hidroxiapatitas sintetizadas son practicamente puras.
3.1.2.- Difracciéon de Rayos X (DRX).

De acuerdo al método de sintesis empleado en la obtencion de la HA, el producto
obtenido puede presentar otras fases correspondientes a impurezas, COmo el Oxido de calcio u
otros fosfatos de calcio. Por otra parte, durante el proceso de sinterizado la hidroxiapatita se
puede descomponer en otras fases como por ejemplo: [3-fosfato tricalcico™'. La técnica de
difraccién de rayos X nos permite conocer si el producto sintetizado se presenta en una sola fase
o si es una mezcla. Los difractogramas obtenidos para las hidroxiapatitas se muestran en ia

Figura 11.
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Figura 11.- Difractogramas obtenidos de las correspondientes hidroxiapatitas.

El analisis de los picos se realizo utilizando la base de datos JCPDS'* y las fichas ASTM
encontrandose una total concordancia para ambos casos, por lo que podemos decir que la fase
apatitica se mantiene atn después del tratamiento de sinterizacion. La diferencia entre ambos
difractogramas reside en que los picos obtenidos para el caso de la HAS son mas estrechos
debido, fundamentalmente, al mayor por ciento de cristalizacion que se alcanza durante este

proceso.
3.1.3.- Tamafio y area superficial de particula.

Al analizar la distribucidn del tamaiio de particula de las cargas obtenidas, mediante la
utilizacién de un equipo Coulter LS 130, cuyos resultados se recogen en la Figura 12,

observamos diferencias en la distribucion de tamafios mayor en el caso de la HA que en la HAS.
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Figura 12.- Distribucion de tamaitos de particulas para las hidroxiapatitas sintetizadas.

Los resultados obtenidos arrojan unos valores medios de 4.3 ym para el caso de la HA 'y
de 11.2 um para la HAS. Al analizar estos resultados debemos recordar que la hidroxiapatita
tiende a formar aglomerados, por lo que el tamafio de particula que estamos midiendo es en
realidad el tamafio de estos y no el tamafio real de la particula aisiada. El aumento que se
produce al sinterizar la hidroxiapatita, se debe a que durante este proceso tiene jugar la fusion de

las particulas.

La medida del area superficial de la particula (Sper) se realizo mediante el método BET y
se utiliz6 como solvente, para evitar lo mas posibie el efecto de aglomeracion, alcohol
isopropilico. Los resultados fueron de 41.8 m’/g para la HA y de 4.9 m?*/g para la HAS. Estos
resultados son explicables sobre la base de que en el proceso de sinterizacion las particulas
disminuyen el area superficial de la muestra. En ambos casos las muestras presentaron un

comportamiento del tipo 11 y no presentaron porosidad (ver Capitulo IV, seccion 4.3.9).
3.1.4.- Analisis quimico. Determinacién de la relacion Ca/P.

El porcentaje de calcio, determinado mediante el método descrito en el Capitulo IV,

seccién 4.3.10, para tres muestras de cada uno de los materiales obtenidos fue de un 39.3 % para
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la HA v un 39.9% para la HAS. Del analisis de fosforo, descrito en Jla misma seccion sefialada
anteriormente, se obtuvo un porcentaje del 17.1% y de 16.5% respectivamente. A partir de los
valores obtenidos se calcula la relacién molar Ca/P que en ambos casos es de 1.67, lo cual indica
que el método permite obtener una hidroxiapatita estequiométrica. Los valores que se recogen

en la literatura oscilan entre 1.64 y 1.70 para diferentes materiales de fosfatos de calcio™™.

3.2.- Modificaciéon superficial de la Hidroxiapatita (HA). Caracterizacion.

Es sabido que entre el refleno y la matriz de los composites se crea una region,
denominada interfase, como consecuencia del caracter inorganico del primero y organico del
segundo. De la naturaleza y extension de esta interfase depende la formacién de intersticios y
otros defectos que originan microfracturas en el composite final. A su vez, estos defectos
microestructurales son la causa de que las propiedades mecanicas disminuyan'™, lo que trae
como consecuencia un rapido desgaste y poca retencion del relleno. Gran numero de trabajos se
han dirigido a la mejora de esta interfase mediante la aplicacion de diversos métodos; Como son
el enlace micromecanico, el grabado quimico155 y la funcionalizacién de la superficie del

relleno’*®, siendo este ltimo con el que se han obtenido los mejores resultados.

A su vez, el método mas empleado dentro de los procesos de funcionalizacion es el
denominado silanizacion'’ consistente en el acople de grupos silanos, mediante adsorcion o
enlace quimico, a la superficie del relleno. Este método, ademas de mejorar la compatibilidad
entre la fase organica y el relleno, hace que se reduzca las tensiones internas del material, y por
tanto, disminuye el proceso de contraccion durante la polimerizacion del composite. Sin
embargo, diversos estudios han puesto de manifiesto la existencia de reacciones entre los agentes
silanizantes y el relleno, e incluso reacciones de condensacion entre los primeros con formacion
de metanol, lo cual presenta ciertos inconvenientes e induce una mayor porosidad en el material

final que hace que disminuyan sus propiedades mecanicas' ™.

199,060 pan  estado dirigidos al estudio de nuevos agentes

Recientes trabajos
funcionalizantes a partir de buffers acido/sal, que contienen grupos carboxilicos en su estructura

capaces de absorberse o reaccionar, segun sea el caso, sobre la superficie de la hidroxiapatita,
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con el fin de mejorar su posterior compatibilidad con diversas matrices organicas, tal y como s¢

muestra en la Figura 13.

Figura 13- Modos de enlace de los grupos carboxilicos con la hidroxiapatita,

Esta modificacion superficial fue llevada a cabo tal y como se describe en el Capitulo 1V,
seccion 4.2.4.2. Los agentes funcionalizantes utilizados fueron los siguientes: acetato sodico
(Ac-Na), acrilato sédico (Acr-Na), metacrilato sodico (Met-Na), citrato sodico (Cit-Na) y
succinato sodico (Succ-Na), todas a partir de disoluciones 0.5 M a pH = 7y 5, utilizando el 4cido

correspondiente a la sal para lograr este Gltimo valor de pH.
3.2.1- Espectroscopia Infrarroja.

Los espectros FTIR obtenidos en el tratamiento de la HA con los diferentes agentes
funcionalizantes a pH 7 y 3, se muestran en la Figura 41. Se tomo como indicador de que el
proceso de funcionalizacién ha tenido lugar, la aparicion de las bandas correspondientes de los
agentes funcionalizantes en los espectros de las hidroxiapatitas tratadas. Para ello y teniendo en
cuenta que en todas las disoluciones de los agentes funcionalizantes estudiados esta presente el
equilibrio entre la estructura del anion carboxilato (COO) y el grupo carboxilo (COOH), seran
las bandas correspondientes a estas estructuras, entre los 1720 — 1700 cm’, asignables a la
vibracion caracteristica del COOH, asi como las bandas entre los 1550 y 1400 em’,
correspondientes a las vibraciones asimétricas y simétricas del COO’, las que determinaran si el

proceso de funcionalizacién ha tenido lugar.
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Figura 14.- Infrarrojos de la HA tratada con diferentes agentes funcionalizantes a pH 7y 5.
(a) HA (b) HA + AcetNa (¢) HA + CitNa (d) HA + AcriNa
(e) HA -+ MetNa (f) HA + SuccNa.

Al analizar los espectros FTIR mostrados en la Figura 14 a pH = 7, se puede afirmar que,
excepto en los casos de los tratamientos con Ac-Na, en los demas espectros se observan bandas
intensas correspondientes al COO’, lo que indica que ha tenido lugar el proceso de

funcionalizacion sobre la superficie de la HA. En esta misma serie de espectros y tomando en
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consideracion la intensidad de dichas bandas, podemos decir que el proceso de funcionalizacion
se ve favorecido en los casos del Cit-Na y del Succ-Na, donde la cantidad de grupos COO’, tres y
dos respectivamente, es mayor que en los restantes agentes funcionalizantes utilizados. ApH=>5
y teniendo en cuenta lo explicado anteriormente, se mantiene la misma tendencia, en cuanto a la
capacidad de funcionalizacién. Sin embargo, la intensidad de las bandas del COOQO’ es menor con
respecto a los espectros IR obtenidos anteriormente, por 1o que se puede decir que la
disminucién del pH trae consigo, en principio, una disminucion en la capacidad funcionalizante

de los agentes estudiados.

Estos resultados se pueden explicar si tenemos en cuenta que el punto isoeléctrico (pzc)
de la HA'®' se alcanza un valor de pH = 8.7, por lo que a valores superiores de pH la especie
cargada que predomina es el OH, con lo cual la particula de hidroxiapatita se encuentra cargada
negativamente, mientras que a pH < 8.7, el ién que predomina es el Ca®", encontrandose pues la
HA cargada positivamente. Si tenemos en cuenta este aspecto y que los valores de pH en este
trabajo estan por debajo de 8.7, podemos decir que en todo momento la densidad de carga de la
superficie de la HA es positiva. Por otra parte, al analizar el pH de las disoluciones preparadas de
estos agentes funcionalizantes encontramos que ya a pH =7 se rebasan los valores de pK, de los

4cidos correspondientes a las sales utilizadas (Tabla 1).

Tabla 1.- Valores de pK, de los acidos correspondientes a los agentes funcionalizantes.

Acidos K,
Acido acético pKa = 4.8
Acido acrilico pKa = 4.3
Acido citrico PK. =31, pKiz = 4.8, pKiy = 6.4
Acido metacrilico pKa = 4.5

Acido succinico pKa1 =4.2, pKiz = 5.6

Cuando el valor de pH es mayor que el pK,, los grupos carboxilicos de las sales estén
totalmente desprotonados, por tanto, la carga que posee ¢l 10n es negativa; s decir predomina en
la disolucion la especie COO’, y esto aumenta la tendencia a la combinacion con los iones Ca®'

de la HA. Teniendo en cuenta estas consideraciones podemos decir, de forma prefiminar, que el
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enlace que se forma entre los agentes funcionalizantes y ta HA es a través de un tipo de
interaccion entre los iones calcio, Ca®', de la superficie de esta Ultima y el grupo COO de los
primeros, ya sea por enlace directo o por interaccion electrostatica. En el caso de la HAS los

espectros se muestran en la Figura 15.
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Figura 15.- Infrarrojos de la HA tratada con diferentes agentes funcionalizantes a pH 7 y 3.
(a) HA (b) HA + AcetNa (c) HA + CitNa (d) HA + AcriNa (e) HA + MetNa
(f) HA + SuecNa.

Como se puede observar, en este caso el proceso de funcionalizacion solo ha ocurrido en

los casos en los que se utiliza el Cit-Na y el Succ-Na, manteniéndose también la tendencia
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observada anteriormente con la disminucion del pH. El hecho de que el proceso de modificacion
solo haya tenido lugar con los agentes funcionalizantes con dos y tres grupos carboxilos en su
estructura, confirma la idea de que este proceso transcurre mediante una reaccion de estos grupos
carboxilos con los iones calcio de la superficie de la HA. El cation Ca®" se enlaza mejor con
aquellos agentes cuyas estructuras puedan satisfacer su demanda electronica, en detrimento de
aquellas en las que se necesitarian dos moléculas del agente por cada cation presente, ademas del

problema de impedimento estérico que esta Gltima situacion crearia.

Por otra parte, al comparar las intensidades de las bandas de funcionalizacion para la HA
y la HAS vemos como los mejores resultados se obtienen cuando se emplea HA. Para explicar
este resultado tenemos que tener en cuenta que la HAS posee una menor area superficial que fa
HA, como se ha sefialado anteriormente. Como el proceso de funcionalizacion tiene lugar a
iravés de la interaccion de los iones Ca®" de la HA con los iones COO" de los agentes
funcionalizantes, la disminucion del area superficial dificulta esta interaccion, por lo que la
funcionalizacion de la HAS presenta una mayor restriccion. Por otra parte, es sabido que la
disminucién del area superficial en los fosfatos de calcio trae consigo una disminucién de su

reactividad.

Teniendo en cuenta estos resultados, se decidid desechar los rellenos modificados de
HAS, debido a la menor funcionalizacién alcanzada con respecto a los de HA. Por otra parte
teniendo en cuenta que la modificacion con Acet-Na no tuvo lugar para ninguna de las

hidroxiapatitas estudiadas, tampoco se trabajara con este tipo de relleno.
3.2.2.- Grado de modificacion.

Una vez conocido los agentes funcionalizantes que modifican la superficie de la HA, se
cuantificd su capacidad de modificacién, a partir de la determinacion de la cantidad de agente
que queda en la disolucion final, una vez terminado el proceso, con respecto a la concentracion
inicial v a la cantidad de HA empleada. A tal fin se utilizé la Espectrofotometria Ultravioleta-
Visible. La determinacion del grado de modificacion (A) se llevéd a cabo mediante el método
descrito en el Capitulo 1V, seccién 4.3.11. A modo de ejemplo, y con el fin de facilitar su

comprension, se muestran en la Figura 16 solamente los espectros UV de las discluciones
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preparadas para los agentes metacrilato y acrilato de sodio, asi como la correspondiente curva de
calibracion. Bs de destacar que en el caso del Acr-Na y el Succ-Na se tuvo que acidular el

sistema hasta un valor de pH = 2, mediante la adicién de HCI IN, para poder realizar las

medidas.
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Figura 16.- Espectros UV-Vis de las disoluciones de los agentes funcionalizantes para la

determinacion del coeficiente de extincion.

Las determinaciones del coeficiente de extincion se llevaron a cabo en la forma habitual,
tomando la pendiente de las rectas de Absorbancia vs Concentracién, en los maximos
correspondientes en cada caso: 202 nm para €l Succ-Na; 240 nm para el Acr-Na; 260 nm para el

Cit-Na y en 310 nm para el caso del Met-Na. Los resultados se recogen en la Tabla 2.

Tabla 2.- Valores del cocficiente de extincion moiar {¢) obtenidos para los agentes

funcionalizantes estudiados y su coeficiente de correlacion (r).

Agénte T TR S(Micml) S
Cit-Na 0630 0952
Succ-Na 29911 0.9971
Acr-Na 84 (0.9939

Met-Na 0.293 0.9917
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Una vez determinados los coeficientes de extincidon se procedio a la medida de la
concentracion del agente (Cf) en las disoluciones obtenidas al final del proceso de
funcionalizacion, mediante la aplicacion de la Ley de Lambert-Beer. Una vez conocido este
parametro, asi como la concentracion inicial (Co = 0.5 M) y la cantidad de relleno tratado (W =
20 @), se procede al calculo del grado de modificacion (A) de la superficie de la HA. Los valores

obtenidos para ambos parametros se recogen a continuacion en la Tabla 3.

Tabla 3.- Resultados de Ia concentraciéon final (Cf) y el grado de modificacion (A) para los

agentes funcionalizantes en estudio.

Agenté. funcionalizante  Cf (mol/L) | A( 10° :ﬁol/g)
Cit-Na 0.32 18
Succ-Na 0.38 1.2
Acr-Na 0.41 0.9

Met-Na 0.45 0.5

Como se desprende de estos resultados, los mayores valores del grado de adquisicion se
obtuvieron para el caso del Cit-Na, lo que cual parece ser debido a la mayor cantidad de grupos
carbonilos presentes en este compuesto, con respecto a los demas agentes en estudio, con
aumento de la probabilidad de enlace sobre los iones calcio de la supetficie de la HA. Este hecho
se ve reforzado cuando analizamos los valores de A para los demas agentes donde encontramos
que la tendencia es Succ-Na > Acr-Na > Met-Na. Estos resultados parecen confirmar el hecho de
que los enlaces con el calcio se realiza preferentemente con moléculas de agentes

funcionalizantes que presenten al menos dos grupos carboxilicos en su estructura.
3.2.3.- Difraccion de rayos X. Tamafio y area superficial de las particulas funcionalizadas.

Los difractogramas obtenidos para las diferentes HA modificadas mostraron que este
proceso no afecta la morfologia de las particulas y que la fase apatitica no sufre cambios
apreciables. L.a determinacion del tamafio y del area superficial se llevo a cabo por los mismos
métodos que para la hidroxiapatita sin modificar. Los resultados obtenidos se recogen a

continuacion en fa Tabla 4.
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Tabla 4.- Tamaiio y drea superficial (Sgrr) de las hidroxiapatitas modificadas.

Muestra Tamaio de partioula (wm)  Sper (/)
HA 43 41.8
HA-Acr 1.9 429
HA-Metacr 5.6 497
HA-Succ 6.8 46.6

HA-Cit 3.6 22.8

Como podemos observar, el proceso de funcionalizacion induce un ligero aumento en el
tamafio v en el Spiy de la particula, excepto en el caso de la HA modificada con citrato de sodio.
Este hecho parece indicar que durante el proceso de modificacion las particulas tienden a formar
agregados, tal y como se ha observado también en otros trabajos que se recogen en la

literatura'®*.

En el caso de la modificacion con citrato de sodio, el tamafio disminuye ligeramente,
mientras que el area superficial de la particula disminuye casi a la mitad que la HA original. Para
explicar este resultado tenemos gue tener en cuenta que los iones citrato son agentes
emulsificantes debido a la capacidad del citrato de formar complejos del tipo [C&(Cit)z]4-, razon
por la cual las particulas de HA-Cit tienden a disgregarsem. Si unimos esto al hecho de que en la
medicion por el método BET la HA sin modificar se encuentra, generalmente, formando
agregados de particulas, podemos decir que la HA-Cit se encuentra mas disgregada que la HA v

por tanto su area superficial es menor.
3.3.- Preparacién de composites. Maximo contenido de relleno.

La preparacion de los composites de hidroxiapatita se llevo a cabo a partir de los geles de
quitosana estudiados en el Capitulo anterior y afiadiendo diferentes contenidos de HA, tanto sin
modificar como modificada, desde un 40% a un 60% en peso. Como resultado de esta
preparacion se obtuvieron materiales compuestos por tres métodos diferentes, que se describen

esquematicamente en fa Figura 17.
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Figura 17.- Métodos de preparacion de los composites de HA.

Para analizar el contenido maximo de relleno permisible de las HA obtenidas en los
composites preparados, se tomd como criterio de admisibilidad que el material final tuviera una
apariencia homogénea y manejable, sin que se apreciara segregacion durante el proceso de su
manipulacién, En la Tabla 5 se recogen los porcentajes de relieno admitidos por los diferentes

geles.

Tabla 5.- Contenidos maximos de rellenos para los geles preparados por los diferentes

métodos.

. Contenidros méximds de rellenos (% en peso)
Tipos de relleno :

 Geles1 GelesTT Geles 111
HA 60 &0 60
HAS 65 65 65
HA-Acr. 65 60 65
HA-Metac. 65 60 65
HA-Suce. 65 65 70

HA-Cit. 70 70 75
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Como podemos apreciar, et contenido maximo para el caso de la HA sin modificar es del
60% para cualquicra de los métodos empleados. A partir de este por ciento de relleno el material,
para cualquier contenido de CHI, presentaba segregacion de particulas en su superficie y su
manipulacion resultaba casi imposible. Es de destacar que en el caso de los geles preparados
mediante el método 11, la adicién de HA resultaba un poco mas dificil que en los restantes

métodos, siendo el método 111 ef que presenta mas facil manipulacion.

Por otra parte, al emplear HA modificada, tanto por el proceso de sinterizacién como por
la modificacion de la superficie mediante 4cidos carboxilicos, se observa un aumento del grado
de admisibilidad entre un 5 y un 15%. Este resultado indica que el proceso de modificacion juega
un papel importante sobre este parametro, explicable sobre la base del aumento de la densidad
del relleno v a la funcionalizacion de la superficie (compatibilizacion). Por otra parte, es de todos
conocido que durante el proceso de sinterizacion disminuye el area superficial y aumenta el
tamafio de las particulas, producto de la fusion entre estas, y por tanto aumenta la densidad del
relleno’® . Este hecho hace que se pueda introducir mayor cantidad de retleno, en peso, en los

materiales compuestos, lograndose un aumento de la cantidad de carga utilizando HAS.

La influencia de la funcionalizacion afecta de manera mas directa a las interacciones que
se crean entre el relleno inorganico y la matriz monomérica. En ta HA sin modificar, la
superficie esta compuesta en su totalidad por iones inorganicos que son incompatibles con Ja
parte organica creandose una tercera fase, denominada interfase o mesofase, considerada como
una zona homogénea e isotropica de tamafio finito, donde tiene lugar la interaccion entre el

relleno y la matriz.

Teniendo en cuenta ambas caracteristicas es explicable el hecho de que los composites
preparados utilizando HA modificadas acepten un mayor contenido de carga que sus homologos
preparados con HA sin modificar. Es de destacar que se mantiene la misma tendencia, en cuanto
a los métodos de preparacion, que se obtuvo para el caso de la HA. Por otra parte, observamos
que los composites preparados utilizando HA-Cit son los que mayor cantidad de carga aceptan,
llegando a un 75% en peso, lo cual esta en concordancia con los resultados obtenidos por
espectroscopia FTIR y grado de modificacion. Con el fin de confirmar estas consideraciones se

realizé un estudio optico de los composites preparados mediante el método I y con un 15% de
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CHI, al variar el contenido y naturaleza del relleno empleado, mediante microfotografias de su

superficie, como se muestra en la Figura 18.

() (b) (c)

(d) (e) U

Figura 18.- Microfotografias de la superficie de los composites preparados mediante el
método III variando el contenido y naturaleza de la carga con un aumento de 4X.
(a, b y ¢) = composites con 40, 50 y 60 % de HA sin modificar.

(d, e, y f) = composites con 40, 50 y 60% de HA-Cit.

En estas microfotografias (a, b y ¢) se observa como a medida que se aumenta la cantidad
de HA el composite toma una consistencia mas heterogénea. Mientras que para un 40% todas las
particulas del relleno quedan atrapadas dentro de la matriz del gel, cuando el contenido de HA
es del 60% existen zonas del composite donde comienzan a observarse agregados del relieno que
no estan cubiertas por el gel, con la presencia de algunas discontinuidades en la superficie del
material. Este hecho se acentaa cuando el por ciento de CHI presente en los geles de partida pasa
de un 10 a un 25% con respecto al monémero. En la comparacion de los composites preparados
por los diferentes métodos en estudio podemos decir que no existen diferencias apreciables entre

las muestras con el mismo contenido de HA en cuanto al grado de homogeneidad.
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Las imagenes obtenidas con las diferentes HA tratadas superficialmente, confirman los
resultados obtenidos anteriormente. En el ejemplo mostrado, en la Figura 45 (d, e y {), para un
mismo contenido de relleno, observamos como los composites con HA-Cit presentan una mayor
homogeneidad, incluso para el mayor contemido de carga, que los preparados con HA sin
modificar, lo que indica que el proceso de funcionalizacion superficial mejora la compatibitidad
entre el relleno v la parte organica permitiendo una mejor y mayor incorporacion de carga en un

mismo material,
3.4.- Cinética de fotopolimerizacién de los composites.

A la hora de abordar el estudio de comportamiento bajo irradiacion de estos composites,
nos encontramos con la dificultad adicional, respecto de los geles anteriormente estudiados, de la
presencia en el medio de otro componente mas de naturaleza inorganica. Su presencia, ademas
de incidir sobre posibles interacciones de caracter quimico entre la matriz organica y el relleno o
carga inorganica, le confiere al material resultante un caracter heterogéneo que da lugar a
fenomenos fisicos de interaccién de la luz con estos nuevos materiales, lo cual puede condicionar

su comportamiento bajo irradiacion.

Dada la complejidad del sistema que se pretende estudiar, resulta pues dificil la
utilizaciéon de técnicas convencionales empleadas en el estudio y cuantificacion de los procesos
fotofisicos y fotoquimicos puestos a juego en estos sistemas. Gracias a la adaptacion de la
fotocalorimetria diferencial de barrido al presente caso, se ha podido detectar y seguir en tiempo
real la fotopolimerizacion del monomero acrilico, AA, presente en estos composites, mcluso en

proporciones minoritarias.

En los siguientes apartados se describen los resultados obtenidos bajo irradiacion, al

variar los diferentes componentes principales presentes en la formulacién de estos materiales.

3.4.1.- Influencia del contenido de hidroxiapatita.

El aumento de la proporcion o contenido de relleno o carga en un composite,

generalmente, se relaciona con una mejora de las propiedades mecéanicas del mismo. En el
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presente caso, la hidroxiapatita (HA) posee otras propiedades tales como: capacidad de generar
osteointegracion, osteoinduccion’® y un alto grado de biocon‘apatibilidad166 por lo que es de
esperar que un aumento en el contenido de HA en el composite no solo mejore sus propiedades
mecanicas, sino también el resto de propiedades que hace de ella un relleno con caracteristicas

especiales.

Se ha descrito que un incremento de la carga de HA en composites quirtrgicos, mejora
notablemente la integracion del implante en la zona de aplicacion y disminuye el tiempo de
recuperacion del paciente con respecto a zonas de control donde se ha empleado una menor

cantidad de HA en el material implantado’®’.

Por otra parte, se ha comprobado que un aumento de la carga en este tipo de
biomateriales no solo acelera el proceso de integracion del implante en el organismo humano,

sino que ademas disminuye el rechazo por parte de este' .

Con vistas a obtener composites con un alto contenido de HA, se decidi6 tomar como
geles de partida los obtenidos con un 15% de CHI, con respecto al AA, y con una relacion
AAH,0 del 50:50. La razén de elegir este gel en concreto estuvo basada en su baja viscosidad,
ya que intuitivamente pensamos que la “mojabilidad” y admision de mayor contenido de carga

se verian favorecidos por esta composicion del gel.

La incorporacion de cantidades en peso de HA inferiores al 40% daba lugar a materiales
con una consistencia parecida a la de la pintura viscosa. A partir de contenidos del 40%
superiores, se obtuvieron unos materiales con una consistencia similar al de una masilla,
facilmente manejable y moldeable, de aspecto homogéneo. Al aumentar el porcentaje de HA por
encima del 40%, la consistencia del composite obtenido era cada vez mayor, hasta alcanzar un
60% de carga. Por encima de este valor en peso del relleno se obtenian unos materiales de
aspecto arenoso y dificiimente manejables, ya que durante su preparacion se segregaban
particulas a medida que se aumentaba el contenido en HA, hasta obtenerse materiales totalmente

disgregados.
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Ante estas observaciones, en cierta forma subjetivas, se decidio utilizar los composites
obtenidos, con proporciones en peso de HA de 40 al 60% para estudiar su comportamiento bajo

irradiacion.

Fn la Figura 19 y Tabla 6 se recogen los resultados obtenides para la R, en estos
composites al variar el contenido de HAP, preparados por los métodos en estudio. Como
podemos observar, al disminuir el contenido de relleno en los composites aumenta el valor de la

Ry, cualesquiera que sea el método de preparacion empleado.
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Figura 19.- Dependencia de la R, con la variacion del contenido de HA para los composites

preparados mediante los diferentes métodos en estudio.

Estos resultados son explicables sobre la base de la teorfa de las tres fases para
composites (TTFC)'*' Dicha teorfa considera que en un composite existen tres fases
perfectamente distinguibles: la carga o relleno, la matriz o parte organica, y la mesofase
(interface). El elemento principal de esta teoria es la tercera fase, una pelicula hibrida entre las
fases organica e inorganica, donde tienen lugar los fenémenos de transicion entre las propiedades

de estas, lo cual caracteriza la efectividad de la interaccion entre relleno y matriz.
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Tabla 6.- Resultados obtenidos para la R, con la variacion del contenido de HA en los

composites preparados.

" R, 10° (moliLs)

%HA (en peso) R - o _ S
Método I Método I Meétodo 1
40 369+04 440 +£03 191202
435 349+04 429+04 143+£02
50 3371204 387+04 136403
55 307+04 357+05 13.1£03
60 30.1 £0.7 1794038 96+03

La mesofase se genera alrededor de las inclusiones de la particula, y se considera como
una pelicula de espesar definido y caracteristicas homogéneas. Algunas propiedédes de la
mesofase, como su densidad y viscosidad, son generalmente mayores que las de la matriz
organica; esto conduce a un decremento en la movilidad y difusion de los radicales y por tanto en
los valores de k,, por lo que los valores de la R, disminuyen. Si tenemos en cuenta que al
aumentar el contenido de relleno aumenta la cantidad de mesofase presente, y conociendo que un
incremento de esta produce un decremento en la velocidad de polimerizacion debido a la alta
viscosidad y baja movilidad molecular de los radicales en esta fase se pueden explicar los valores

obtenidos.

Es de destacar que en el caso de los composites IT el paso de un 55% a un 60% de HA
conlleva a una disminucion brusca de la R, encontrandonos que para el resto de compaosiciones
en relleno las velocidades que presentan estos composites son superiores a las que presentan los
composites preparados por otros métodos, manteniendo una correspondencia con los valores que

se obtienen para los respectivos geles de partida.

Este comportamiento hecho corrobora la idea de que la homogeneidad de la matriz
influye positivamente sobre la cinética de polimerizacién en este tipo de materiales. El paso de
un 55% a un 60% produce un aumento de la heterogeneidad de los materiales y por consiguiente

el medio de reaccién se hace mas discontinuo, al tiempo que la aglomeracion de particulas de
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HA segregadas presenta un efecto pantalla frente a la transmision de la luz en ¢l interior dei

material lo cual conlleva al aumento de los valores de 1%y,

Para estas mismas muestras, en la Tabla 7 se recogen los valores de R, vy el GC a los 4

minutos de irradiacion en funcién del contenido de HA.

Tabla 7.- Resultados obtenidos para la R,” y el GC con la variacién del contenido de HA

en los composites preparados.

Método 1 Método Tl Método 111

%HA Ry GC R, GC R, GC

(10° moliLs) (%) | (10°moVLs) (%) | (10°molLs) (%)
40 350405 80%3 | 411+04  88+4 | 227+£04 5512
45 284403 7544 | 351404  81%3 19803 4842
50 271404 7142 | 34005 7743 | 184+02 4512
55 256404 6842 | 335405  73&3 | 172402  40%2
60 247403 6542 | 251404 5242 | 110%01  37%1

Como podemos observar, tanto la ,"" como el GC tienen la misma tendencia mostrada
anteriormente. El hecho de que el aumento del contenido de carga aumente la heterogeneidad del
medio hace que la extension de la reaccion sea menor por lo que la velocidad, cuando el proceso
de difusién de radicales libres es el que gobierna el proceso de polimerizacion, disminuye por la
menor movilidad de estos radicales con respecto a composites con un menor contenido de
relieno y por consiguiente la conversion de monomero a polimero se ve afectada de igual

manera.

3.4.2.- Influencia del contenido de CHI y del método de preparacion.

Tnicialmente se realizé un estudio del comportamiento bajo irradiacion de los composites
preparados con un 60% de HA, con el fin de determinar la influencia del contenido de CHI y del

método de preparacidn sobre diferentes pardmetros cinéticos de interes.
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Con el fin de facilitar su comprension, en la Figura 20 se muestran, a titulo de ejemplo,

solo las curvas cinéticas obtenidas bajo irradiacion con los composites preparados mediante el

método I al variar el porcentaje de CHI De las partes lineales de estas curvas se calcularon las

correspondientes velocidades de polimerizacion (K,), cuyos valores, junto con los obtenidos para

los otros métodos de preparacion, se recogen en la Tabla 8.

Conversién (mol/L transformados)

1.6
1.4
1.2
LO:
06-
o.s—n

0.4

0.2 4

};de(}ﬂ
; e 15

0.0
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T T T ¥
80 100 120

T T T
160 180

Figura 20.- Curvas cinéticas obtenidas para los composites preparados por el método I

variando el por ciento de CHI y manteniendo constante el contenido de HA.

Tabla 8.- Resultados de ka R, para los composites de HA obtenidos mediante los diferentes

% CHI

10
15
20
25
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métodos de preparacion.

: Rp103(m01/LS) e

‘Método 1 Método 11 Método Il
264505 130%0.5 83403
301407 17.0+0.7 9.6+03
273407 172407 12,1404

20.8+0.7

12707
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Todos los composites muestran un comportamiento simifar bajo irradiacion: a una etapa
inicial de retardo, dentro de los 10 a 20 segundos de irradiacidn, le sigue una velocidad de
polimerizacion inicial alta, seguido de un decremento de la actividad de polimerizacion alrededor
del minuto de irradiacion, aparentemente debido a la vitrificacion que sufre el sistema con el

aumento de la extension de la reaccion.

De las experiencias realizadas se deduce que en ¢l caso de los composites preparados por
los métodos 1y II la R, aumenta ligeramente hasta el 15% de CHI y después disminuye. En el
caso de los composites preparados mediante el método 111, la R, aumenta hasta el 20% de CHI,
disminuyendo posteriormente. Al comparar los valores obtenidos con los composites preparados
por los tres métodos encontramos que, en todo el intervalo de porcentajes de CHI estudiado, los
valores de velocidad de polimerizacion que se obtienen para los composites 1 son superiores al

resto.

Estos resultados parecen indicar que la homogeneidad que presentan estos materiales
juega un papel fundamental sobre la cinética de fotopolimerizacion. Al aumentar el contenido de
CHI, la heterogeneidad def medio aumenta en todos los composites preparados. Este aumento de
las imperfecciones del material provoca discontinuidades, lo cual trae como consecuencia una
disminucién en la movilidad y difusion de los radicales en el medio de polimerizacion y, por

tanto, de la R,

Este aumento de la heterogeneidad del material se pone de manifiesto a partir del 15% de
CHI, en el caso de los composites I y II, y a partir de un 20% de CHI, para el caso de los
composites 111, relacionable con la fluidez de los geles de partida, como se ha demostrado en el
Capitulo anterior. En la Figura 21 se muestran de forma comparada, los valores de la &, de los

composites preparados por los diferentes métodos, con respecto a los geles de partida.

En este caso, en el que los composites preparados contienen el maximo de relleno, es de
esperar que toda, o casi toda, la matriz organica este formando parte de la mesofase y por tanto
se produzca una disminucion de los valores de la R, con respecto a la matriz sin relleno, como se
obtiene en el caso de los composites 11y III. Sin embargo, los composites preparados mediante el

método I presentan una tendencia opuesta, excepto para un contenido de CHI del 25%. Este
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comportamiento, aparentemente andomalo, parece ser relacionable con los fenomenos fisicos de

interaccién de la luz incidente con el material'”".

30
25
20
15
10

- Geles

25 .,
Composites

20

Rp(103 mol/Ls)

1%

10

15 20 30
Contenido de CHI (%)

Figura 21.- Comparacién de la R, entre geles y composites, con un 60% de HA, preparados

mediante los diferentes métodos empleados.

La dependencia de la velocidad de fotopolimerizacion, Ry, con la intensidad de luz

absorbida, /,, viene dada por la ecuacion general:

k s
i{p = ];m(‘")n? [M Kq}i'[a)on

{

donde :

[/M] = concentracidn del monomero.
k,y k= constante de propagacion y terminacion respectivamente.
¢ = rendimiento cuantico de imciacion.

1, =intensidad de luz absorbida.
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Es sabido que en sistemas heterogéneos, como los aqui estudiados, las particulas de
relleno interactuan dpticamente con la luz incidente, produciendo fendémenos de reflexion y
dispersion en la masa del sistema irradiado. Asi pues, ademas de los clasicos procesos de
absorcion-trasmision, en un medio heterogéneo este tipo de interacciones de la luz incidente con
la carga o relleno (reflexion y dispersidn), implica que el recorrido de la luz dentro del material
(camino dptico) aumenta, con respecto al recorrido por la luz en un medio homogéneo, en el que

coincide con el espesor del material respecto a la normal de la luz incidente.

Teniendo en cuenta que la luz absorbida, /., viene determinada por la expresion general
derivada de la ley de Lambert-Beer, un aumento del camino Optico, /, se traducird en el
correspondiente aumento de la intensidad absorbida y, por consiguiente, de la velocidad de
polimerizacion, de acuerdo a las anteriores expresiones. Puesto que los fendmenos de reflexion y
dispersion de la luz son dependientes de la naturaleza, proporcion y tamafio de particula de la
carga, dichos procesos tendran una relacion directa, en el presente caso para una misma carga,

con el estado de agregacion de las particulas,

En general, un aumento de la carga por encima de un determinado valor, conduce a la
formacion de agregados de particulas, de forma que actian de “pantalla” frente a la luz

incidente; lo cual impide su propagacién en el interior de la muestra irradiada.

St partimos del hecho, demostrado anteriormente, de que la viscosidad que presentan los
geles muestran la siguiente tendencia: geles II > geles 1 > geles 111, al adicionar la méaxima
cantidad de relleno este queda mejor disperso en el caso de los geles 111 que en los demas, por lo
que el camino 6ptico en esos composites aumentard respecto a los preparados mediante los
restantes métodos, tal y como se muestra, idealmente representado en la Figura 22, a la vez que
se incrementa la cantidad de parte organica que pasa a la mesofase. Por lo tanto, los composites
preparados mediante el método I se encuentra en una situacidn intermedia en cuanto a estos
parametros. Como hemos explicado, estos dos factores tienen efectos opuestos sobre la cinética
de fotopolimerizacion. El aumento del camino Optico trae consigo el aumento de la R, y el
incremento de la mesofase la disminuye, por lo que se establece un compromiso entre estos

factores a la hora de analizar el comportamiento cinético a cada composite en concreto.
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BE particulas de HA
L =camino oplico aparente
= parte organica

= caming oplics real
Figura 22.- Aumento del camino 6ptico en los composites preparados.

En el caso de los composites I, el aumento del camino éptico tiene mayor peso que el
incremento de la mesofase, por lo que los valores de la R, son mayores que los del
correspondiente gel de partida. En el caso de los composites Il y ITI el factor que predomina

sobre la cinética de fotopolimerizacion es la mesofase lo cual explica Jos resultados obtenidos.

Para confirmar esta hipdtesis, se calculod el camino dptico para cada contenido de CHI, en
cada uno de los métodos de preparacion, tomando como camino optico en el caso de los geles el
espesor de fa muestra empleada en los ensayos cinéticos (0.15 cm). Para realizar este calculo se

parten de dos premisas:
a) Tanto los valores de &, como de k;, asi como el de ¢, son iguales o similares en los

geles y composites correspondientes, por tanto fa relacion de velocidades entre ambos

medios puede expresarse como:
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RN I
R}? = K](,-OIS por tanto ( pewnp L deomp
L ]g.”ge', ]

age!

donde:

K = constante.

Rpeomp = velocidad de polimerizacion del compaosite.
Ryeer = velocidad de polimerizacion del gel.

Lacomp = intensidad absorbida por el composite

Iger = intensidad absorbida por el gel

b) Atendiendo al hecho de que en los casos en estudio el valor de la Abs = 0.1 y que
tanto para geles como para composites /o, ¢ v & son iguales la relacion que describe la
relacion de intensidades de luz absorbida (/,) de composites y geles se puede escribir

como:

I

acomp _ “eomp

ot

agel gel

donde:

Lacomp = intensidad de Juz absorbida por el composite.
I = intensidad de luz absorbida por el gel.
Leomp = camino optico del composite.,

Lger = camino optico del gel

Conociendo el valor de R, obtenidos para el caso de geles y composites y del camino
bptico para el caso de los geles (0.15 cm) podemos calcular, a través de las expresiones
anteriores, el camino dptico promedio correspondiente a cada uno de los composites estudiados.

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 9.- Resultados de la determinacion de L.y, promedio para los diferentes composites.

Camino 6ptico promedio {cm)

o
o e Método 1 Método II Método 111
10 036 0.06 0.04
15 039 0.11 0.05
20 0.22 0.07 0.06

25 0.11 0.04 0.05

De estos valores se desprende que, en el caso, de los composites 1, los valores del Leop
promedio son superiores al valor del camino optico de los correspondientes geles, para
contenidos de CHI del 10 al 20%. Su disminucion para el mayor contenido de CHI es explicable
basandose en la agregacién de particulas de HA, cuyo tamafio presenta el efecto pantalla antes

mencionado.

Para los composites 11 y II1 los valores calculados para el Le,, promedio guardan un
paralelismo con los correspondientes valores de velocidad, aunque en todos los casos dichos
valores son inferiores al camino optico correspondiente al gel. Hay que seflalar que en estos
calculos no se ha tenido en cuenta el efecto debido a la presencia de la mesofase, de accion
opuesta a la del aumento del camino Optico, y que para el caso de estos composites I y Il
prevalece, con velocidades de polimerizacidn inferiores a las obtenidas con sus correspondientes

geles.

Otros parametros cinéticos de interés, como la velocidad de polimerizacion en la segunda
etapa, R,”’, que comienza aproximadamente a los 60 segundos de iniciada la irradiacion y el
grado de conversion (GC) que se alcanza a los 4 minutos de iniciada la irradiacion se recogen en

la Tabla 10.
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Tabla 10.- Resultados de la R, y el GC para los composites preparados.

Métodol I Método I Meétodo 11t
% CHI R GC R, GC R,” GC
(10° mol/Ls) %) | (10° mol/Ls) (%) (10° mol/Ls) (%)
10 203+ 02 6242 | 205+ 02 44k 82 + 0.1 31+ 1
15 2474 03 65+ 2 251+ 04 52%2 110+ 0.1 374 1
20 206+ 03  S6+2 | 219+ 04  49%3 1314 0.1 514 2
25 1724+ 05 49+ 3| 194405 47%3 | 1274 0.2 41+ 2

Los resultados obtenidos en el caso de la R, muestran la misma tendencia, con el
aumento del contenido de CHI, que los obtenidos para la velocidad de polimerizacion inicial, por
lo que podemos decir, en un principio, que el grado de homogeneidad en la distribucién de la
carga sigue jugando un papel fundamental en estos sistemas complejos. Sin embargo, es de
destacar que en todo el intervalo estudiado los valores de R, son superiores a los obtenidos para

fos geles de partida tal v como se muesira en la Figura 23 para el caso de los composites I.

Geles |

30 —
[ Composites

25 ~

—~ 20+

%3

(10* moliLs
8
a1

R
I
-
(=
B |

15 20 30

Contenido de CHI (%)

Figura 23.- Comportamiento de la R,”” para geles y composites preparados mediante el
método L.
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Este resultado parece indicar que en la matriz polimérica de los composites es decisivo el
fendémeno de vitrificacion del sistema que tiene tugar en los geles y, por consiguiente, el proceso
de polimerizacion alcanza una mayor extension en este caso. Si tenemos en cuenta que el
proceso de polimerizacion en los composites ocurre en la vecindad de las particulas del relieno
que estan recubiertas por la parte organica y que este relleno actia difundiendo la luz, como se
ha explicado anteriormente, €s razonable el pensar que el proceso de polimerizacion se vera
favorecido en toda la masa del composite, lo que influye de forma proporcional sobre la
velocidad global de polimerizacién. Al analizar los valores alcanzados por el GC se confirma lo
anterior (Tabla 10). Para todos los materiales preparados, el valor obtenido es superior al
alcanzado por los correspondientes geles de partida, lo cual es una consecuencia directa del

aumento de la conversion favorecida por el papel del relleno como difusor de la luz incidente.
3.4.3.- Influencia del contenido de Acido Acrilico.

Una vez analizados los resultados descritos anteriormente y teniendo en cuenta que el
grado de homogeneidad del medio parece jugar un papel fundamental, se fijo una composicion
de CHI e HA y se varié nicamente la cantidad de AA presente en el composite, con el fin de
esclarecer su influencia sobre la cinética de fotopolimerizacion del material. La formulacion
escogida fue la misma que la mencionada en la seccion anterior en cuanto al contenido de CHI y
se vario la relacion AAH,0 desde un 40:60 a un 60:40, manteniéndose constante la cantidad de
HA en un 60%. Las composiciones estudiadas se muestran en la Tabla 11. En todo momento se
mantuvo constante e igual a 1% en peso el contenido de CQ con respecto al mondmero en

estudio.

Tabla 11.- Composicion de los composites con un 15% de CHly un 60% de HA variando ia

concentracion de AA.

L Muestm AAH:Q [AA](mOI/L) [CQ](mol/L) ‘
2 50:50 6.37 0.0275

3 60:40 1.47 0.0324
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Al preparar estas formulaciones se observé como a medida que se aumentaba la
proporcion de AA presente en los composites, preparados por un mismo método, la
homogeneidad del material era mayor, encontrandose que el composite que contiene mayor
cantidad de AA posee una mayor homogeneidad que los composites preparados con menor
cantidad de este monémero. Con el fin de confirmar esta apreciacion se realizo un estudio optico
de los composites preparados mediante el método I, al variar el contenido de AA, mediante

microfotografias de su superficie, tal y como se muestra en la Figura 24.

(2) (b) (c)

Figura 24.- Composites preparados mediante ¢l método 111 variando el contenido de AA'y
manteniendo constante el por ciento de CHI ¢ HA.

(a) con un 40% de AA (b} con un 50% AA (c) con un 60% de AA.

En dichas imagenes se puede apreciar como a medida que aumentamos la concentracion
de mondmero, en el sistema, el material final presenta una estructura mas continua y homogénea,
en donde toda la HA utilizada como relleno esta recubierta totalmente por la red del gel. Al
disminuir el contenido de AA, la HA tiende a formar grumos y a presentar discontinuidades,
incluso con un 40% de AA se detecta claramente la presencia de aglomerados de particulas de

HA segregadas del gel.

Con respecto a los diferentes métodos de preparacion no existen diferencias apreciables
en cuanto a su manipulacion y homogeneidad. Sin embargo, los composites preparados mediante
el método I mostraban una mayor heterogeneidad que sus homélogos preparados por los
restantes métodos. Es de destacar que estas diferencias eran igualmente menos marcadas al ir

aumentando el contenido en mondmero.
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Los resultados obtenidos al irradiar los diferentes composites se recogen en la Tabla 12.
Vemos como el aumento del contenido de AA trae consigo un aumento de la R, para todos los
métodos utilizados, como, en principio es logico de esperar teniendo en cuenta que el aumento
de la concentracion de monomero determina de forma directamente proporcional el valor de la
velocidad de polimerizacion. Los resultados obtemidos, con respecto a los métodos de
preparacion, siguen la tendencia mostrada con los recogidos para la variacion de CHI, aunque

siempre los valores en el caso de los composites I son superiores.

Tabla 12.- Resultados de R, para los composites preparados variando el contenido de AA.

R, 10° (mol/Ls)
.

Muestra . . .
Meétodo 1 Meétodo 1 Meétodo 111
1 204 +08 150+08 59+03
2 30.1+0.7 179+08 96+03

3 60.4 £0.2 554406 268+ 03

Hay que tener presente que, a medida que aumentamos la concentracion de AA en los
composites preparados, aumenta ligeramente tambien la concentracion del sistema de (Tabla 27),
lo cual conlleva el que se genere una mayor cantidad de radicales por lo que también puede
existir una contribucién en este aspecto al valor de R, Estos resultados de velocidad de
polimerizacién también mantienen esta tendencia a tiempos de irradiacion mayores. En la Tabla
79 se observan los resultados obtenidos para la R, ", calculada en i intervalo de tiempo entre los

60 v los 200 segundos de irradiacion.

Tabla 29.- Dependencia de la Rp’“ con la variacion del contenido de AA en Jos composites.

Rp‘ - ] 03 (.xnoi/Lé).

Muestra © MétodoT  Método Il  Método Il
1 16.0 % 0.5 153+ 0.7 6.4+ 03
2 24703 25.1 % 0.4 11.0+01

3 32103 373+04 23.8+0.1
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Vemos como también con el incremento del contenido de AA aumenta los valores de
R,", lo que parece indicar que el sistema no ha vitrificado aun a las conversiones alcanzadas a
estos tiempos de irradiacién. De igual forma, la confirmacidn de este comportamiento se deduce
de los resultados obtenidos para el grado de conversidon (GC) aicanzado a los 4 minutos de

irradiacion, tal y como se muestra en la Figura 25.

Observamos como con el aumento del AA en los composites la conversion de mondmero
a polimero aumenta paralelamente. Este comportamiento refleja que el sistema no ha vitrificado,

tal y como indicamos al analizar los valores de la velocidad de polimerizacion R,

Método |

™™ Meétodo i

Método i

80 —

70 A

GC (%)

50
Contenide de AA (%)

Figura 25.- Dependencia del GC con el contenido de AA en los composites preparados

mediante los métodos en estudic manteniendo constante el porcentaje de CHI ¢ HA.

El valor del GC final es determinante desde el punto de vista de las propiedades finales
de cualquier composite. Un mayor GC trae consigo, generalmente, un aumento de las

"2y, lo que es también importante desde el punto de vista

propiedades fisicas y mecanicas
aplicado, se reduce el nivel de citoxicidad y genotoxicidadm que potencialmente pueda
presentar el matertal final, al existir menor cantidad de mondmero libre residual en el sistema

que pueda migrar hacia el medio en el que es implantado.
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Como conclusion parcial podemos decir que el aumento del contenido de AA presente en
estos composites, para el intervalo de concentraciones estudiado, da lugar a un aumento de la
velocidad de polimerizacion del sistema sin Hegar a vitrificar el medio, lo cual permite que el
grado de conversion aicanzado aumente al pasar del 40 a un 60% de AA, lo que se reflejara en
las propiedades finales del material. Asi pues, este comportamiento es debido tanto al aumento
de la velocidad de polimerizacion, que es directamente proporcional al valor de la concentracion
de HA, ast como por el aumento del grado de homogeneidad del composite al aumentar la

concentracion de AA en el sistema.
3.4.4.- Influencia de la naturaleza del relleno.

Una vez estudiado el comportamiento cinético de los composites con carga de HA
estudiamos la influencia del proceso de modificacion superficial del relleno sobre los mismos
parametros estudiados. Para este estudio se escogid nuevamente un gel preparados mediante el
método I1 v con un contenido de CHI igual al 15% respecto al monomero y con una relacion
AAH,O 50:50. A este gel se le afiade un 50% de las diferentes HA modificadas y se estudia su
comportamiento bajo irradiacién, a una intensidad de 0.26 mcal/seg, en comparacion con los

resultados obtenidos para la HA sin modificar. En la Tabla 13 se recogen los valores obtenidos.

Tabla 13.- Resultados de cinética de fotopolimerizacién de los composites preparados con

las HA funcionalizadas.

Tipoderleno  R,(10°mollls) A, (10°molLsy  GCE4)

HA 387 £0.4 34.0 +0.5 77+3
HAS 63404 54404 24+ 4
HA-Cit, 402 +0.7 21.9+0.9 7349
HA-Succ, 10.4 0.7 55+0.5 27+8
HA-Acr. 8.8 +0.6 75+0.5 24 %2

HA-Metac. 79407 77105 3447

Los valores obtenidos para la R, en el caso de los rellenos HA-Acr, HA-Metc, HA-Succ y

HAS son similares, debido a que toda la parte orgamica de estos composites se encuentra
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presente en la mesofase. Esto significa que los valores de las constantes cinéticas, &, y &, tienen
valores iguales en estos materiales. Sin embargo, existe una pequefia disminucién en el caso de
la HAS lo cual puede explicarse debido al mayor tamaiio de particula que esta presenta,
relacionable con los efectos opticos que se originan. Estos resultados se confirman al analizar los
valores de R, y del GC para estos mismos materiales. Sin embargo, en el caso de los
composites preparados con HA-Cit, los valores cinéticos que se obtiene son superiores a los
obtenidos para todas las HA modificadas e incluso ligeramente superior, en el caso de la Ry, a la
del relleno sin modificar. Esto indica que en estos composites la cantidad de matriz organica
presente en la mesofase es menor que en sus homologas. Los factores que afectan,
fundamentalmente, el tamafio de la mesofase en los composites son dos: la magnitud de la

interaccion relleno-matriz organica, v el area interfacial que existe entre la matriz y el relleno.

En este caso y teniendo en cuenta que el tamafio de particula es similar, excepto para la
HA-Acr, en todas las HA modificadas es la interaccion entre el area de la particula y la matriz
orgamica el factor que mas afecta a la mesofase. La HA-Cit presenta una menor area superficial
(22.8 m*/g) como resultado del proceso y grado de modificacion, por tanto la interaccion que se
alcanza es mas débil que en los otros casos y la mesofase es menor. Por otra parte, al comparar
los resultados obtenidos para la R, de los diferentes rellenos con respecto a la HA podemos
observar que, excepto en el caso de la HA-Cit, todos los valores obtenidos son inferiores. Este
comportamiento es logico de esperar ya que, como hemos mencionado anteriormente, el proceso
de modificacion trae consigo un aumento de la mesofase presente en los composites. En el caso
de la HA-Cit este aumento de R, no se produce debido a la disminucion de su area superficial, y

por tanto un aumento de la densidad de la carga, en un 50%, con respecto a la HA.

Como conclusién de este apartado se puede decir que el comportamiento de la K, en los
composites estudiados se puede explicar a través de los factores de interaccidon entre matriz y
relleno, (que crea un espacio intermedio denominado mesofase) donde la alta viscosidad y la
menor movilidad de los radicales causa una disminucion de la R, y los efectos de aumento del
camino Optico que provocan las particulas que inciden directamente sobre la cantidad de luz
absorbida vy por tanto aumenta la R,. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el aspecto
cinético se decidi6 utilizar, unicamente, la HA-Cit como relleno para la preparaciéon de

composites, por los diferentes métodos empleados, utilizables en el estudio de sus propiedades.
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3.5.- Propiedades fisicas de los composites.
3.5.1.- Determinacién de la temperatura maxima de polimerizacion (Tmax)-

Como se ha demostrado a lo largo de este trabajo, €l proceso de fotopolimerizacion de
estos composites es un proceso exotérmico. Debido al caracter exotérmico de la reaccion de
polimerizacion, la temperatura del material aumenta, encontrandose que mayores velocidades de
polimerizacion conducen a un aumento de la temperatura maxima (Tmax) del proceso'”. El valor
de la temperatura alcanzada por un material impiantable es uno de los parametros fisicos que
reviste mayor importancia a la hora de validar un material con este fin. Un aumento de la
temperatura en el lugar del implante, superior a los 70 °C, provoca la necrosis del tejido
circundante e incluso la del propio hueso, lo cual favorece su rechazo por parte del organismo,

molestias al paciente y el fallo total del implante.

Por esta razén, consideramos imprescindible el determinar dicha temperatura para el caso
de los composites estudiados. En fa Figura 26 se muestra la evolucion de la Tuax en el tiempo
con respecto al contenido y naturaleza de la HA utilizada como relleno en los composites
preparados mediante el método IL Los resultados obtenidos para este y los restantes meétodos se

recogen en la Tabla 14.
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Figura 26.- Evolucion de la temperatura durante el proceso de fotopolimerizacion de los
composites preparados mediante el método H variando el contenido y naturaleza del

relleno.
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Tabla 14.- Resultados de la T, obtenidos para los composites preparados variando el

contenido y {a naturaleza del relleno,

e i“n'm (°C)
HA (%)  Composite HA Composite HA-Cit
MétodoI  Métado 1T  Método II1 | Método1l  Método I  Método Il
40 31.8 32.0 30.2 32.8 33. 313
45 304 30.7 29.2 31.7 325 30.1
50 284 28.6 274 29.8 31.0 28.0
55 26.1 27.5 25.1 26.6 293 25.7
60 25.7 25.0 248 256 263 242

Como podemos observar los mayores valores de Tyay se obtienen en el caso de los
composites preparados utilizando como relleno HA-Cit y mediante el método 11, siendo el valor
maximo alcanzado de tan solo 33.3 °C. Teniendo en cuenta que la temperatura a la cual se inicia
la polimerizacion fue tan solo de 20 °C, vy que la temperatura corporal es de 37 °C, la
extrapolacion de los resultados obtenidos son alentadores, ya que ninguno de los materiales
preparados sobrepasa la temperatura de necrosis de tejidos, por lo que, desde este punto de vista,

pueden ser utilizados como implantes.

Las pequefias diferencias encontradas entre ambos rellenos es esperable, ya que en los
composites preparados con HA-Cit, la cantidad global de masa monomérica, gel en este caso, es
superior a los materiales preparados con HA sin modificar, por lo que la cantidad de calor que se
libera es superior, fo cual esta en concordancia con los valores de la R, obtenidos para ambos
casos. Un razonamiento similar es aplicable al analizar el comportamiento de la Tamax con el
aumento del contenido de relleno, donde observamos como, independientemente del relleno

utilizado, la temperatura alcanzada disminuye.

3.5.2.- Determinacion del por ciento de dobles enlaces residuales (YoDER).

La conversion de dobles enlaces en matrices poliméricas, de forma general, nunca alcanza el
100 por ciento'”. Ello es debido a la formacion de un enrejado tridimensional muy viscoso durante
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el proceso de propagacion de la polimerizacion, en el que quedan atrapadas moleculas del
mondmero que no han reaccionado. Por la misma razén en la matriz polimerizada, en el presente
caso, quedan cantidades de mondmero residual, causa principal de la potencial toxicidad de los

biomateriales de naturaleza acrilica.

El grado de conversion se determina, generalmente, mediante la Espectroscopia Infrarroja
con Transformada de Fourier (FTIR). Esta técnica se basa en la determinacion de la disminucion de
Ia absorbancia del doble enlace correspondiente a los mondmeros acrilicos, entre los 810 - 820 e,
durante el proceso de polimerizacion, con respecto a una banda de referencia. La cantidad de estos
grupos sin reaccionar 0 DER se expresa, como porcentaje con relacion al numero total de grupos

acrilicos en el material de partida, sin polimerizar'™*.

En materiales compuestos, la determinacion espectroscopica esta dificultada por la
presencia en los espectros de las bandas correspondientes al relleno. Ademas, en este caso, el
factor de viscosidad se reduce, ya que aunque a pequefios contenidos de HA la viscosidad del
composite se incrementa bruscamente con respecto al gel, dicha viscosidad permanece casi

invariable con respecto a mayores contenidos de carga para el mismo sistema.

En este estudio se prepararon composites a partir de geles con un 15% de CHI con
respecto al AA, obtenidos mediante los diferentes métodos en estudio, v se estudio la
dependencia del %DER con respecto a varios parametros como: variacion del contenido de carga
desde un 40 a un 60%; naturaleza del relleno empleado (HA y HA-Cit). La determinacion del
%DER se realizo tal y como se describe en el Capitulo IV seccién 4.5.7. En la Tabla 15 se
recogen los resultados obtenidos, para un tiempo de irradiacion inicial de 2 minutos, solo para

los composites preparados utilizando HA.

De forma general, para todos los métodos de preparacion utilizados, el aumento del
contenido de HA conlleva un aumento del %DER, lo cual esta en concordancia con los
resultados de la cinética de polimerizacidn de estos materiales. Al elevar el porcentaje de carga,
la velocidad de polimerizacion disminuye, por los efectos de la mesofase y de “pantalla” antes
mencionados, v esto trae consigo que la conversion de monémero a polimero tenga una menor

extension.
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Tabla 15.- Determinacion del %DER en los composites preparados mediante los diferentes

métodos, variando el contenido de HA y el medio de polimerizacion,

: jj')ER'(%')' I
HA (%)  Méodol |  Métodoll | MétodoTll
Seco H,O seco H,O seco H,O
40 1242 8§+1 4+2 541 24+ 1 1741
45 1641 1242 17£2 194 ] 25+1 1741
50 212 1741 3343 2241 26+2 192
55 3842 24+ 2 S0+2 14%2 2841 20042
60 46 4 2 27+2 60+ 4 162 301 2242

Al analizar la influencia del medio encontramos que, de forma general, los valores
obtenidos en medio acuoso son menores que los obtenidos en medio seco. Estos resultados son
explicables sobre la base de que en presencia de agua el monémero sin polimerizar y las cadenas
de bajo peso molecular del polimero migran hacia el medio, por lo que en la determinacion del
%DER los valores obtenidos son inferiores. Es de destacar que en el caso de los composites 11
ios valores obtenidos en medio acuoso para gl caso de las formulaciones con un 55% y un 60%
de HA son inferiores a los obtenidos para un 50% de relleno. Este resultado, aparentemente
anomalo, lo cual lleva a pensar que el tipo de red tridimensional formada durante el proceso de
polimerizacidén es menos densa a mayores contenidos de HA y por tanto el mondomero sera mas

facilmente extraible en medio acuoso.

Al comparar la dependencia del %DER con los métodos empleados en este estudio
observamos que, para el intervalo entre un 40 y un 45% de HA, los valores mas bajos se
obtienen para el caso de los composites 11, lo cual puede explicarse si tenemos en cuenta que la
velocidad de polimerizacion en el segundo tramo, R,”” {Tabla 13), es superior a las obtenidas por
los restantes métodos. Sin embargo, a partir de un 50% de HA los valores de %DER son
menores para el caso de los composites 111, Hay que tener en cuenta que los composites
preparados mediante este método son los més faciles de manipular, debido a su mayor grado de
homogeneidad y/o viscosidad, lo que conlleva a que el proceso de vitrificacion en estos

materiales se alcance a mayores conversiones que los preparados por los restantes metodos. Este
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hecho explica que al cabo de las 24 horas de comenzada la polimerizacion la conversion de

monomero a polimero sea superior en estos composites.

Un analisis de los resultados obtenidos muestra que los altos valores de %DER que se
obtienen en el caso de los composites Ty 11, para altos contenidos de HA, lo cual hace poco
recomendable su uso como material de implante, ya que la cantidad de monomero residual que
queda en estos composites es elevada y por consiguiente su potencial toxicidad aumenta. Sin
embargo, la fotopolimerizacion del material se llevo a cabo con una intensidad de juz incidente
clevada, alrededor de 3 mcal/s, lo cual conlleva una rapida vitrificacion de la matriz
monomérica, que también aumenta por el alto contenido de carga, y que el espesor de la muestra
es superior a los 3 mm, lo que hace que la luz no llegue de forma uniforme a todo el material y

por tanto la polimerizacién no transcurra con igual extension.

Es por ello, y teniendo en cuenta que en este tipo de materiales uno de los objetivos
fundamentales es aumentar e] contenido de HA, por sus caracteristicas de biocompatibilidad y de
induccién a la osteointegracion del implante al organismo humano, por lo que se recomienda su
utilizacion en situaciones que requieran poco cantidad y/o espesor de material e intensidades de
luz incidente menores para que el proceso de conversion sea mayor. Por otra parte, se realizo un
estudio de la influencia de la modificacion superficial de Ta HA sobre la conversion. A tal fin, se
prepararon composites por el método 1 utilizando como relleno HA-Cit en el mismo intervalo de

porcentajes de carga utilizado anteriormente. 1.os resultados se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16.- Determinaciéon del %DER en los composites preparados mediante el método 11

con HA-Cit.

Contenido de HA (%) HA o HaCe
SECO .0 seco HO

40 4+2 sS4 544 643

45 17+2 19+ 1 9+3 9+3

50 3343 22+ 1 27x3 21443

55 50£2 144:2 363 2843

60 60+4 162 45£3 3243
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Vemos que en todo el intervalo estudiado los valores del %DER son inferiores cuando se
utiliza la HA modificada con citrato en medio seco. Estos resultados confirman que tanto la
velocidad de polimerizacion como la homogeneidad y/o viscosidad del medio que se alcanza en
los composites preparados con HA modificada son mayores que cuando los obtenidos con HA
sin modificar. Es de destacar que cuando analizamos los resultados en medio acuoso los valores
obtenidos para un 55% y un 60% de carga son superiores en el caso de la HA-Cit que en sus
homélogos, 1o cual indica que existe menor migracion de material sin polimerizar hacia el
medio, debido a una mayor densidad de la red tridimensional formada, asi como a la mayor

conversion que se alcanza en estos composites.
3.5.3.- Cinética de absorcién en suero fisiologico (SBF). Mecanismo de transporte.

Los procesos implicados en la difusion de pequefias moléculas de solvente en materiales
poliméricos pueden tener lugar en practicamente todas las situaciones en las cuales son utilizados
los polimeros. El control de dichos procesos presenta importantes implicaciones tecnoldgicas,
por lo que es necesario describir adecuadamente las propiedades y el comportamiento de estos

sistemas.

Es conveniente distinguir situaciones donde el equilibrio final de la cantidad de agente
difusor que adquiere fa muestra es muy pequefia, tanto que las moléculas del solvente no afectan
de forma significativa la organizacidn molecular local, como otras donde fa cantidad del solvente
induce cambios sustanciales en las propiedades del polimero, de forma que la solucion final

polimero-solvente es un material completamente diferente al polimero seco inicial.

De forma general, el proceso de hinchamiento en matrices poliméricas estd gobernado
por la relajacion de tensiones de las cadenas, como consecuencia del fenomeno de presion
osmotica que tiene lugar durante este proceso’ . Cuando un polimero se sumerge en un solvente,
el cual no provoca su disolucion, existe exclusivamente una difusion del solvente a la masa del
polimero lo cual da lugar a su hinchamiento. E! equilibrio de absorcion se alcanza cuando la
velocidad de difusién del solvente al polimero es igual a la velocidad de difusion del polimero al
medio. Este proceso puede durar minutos, dias o semanas, en dependencia de la naturaleza

quimica del polimero.
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Existen tres clasificaciones del comportamiento de hinchamiento de materiales 0 matrices

poliméricas] i

e Caso I o comportamiento Fickiano, donde la velocidad de difusion del solvente es mucho
mas pequefia que las relajaciones estructurales que ocurran en el sistema polimero-solvente.
El equilibrio de sorcion se alcanza rapidamente independientemente de los enlaces que

existan entre el soluto y el solvente.

e Caso Il o Supercaso I, como limite del mismo, es el extremo opuesto, la difusion es muy
rapida comparada con los procesos de relajacion. En estos casos, el proceso de sorcion

depende fuertemente de Ja cinética de hinchamiento.

e Comportamiento no Fickiano o anémalo. Se presenta en aquellos casos en los que las

velocidades de difusion y de relajacion son comparables.

De acuerdo a la literatura sobre el tema, la difusién anomala no Fickiana y el Caso I

. . . . ey P . 75
estan relacionadas y son consecuencia directa de la transicion vitrea del sistema’ .

El comportamiento no Fickiano o anémalo de difusion de un solvente se puede explicar
de la siguiente manera. Cuando un polimero vitreo se sumerge en un solvente, las moléculas de
este comienzan a difundirse siguiendo un frente definido a una velocidad determinada. La
presencia del solvente provoca tensiones en el material, los cuales se compensan por el aumento
del radio de giro y de la distancia extremo-extremo de las moléculas. Este incremento de las
dimensiones iniciales es un fendmeno de refajacion que no es instantaneo y puede ser descrito
como un tiempo de relajacion caracteristico. El aumento del radio de giro lieva al hinchamiento
del sistema haciendo que la interfase polimero-solvente se mueva hacia el medio, al mismo
tiempo que la interfase vitreo-caucho se mueve en direccion opuesta. Esto trae como

consecuencia que el espesor de la muestra cambie en el tiempo.

El Caso T se caracteriza por tres factores: (a) un avance nitido del frente del solvente
entre la parte del estado vitreo y la parte externa hinchada; (b) en la regidn hinchada, el gel esta

en equilibrio de hinchamiento pero, dado que esta region sufte las constricciones impuestas por
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la parte vitrea, el estado de equilibrio mencionado no debe de corresponder al mismo presente en
el gel tensionado; (c) la frontera entre el gel hinchado y la parte vitrea avanza a velocidad
constante. Como consecuencia, el aumento de peso inicial es directamente proporcional al

tiempo.

El comportamiento macroscopico de los sistemas poliméricos se pueden describir a partir
de la Ley de Fick de la difusion. Esta ley establece que el flujo del solvente es proporcional al
gradiente de su concentracion v cuya constante de proporcionalidad es el coeficiente de difusion

(1) que, de forma general, es funcion de la concentracion.

El tipo de mecanismo de transporte puede predecirse mediante la ecuacion propuesta por

Ritger y Peppas'™:

W/
donde:

W, =el peso de la muestra hinchada a tiempo t.
Wa. = el peso de la muestra inicial seca.

kyn = constantes.

Cuando esta expresion se aplica a bajos grados de hinchamiento se obtienen rectas de la
representacion del grafico In (W/W.) vs In ¢, v de los valores de su pendiente (17} se estima el
comportamiento de hinchamiento de la muestra. Para que exista un comportamiento Fickiano, el
valor de » debe oscilar entre 0.45 — 0.5. En el caso de un comportamiento anémalo los valores de
7 oscilan en el intervalo de 0.5 a 1. Si el valor de n es igual a 1 nos encontramos en el Caso Il y

i n> 1 el comportamiento corresponde al Supercaso I

En el presente estudio se prepararon composites a partir de un gel con un contenido de
CHI del 15% con respecto al mondmero y se varid, tanto el contenido y naturaleza del relleno

como el método de preparacion. El método empleado en la determinacion del coeficiente de

8
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difusién en solucion de suero fisiologico, SBF, y a una temperatura de 37 °C se describe en el
Capitulo IV, seccion 4.5.11. El solvente utilizado fue escogido sobre la base de que es uno de los
solventes que mas se asemeja, en cuanto a composicion ionica, a {os fluidos que se encuentran en
el organismo humano. Cabe sefialar que se observo, de forma general, un aumento de la

elasticidad y maleabilidad de las muestras sumergidas con el tiempo.

El grado de hidrataciéon de las muestras (/) se determind midiendo el peso de las
muestras cada cinco minutos durante la primera media hora de inmersion, y posteriormente cada

treinta minutos hasta el final del experimento (6 horas), de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Con el fin de mejorar la comprension por parte del lector de los resultados obtenidos en
este estudio, en la Figura 27, a titulo de ejemplo, se muesira solamente las curvas de absorcidon
obtenidas en el caso de los composites 11 preparados con HA sin modificar, ya que los restantes

composites presentaban un comportamiento similar.
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Figura 27.- Curvas de hinchamiento obtenidas en SBF y a una temperatura de 37 °C, para

los composites preparados mediante el método II, variando el contenido de carga.
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Como podemos observar, la forma de las curvas de absorcion obtenidas es similar. Al
inicio del experimento, la curva presenta un comportamiento lineal que va desapareciendo a
medida que aumenta el tiempo. Este comportamiento esta asociado al tiempo que necesitan las
cadenas del polimero para responder a la fuerza de hinchamiento y reordenarse para acomodar
las moléculas del solvente'®! La velocidad de hinchamiento a tiempos cortos es muy alta, lo cual
se explica por el gradiente de concentracion existente. Este gradiente va disminuyendo con el

tiempo y por tanto la velocidad de hinchamiento evoluciona hacia ¢l equilibrio.

Por otra parte, a medida que se aumenta la cantidad de HA en los composites disminuye
el valor de H al final del experimento lo cual es de esperar ya que la parte que se hincha en estos
composites, masa de gel, disminuye con el aumento del contenido de carga. Se tomo como valor
de hinchamiento final (H.) el obtenido al cabo de las 24 horas, el cual no diferia mucho del valor
obtenido a las seis horas de comenzado el experimento. En la Figura 28 se muestra la tendencia

de los valores de H.,, con el contenido de HA, obtenidos para todos los composites en estudio.
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Figura 28.- Grade de hinchamiento en el equilibrio para los composites preparados por lo

diferentes métodos en estudio y variando el contenido de HA.,

Al analizar los resultados para los diferentes métodos de preparacion, encontramos que

para todo el intervalo de HA estudiado los mayores valores se obtienen para el caso de los
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composites preparados mediante el método III. La fase organica presente en los composites,
geles de CHI/AA, es mas homogénea y menos viscosa en el caso del método HI, por ello la fase
organica queda distribuida de forma mas uniforme en el composite. Esto hace que la entrada de
solvente se vea favorecida en este caso y, por consecuencia, el material absorba mayor cantidad
de solvente. Una vez obtenidas las curvas correspondientes a cada contenido de HA, para cada
método de preparacion, se paso a determinar los valores de # a través de las ecuaciones descritas

anteriormente. Los valores obtenidos se recogen en la Tabla 17.

Tabla 17.- Anilisis del mecanismo de transporte presente en los composites preparados

variando el contenido de HA.

n

Contenido de HA (%)
Meétodo 1 Método 11 Método 1T
40 0.49 1.19 014
45 0.46 1.12 0.14
50 0.45 0.47 0.12
55 0.45 0.52 0.12

60 0.44 0.13 1.87

Los valores de # obtenidos muestran, de forma general, tendencia a disminuir a medida
que aumenta el contenido de carga en los composites, lo que indica que el proceso de difusion de
SBF cn estos materiales se modifica gradualmente. Un aumento de la rigidez del medio, como
consecuencia del incremento de HA, trae consigo que la velocidad del proceso de difusion sea
menor que Ja velocidad de relajacion de las cadenas de macromoléculas y que, por tanto, el
mecanismo de la difusion se aproxime mas a un comportamiento fickiano. Por otra parte, para
bajos contenidos en HA, con menor rigidez del medio, el proceso se hace mas no-fickiano™. La
aplicacion de la Ley de Fick de la difusidn unidimensional asume que el coeficiente de difusiéon
(D) del solvente y el espesor del filme () permanecen constantes durante todo el proceso de

hinchamiento'®. La ecuacién que describe el proceso es la siguiente:

w0 2
7t (2n+ 1y e
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donde W.. es el peso de la muestra en el equilibrio. Para tiempos cortos de hinchamiento, el valor

den >> 1 y la ecuacion se simplifica pudiéndose escribir:

172
LA Z[Df)
W, e

o

i-
il

por lo tanto, el coeficiente de difusion se puede ahora calcular a partir de la pendiente (m) de la

/ I/ . .
curva W,/ W, vs. 1", mediante la expresion:

pomrel
4

Algunos autores consideran que el hecho de que el espesor de la muestra sea mucho
menor que su ancho o largo mejora los experimentos de sorcion'®®. Por esta razon se asume,
incorrectamente, que el caracter tridimensional del proceso de absorcion no juega un papel
importante y explican las formas de las curvas obtenidas a través de un modelo unidimenstonal.
La realidad es que debido a la presencia del solvente, durante el proceso de difusion, las
diferentes regiones del polimero se hinchan en diferentes extensiones. La elasticidad entre las
diferentes regiones permiten alcanzar el estado de equilibrio. Este efecto es inherente al modelo
tridimensional, y depende de la geometria de la muestra y determina la extension y forma de la
curva de absorcién'®. Es por ello que para el caleulo de D, y teniendo en cuenta que la muestra
fue colocada de forma tal que el solvente penetrara por ambas caras, se tomo como espesor de la
muestra la mitad de su espesor real. Los valores de D obtenidos para los casos donde 7 oscila

entre 0.4 y 0.5, se recogen en la Tabla 18.

Como podemos observar, el coeficiente de difusion disminuye con el incremento de la
cantidad de HA presente en los composites, como era de esperar, ya que la rigidez del medio
aumenta disminuyendo el nimero de moléculas del solvente que pueden introducirse en la matriz
del polimero. Por otro lado, los valares de 1 obtenidos en el caso de los composites II son
superiores a sus homoélogos del método 1, lo cual indica que la matriz polimérica de estos

composites es mas permeable a la entrada del solvente.

87



Capitulo I11.- Cementos dseos fotopolimerizables

Tabla 18.- Valores de los coeficientes de difusion (D) para lo composites preparados.

_ D (107 em¥s)
Contenido de HA (%) . .
Método 1 Método 11 Método 111
40 ) 4.7 - _
45 42 . -
50 4.1 54 -
55 3.9 5.1 -
60 3.3 ; -

{~} = no se cumple la Ley de Fick

Por otra parte, para la explicaciéon del comportamiento no-fickiano de parte de las
muestras estudiadas, Schott'*® propuso un modelo tedrico para describir el comportamiento de
hinchamiento de muestras poliméricas rigidas, considerando que la Ley de Fick no es aplicable.
Como se ha mencionado anteriormente, la aplicacion de la Ley de Fick implica que tanto el
coeficiente de difusién como el espesor de la muestra permanecen constantes durante todo el
proceso de hinchamiento'®’. Sin embargo, para largos periodos de hinchamiento el espesor de las

muestras no permanece constante.

Se ha demostrado'®, que para una cinética de hinchamiento de segundo orden, el inverso
de Ia velocidad de hinchamiento (#/) se relaciona con el tiempo de tratamienio mediante la

siguiente ecuacion:
H
= A 4 B
w

los parametros A y B son dos coeficientes cuyo significado fisico puede ser interpretado de la
siguiente manera: a tiempos grandes de hinchamiento el valor de Bf >> 4 y de acuerdo a la

ecuacion anterior, B = 1/W., es decir, el reciproco del grado de hinchamiento en el equilibrio.

Por el contrario, a tiempos muy cortos de tratamiento, 4 >> Bt y en el limite la ecuacion

se convierte en;
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por tanto, A es el reciproco de la velocidad inicial de hinchamiento. De forma general, la

ecuacion de Schott puede representarse de la siguiente forma:

W _ N
dW =KW, -W, )2 - ] e W,
di A W

o

Asi, la velocidad de hinchamiento de la muestra es de segundo orden con respecto a su
capacidad de hincharse en el solvente. En vistas a que no todos los composites preparados se
ajustaban al comportamiento fickiano se realizé un ajuste, a través de la ecuacion de Schott, de
los datos de hinchamiento obtenidos para las muestras preparadas por los diferentes métodos. En
la Figura 29 se muestra los resultados obtenidos para el caso de los composites 11 teniendo en

cuenta que el comportamiento fue similar para los métodos restantes.
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Figura 29.- Representacion grafica de la ecuacion de Schott para los composites

preparados mediante el método I variando el contenido de HA.
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Como podemos observar, el comportamiento de estos composites corresponde a una
cinética de segundo orden. Este resultado puede explicarse si tenemos en cuenta que la entrada
de solvente en la matriz puede provocar Ja ruptura de los enlaces secundarios existentes entre las
cadenas del polimero formado, PAA, y la quitosana, CHI y, por tanto, permitira que la red
polimérica se expanda y se acomode al flujo de solvente a través de los procesos de relajacion

que se producen por presion osmotica.

Es de destacar que en el caso de los composites 1 y 11 el proceso de hinchamiento sigue
una cinética de segundo orden a partir de los primeros 15 minutos de comenzado el proceso por
lo que podemos decir que en este tipo de materiales, en un inicio, el comportamiento de
hinchamiento se corresponde a una cinética de primer orden o Ley de Fick, y posteriormente el

sistema cambia y se ajusta a una cinética de segundo orden o comportamiento de Schott.

Por otro lado, se estudio también la influencia que tendria el tipo de relleno empleado en
la cinética de hinchamiento de los composites preparados. Los experimentos se realizaron de
idéntica forma, pero solo para el caso de los composites preparados mediante el método 1L En la

Figura 30 se recogen los resultados obtenidos.

= % HA-Cit
- H =622 o
I A H, =597 50
50 -4 = 55
45-3 H,.. =507 | -—8—60
5 . e ' M, =375
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T 2] i S M, = 29.6
20 - B
15 *
10 "
51 W
0 -I ‘f T 1 T ! v I T 1 T T T T
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Figura 30.- Cinética de hinchamiento de los composites 11 preparados con HA-Cit.
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Como podemos observar, la forma de las curvas se mantiene igual, pero el grado de
hinchamiento maximo presenta valores superiores a los obtenidos para composites preparados
con HA sin modificar, para todo el intervalo de contenidos de relleno estudiado. Resultado
Jogico de esperar debido a que la mayor densidad de la HA-Cit hace que la cantidad en peso de
matriz organica presente en estos nuevos composites sea superior a ja que contienen sus

homologos y, por tanto, la cantidad de solvente que difunde sera mayor.

Por otra parte, al analizar los valores de # y [ obtenidos (Tabla 19) para estos composites
encontramos que las unicas formulaciones que presentan un comportamiento fickiano son
aquellas donde el contenido de carga es igual o superior a un 55% en peso, lo cual corrobora que

a mayor rigidez del medio el comportamiento de difusién es mas fickiano.

Tabla 19.- Valores de n y I? para los composites 11 utilizando como relleno HA-Cit.

" Contenido de HA-Cit (%) 0 D(107em¥s)
40 0.07 .
45 0.10 :
50 0.11 .
55 0.49 6.3
60 0.51 7.9

Es de destacar que cuando se utiliza HA el comportamiento empieza a ser de primer
orden a partir de un 50% y pasa a ser andomalo a contenidos de carga igual a un 60%. Por otra
parte tos valores de I son superiores a los obtenidos para sus homologos preparados con HA,

debido a la mayor cantidad de fase organica presente en estas formulaciones.
Se realizo también un ajuste de Schott para estos materiales cuyos resultados se muestran

en la Figura 31, observandose un comportamiento similar al obtenido en el caso donde se utiliza

como relleno HA sin modificar.
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Figura 31.- Comportamiento cinético de segundo orden para los composites II preparados

con HA-Cit y variando el contenido de relleno.

En este caso observamos como, para todos los contenidos de relleno estudiados, la
cinética de hinchamiento de estos materiales es de segundo orden con respecto al mondémero.
Como conclusion podemos decir que la introduccion de cargas modificadas aumenta el

coeficiente de difusion y modifica la cinética de hinchamiento de estos materiales.

3.6.- Propiedades térmicas.

El empleo en la industria de polimeros de cargas inorganicas como aditivos es una
practica habitual en la obtencién de materiales plasticos de utilidad. Las particulas inorganicas se¢
adicionan a los materiales poliméricos para mejorar algunas de sus propiedades e incrementar su
estabilidad térmica, aparte de abaratar su coste. Las propiedades del material resultante se ven
afectadas por las propiedades quimicas y fisicas de sus componentes, asi como por ia naturaleza

de la interaccion entre las fases que se forman.

Estudios sobre los materiales de refuerzo en polimeros indican que el esfuerzo es
transferido desde la matriz del polimero a las particulas de carga. Las propiedades macroscopicas
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de estos composites son funcion de las propiedades microscopicas de esta interfase. La
distribucién y la superficie de contacto de la fase dispersa en la matriz del polimero presenta
también una gran importancia e influencia sobre las tensiones que se crean en esta interfase.
Ademas de las propiedades quimicas y fisicas de los componentes del composite, el método de

preparacion es otro factor que afecta también las propiedades del material final.

Otro de los factores mas importantes a la hora de determinar el comportamiento
viscoeldstico de los composites de matriz polimérica es la adsorcion de macromoléculas del
polimero sobre la superficie del relleno, asi como la adhesién entre la matriz y las inclusiones.
La adsorcion del polimero sobre las particulas de relleno es la causa de fa creacion de diferentes
conformaciones de fas macromoléculas en esa region. El cambio de las formas de las moléculas
determina una region, en los alrededores de cada particula, con diferente estructura y

propiedades que la matriz.

De esta manera, la presencia de un relleno en una matriz polimérica da lugar a
imperfecciones en la red del polimero. Estas interacciones por adsorcion restringen la movilidad
segmental y afectan al empaquetamiento molecular en la region de la matriz polimérica que esta
en contacto directo con la superficie de la carga. Esta region de enlace se denomina interfase o
mesofase, aunque, en realidad puede considerarse camo una tercera fase caracterizada por sus

propias propiedades'™.

El efecto de la mesofase sobre las propiedades de los composites ha sido objeto de
. [$ . - . ' . .
numerosos estudios'”. Una primera aproximacién consiste en considerar esta interfase del

9

material como una zona homogénea e isotropica’, mientras que otros modelos sugieren que es

una fase no homogénea '™,

A la hora de cuantificar, el comportamiento y las propiedades térmicas de la interfase, se
ha comprobado que dependen, entre otras, de las técnicas experimentales aplicadas en la
caracterizacion y determinacion de alguna propiedad en concreto. Asimismo, existen
discrepancias en la determinacion del efecto de la fraccidon de relleno sobre la Tg de estos

composites. Algunos investigadores han encontrado una relacion lineal entre el aumento de esta

93



Capitulo I11.- Cementos oseos fotopolimerizables

temperatura y el aumento del contenido en relleno'”, mientras otros estudios observan que la

. ey . . . &
temperatura de transicion vitrea no se ve afectada apreciablemente por la presencia de relleno'™

Es de sobra conocido que cuando se calienta o enfria un polimero, tienen lugar ciertos
tipos de transiciones, que se reflejan en cambios en las propiedades fisicas del material. Una de
las transiciones mas importantes es la transicion vitrea, Tg, considerada como la temperatura a la
cual el caracter amorfo del polimero cambia al calentar, de un material rigido a un material
elastico, tipo caucho. Esta transicion puede explicarse de la siguiente manera: por encima de la
temperatura de transicion vitrea existe rotacion libre de los enlaces dentro de la propia molécula
y la energia de agitacion térmica, producto de estas rotaciones, es suficiente como para superar
las fuerzas de atraccion de las moléculas entre st. Cuando la temperatura es suficientemente baja,
la energia de agitacién térmica de los segmentos de cadena decae, hasta el punto en que no es
suficiente como para superar las fuerzas intramoleculares. Cuando esto sucede, los segmentos de
cadena comienzan a “congelarse” en posiciones fijas, como las moléculas en un solido clasico.
Bajo estas condiciones, los cambios en la conformacion de las macromoléculas, resultado de la
rotacion de los enlaces, es suprimida y, por lo tanto, su capacidad de experimentar

deformaciones tipo caucho.

Como se ha mencionado anteriormente, algunos autores han estudiado el efecto de la
adicion de particulas de relieno en matrices poliméricas sobre esta temperatura de transicidn. En
estos trabajos se plantea que, debido a la menor movilidad de las cadenas del polimero en las

cercanias de las particulas del refleno, su Tg aumenta, con respecto a la del polimero sin relleno.

5 A
193 Ademas, la

Medidas realizadas por RMN-H’, por otros investigadores, confirman este hecho
formacién de una interfase en el 4rea de contacto entre la matriz y el relleno, afecta el

comportamiento viscoelastico del composite.

Las propiedades de esta interfase se corresponden directamente con la eficiencia de
adhesion entre las dos fases principales, por lo que su influencia sobre los valores de la Tg es
importante. Es de suponer que esta interfase del material se caracteriza por una mayor Tg con
respecto a la de la matriz, lo cual trae consigo que en la region interfacial, entre la fase organica

v la inorganica, la Tg se desplace de igual manera que en mezclas compatibles de polimeros.
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Existe una extensa literatura del estudio de la Tg en sistemas compuestos. Manson y

¢ concluyeron que en polimeros con carga los cambios que se producen en la Tg

Sperling'”
dependen de la naturaleza de la superficie del relleno y de las interacciones que se creen entre las
fases presentes. Toussaint'®’ clasifica los cambios en la Tg de acuerdo con tres tipos de
interacciones: hidrodinamica, adsorcion fisica y absorcion quimica. Estas interacciones
desplazan la Tg en dependencia del volumen de la fraccion de relleno empleada y de las
interacciones fisicas y quimicas que se producen en este caso. Otro aspecto a tener en cuenta es
el area superficial y el tamafio de las particulas empleadas, habiéndose encontrado incrementos

de la Tg con la disminucion del tamafio de las particulas de relleno para un contenido en

volumen constante’™

En otro orden de cosas, hay que tener en cuenta que a la hora de cuantificar el valor de la

Tg, en el caso de las medidas calorimétricas (DSC) o dilatométricas, uno de los factores que
afecta al valor obtenido para la temperatura de transicién vitrea es la velocidad de calentamiento.
Se ha observado' que, en dependencia de la velocidad de calentamiento, se han obtenido
diferencias de hasta 15 °C respecto de los resuftados obtenidos por medidas realizadas por DSC

para un mismo polimero.

En este mismo sentido hay que tener en cuenta que cada tipo de técnica empleada en la
determinacién de la Tg mide un correspondiente movimiento molecular, por lo que los
resultados no son comparables en la mayoria de los casos. Un ejemplo de esto lo tenemos en las
técnicas de DSC y DMA. Mientras que las medidas dinamicas miden las interacciones entre el
polimero y la superficie del relieno, las medidas por DSC detectan las interacciones segmentales
de cadena-superficie. Por tanto, es logico de esperar que los valores de Tg obtenidos por DMA

sean superiores a los obtenidos por DSC.

3.6.1.- Andlisis termogravimétrico.

En este estudio se analizé el comportamiento térmico de los composites preparados
mediante el método 1I al variar el contenido de relleno y su naturaleza. Los resultados obtenidos
se analizaron tomando como referencia los resultados obtenidos previamente para los geles. En

este caso, las muestras para el analisis se prepararon en un molde de teflén con un espesor de 2
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mm e irradiando durante 1 minuto por cada cara del molde, a través de cristales de cuarzo de 0.5
mm, con una lampara de luz visible Visilux 2, 3M, con una intensidad de luz incidente de 3
mcal/s. Posteriormente, las muestras se colocaron en un desecador a vacio durante 24 horas antes
de comenzar el analisis. Primeramente, se obtuvieron los termogramas de los reilenos utilizados
en este estudio, HA ¢ HA-Cit., asi como del correspondiente agente funcionalizante, citrato
trisddico dihidratado. En la Figura 32 y Tabla 20 se muestran los resultados obtenidos para estos

tres componentes,
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Figura 32.- Termogramas de los rellenos y el agente funcionalizante empleado.

 — ) HA ( ) HA-Cit. ( } Citrato trisédico,

Como podemos observar, el termograma de la HA sin modificar presenta dos maximos

en su derivada, el primero (I) ubicado en los 64 °C, asignable a la pérdida de agua residual®”

y el
segundo (11) en los 255 °C, que corresponde a la disociacion del ion HPO,*, presente en el cristal
de la HA, en P,0O,* vy liberando agua®™'. En el caso de HA-Cit. observamos también dos
méximos en la derivada, el primero (I) en los 70 °C, que se le asigna también a la pérdida de
agua residual y el segundo maximo (II) en los 293 °C, que se considera una mezcla de la
disociacion del ion HPO4> v parte del agente funcionalizante que se encuentra sobre la superficie

del relleno. Por otra parte, la pérdida en peso total de la HA-Cit., hasta el valor de temperatura
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estudiado, es superior al que presenta la HA sin modificar, lo cual confirma los resuitados

obtenidos en las medidas realizadas por FTIR y UV,

Tabla 20.- Datos obtenidos del analisis de ambos rellenos y del agente funcionalizante,

Te.m.faerétﬁ}a dé.pérdidé“(}fd.).y“P.érd/i.dérdé pesb {Ppeso)

Muestras
Td (°C) Ppeso (%)
HA 64; 255 3.3
HA-Cit 70; 293 9.6

Citrato trisdédico dihidratado 183; 327, 486 36.7

Al analizar los resultados obtenidos para el agente funcionalizante encontramos que se

detectan tres maximos en su derivada. Al primer escalon de pérdida (I) en los 183 °C, se le

asigna a la pérdida de agua de hidratacién. El segundo escalon (II), ubicado en los 327 °C es el

correspondiente a la pérdida de agua intramolecular, con la consiguiente formacion de la sal

trisbdica del acido 1,2,3-carboxi-propenoico. Este maximo, que es caracteristico de la molécula

del agente funcionalizante empleado, se corresponde con el andlisis realizado para la carga

modificada descrito anteriormente. El tercer maximo de la derivada (111) se encuentra en 486 °C

vy se le asigna a la pérdida de CO, correspondiente al procese de degradacion de la molécula

organica. En la Figura 33 se muestra el esquema de degradacion descrito:

CHy— COONa CHy— COONa CH— COONa
i 170 - 190 °C | 300-380°C
HO—? — CQOONa -+ 2Hx0O HO-—C— COONa - C— COONa
1 i
CHy— COONa \v CHqy— COONa P\v CHo-—COONa
2 Hy0 Ho0

CH— COONa

| 400 - 800 °C

C— COONa NayCOz*+ NaO

l —
CHy— COONa \v
co,

Figura 33.- Esquema de degradacion de Ia sal de sodio del dcido citrico.
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Tomando estos resultados como referencia, se analizaron los composites preparados
variando ¢l contenido y naturaleza del relleno. Los termogramas obtenidos, para el caso de los
composites con HA sin modificar, se muestran en la Figura 34 para porcentajes de relleno del

40% y del 60%. Los resultados para todos los contenidos estudiados, se recogen en la Tabla 21.
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Figura 34.- Termogramas obtenidos, con sus derivadas, para los composites con HA sin

modificar,

Tabla 21.- Resultados del anlisis termogravimétrico realizado a los composites

analizados.

Te.mp.era.fr..lr.a dé pérdida. (Td) y Pé}-dida de peso (Ppeso)

Yo HA Td CC) Ppeso (%)
40 114, 268; 395, 444 32.8
45 114; 278, 408, 455 35.1
50 114; 280; 408; 457 24.0
55 114,277, 427, 457 23.8

60 114,261, 404, 465 17.5
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Estos resultados parecen indicar que a medida que aumentamos la cantidad de refleno en
los composites, los valores correspondientes a la pérdida de peso tienden a disminuir, io cual es
légico de esperar ya que disminuye la proporcién de fase organica presente, que €s fa que
experimenta las pérdidas en peso en el intervalo de temperaturas de estudio. Asimismo, en todos
los casos se obtienen cuatro maximos en la derivada de los correspondientes termogramas que a

continuacion comentaremaos.

El primer maximo (1) se ubica en los 114 °C y permanece constante para todos los
composites preparados. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente para los
componentes de estos composites podemos decir que este maximo corresponde a la pérdida de
agua durante el proceso de deshidratacion de HA. El segundo méaximo (II), en el intervalo de los
260-280 °C, es asignable a varios procesos que ocurren simultaneamente: la pérdida de agua por
parte del complejo CHI"PAA presente en los geles, con la correspondiente formacion de amida,
al proceso de desacetilacion por parte de la CHI, que puede quedar sin injertar en el PAA de la
matriz v a la pérdida de agua de constitucion de la HA. El tercer maximo (111}, en el intervalo de
395-427 °C, es el correspondiente a la degradacion del PAA de la matriz orgénica con formacion
de anhidrido v el cuarto maximo (IV), en el intervalo de 440-465 °C, corresponde a la
degradacion del PAA por ruptura de cadena y formacion de residuos ciclicos, tal y como se ha

discutido en la seccion de geles.

Es de destacar como a medida que se aumenta el contenido de HA en estos composites,
desde un 40 a un 55% en peso, los maximos de las derivadas se desplazaban a temperaturas mas
altas, lo cual indica que la estabilidad térmica de estos materiales se incrementa con el aumento
de carga. Sin embargo, para un 60% de HA, a excepcion del primero y del tltimo escalon de
pérdida, los demas se encuentran a temperaturas inferiores que los composites con menos carga,
lo cual puede explicarse si tenemos en cuenta que durante la preparacion de los composites con
altos contenidos de carga, se observé una disminucion de la homogeneidad del material final, por

lo que es de esperar que, las interacciones entre la parte orgénica y la inorganica disminuyan.

Por otra parte, y con el objetivo de analizar el efecto sobre el comportamiento térmico y
de degradacion de los composites al variar la naturaleza de la carga empleada, en la Figura 35 y

Tabla 22 se recogen los resultados obtenidos para el caso de los composites preparados con HA-
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Cit. Hay que sefialar que se siguié el mismo proceso de preparacion que el empleado en el caso

de la HA sin modificar.
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Figura 35.- Termogramas obtenidos, con sus derivadas, para los composites con HA-Cit.

Tabia 22.- Resultados del analisis termogravimétrico realizado a los composites

preparados con HA-Cit.

Tefnperaturar de ﬁéfdida (Td) .y Péfdic‘ia'de p-eéo. (Ppeso)

% HA-Cit. Td (°C) Ppeso (%)
40 178; 261, 368, 460 359
45 155; 247, 400 468 33.9
50 147: 270; 400; 476 32.4
55 168: 262, 407, 484 32.1

60 163; 255; 377, 477 28.6

Como podemos observar, se mantiene la misma tendencia, en cuanto a la pérdida de peso
con el aumento del contenido de relleno, que en los homélogos preparados con HA sin

modificar. Sin embargo, en todos los casos, el porcentaje de pérdida es superior cuando se utiliza
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HA-Cit. Este hecho esta en concordancia con los resultados obtenidos en el analisis de los
rellenos por separado, donde encontramos que HA-Cit. perdia un 6.3% mas que la HA de
partida, atribuible a la parte organica correspondiente a la modificacion. Ademas, el hecho de
que el relleno modificado utilizado presente una menor densidad que la HA sin modificar
también influye en la pérdida de parte organica del composite al encontrarse mayor cantidad, en

volumen, del gel utilizado como soporte o matriz.

Por otra parte, también se observa la presencia en los termogramas de cuatro maximos en
Ja derivada. Los primeros maximos se asignan de igual forma que en los composites preparados
con HA sin modificar. El tercer maximo (I}, ubicado en el intervalo que oscila entre los 368-
407 °C, corresponde con las pérdidas de agua de constitucion del agente funcionalizante y
comienzo de la degradacion del PAA. El cuarto maximo (IV), en los 460-484 °C, aparece
rapidamente después de la tercera pérdida v se le asigna a los productos de degradacion térmica,

tanto del PAA como de la parte correspondiente al agente funcionalizante.

Como conclusion de este apartado podemos decir que la adicion de HA, modificada y sin
modificar, aumenta la estabilidad térmica de la parte organica de estos composites, con aumento
de las temperaturas a las cuales se producen los procesos de degradacion de la parte organica.
Este hecho demuestra que existen interacciones quimicas entre la fase organica y la inorganica,
posiblemente entre los iones calcio de la HA y los lones carboxilos del PAA. Ademas, se
confirma que la modificacion superficial de la HA, mediante agentes con iones carboxilicos en
su estructura, mejora su estabilidad térmica, ya que en los composites con relleno modificado los
valores de temperatura obtenidos son superiores a los que presentan los preparados con HA sin
modificar. Si tenemos en cuenta que la modificacion superficial de la HA aumenta la cantidad de
interfase o mesofase presente en estos materiales, los procesos térmicos degradativos de ia
matriz organica se ven afectados por la presencia de esta nueva fase, aumentando el valor de las

temperaturas de degradacion.
3.6.2.- Determinacién de la temperatura de transicién vitrea (Tg).

Como se ha mencionado anteriormente, la presencia en los composites de una tercera

fase, aparte de la organica e inorgéanica (en este caso, los geles de CHI/AA v la HA modificada y
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sin modificar respectivamente), es de esperar que influya significativamente sobre la temperatura
de transicién vitrea, Tg. De manera general, como ya se menciono anteriormente, la presencia de
un relleno en una matriz polimérica incrementa la Tg de la misma, debido a la disminucion de la
movilidad de las cadenas en la vecindad de las particulas del relleno. Sin embargo, el aumento de
la cantidad de fase inorganica conlleva frecuentemente a resultados aparentemente

contradictorios. .

Es conocido que la viscosidad de la interfase es superior a la de la matriz. Este hecho trae
como consecuencia que el valor de la Tg correspondiente a esta mesofase sea superior a los que
presente la matriz organica. Por otro lado, cuando el espesor de la interfase creada se incrementa,
el valor de Ja Tg tienden a aumentar siempre y cuando existan interacciones entre el relleno y la
parte organica. Cuando esta interaccion no existe, los valores correspondientes de Tg no sufren

variacion alguna con el incremento de la carga™®.

Como sefialamos anteriormente, es sabido que en dependencia del método empleado en la
determinacion de la temperatura de transicion vitrea los valores obtenidos sufren variaciones, es
por ello que, en este trabajo se estudié la dependencia de la Tg con el aumento del contenido de
relleno y su naturaleza, mediante determinaciones por Calorimetria Diferencial del Barrido

(DSC) y Analisis Dinamo-Mecanico (DMA).
3.6.2.1.- Medidas calorimétricas (DSC).

El estudio de los valores de Tg de los composites mediante la técnica de DSC se describe
en el Capitulo V, seccion 5.5.9. En este trabajo solo se estudiaron los composites preparados
mediante el método 11 utitizando HA sin modificar e HA-Cit. y variando su contenido. Las
muestras se prepararon en moldes cilindricos de vidrio con dimenstones de 5 mm de diametro y
5 mm de altura. Una vez rellenado el molde se procedio a su irradiacion, utilizando una lampara
de fuz Visible Visilux2 3M, a una longitud de onda de 480 nm y una intensidad de luz incidente
de 3 mcal/s, durante 1 minuto por cada cara del cilindro a través de cristales de cuarzo de 0.5 mm
de espesor. Posteriormente el material se colocé en un desecador a vacio durante 24 horas a una
temperatura de 37 °C para eliminar la mayor parte del agua residual que queda en el composite.

En la Figura 36 y Tabla 23 se recogen los resultados obtenidos en este estudio.
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Como podemos observar, en todos los termogramas obtenidos se muestran dos

transiciones endotérmicas hacia 115-126 °C y 205206 °C. Mientras que la segunda, ubicada en

los 206 °C, permanece invariable con el aumento del contenido de relleno, la primera se desplaza

a mayores temperaturas con el aumento de este en la region comprendida entre 115 °C y 126 °C,

para porcentajes de relleno desde un 40% a 55% de HA. A mayores contenidos, 55 y 60%, la

transicion permanece constante en 126 °C.

Tabla 23.- Resultados de la determinacion de ia Tg de los composites preparados con HA.

* Contenido de HA (%) T ()
40 115, 205
45 119, 206
50 122: 206
55 126, 206
60 126, 206

¥l error en la determinacion es de = 2 °C
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para el caso de los geles, la primera
transicion se corresponde a la Tg del PAA libre que se encuentra en la matriz. Los valores son
superiores a la Tg obtenida en el caso del gel de partida (110 °C), lo cual puede explicarse por la

mayor rigidez que se alcanza en el medio al introducir la carga.

Por otra parte, las interacciones que se producen entre el PAA y la HA, en la superficie de
las particulas, condiciona que las cadenas del polimero tengan menor movilidad en los
composites que en la matriz sin rellenar y, por tanto, los valores de la Tg sean superiores, lo cual

confirma os resultados obtenidos en ¢l anélisis termogravimétrico.

Al ir introduciendo més carga en los composites, la movilidad de las cadenas del
polimero ira disminuyendo gradualmente debido a la rigidez que alcanza el medio. Asi, en el
intervalo entre un 40 y un 55% de HA, tanto la rigidez del medio como la extension de las
interacciones entre el PAA y la HA van aumentando, lo cual conduce a un aumento de la
temperatura de esta transicion. Para un contenido de carga del 55%, puede comsiderarse que
précticamente toda la matriz organica esta formando parte de la interfase, e incluso que parte de
Ja carga no queda “atrapada” por la red conformada por la matriz, por lo que el valor dela Tg

permanece invariable al seguir aumentando el contenido en carga (60%).

La segunda transicion, ubicada en los 205-206 °C, en principio pensamos que
correspondia ai complejo CHI PAA que se encuentra en-el gel de partida y cuya temperatura de
transicion, en el gel sin carga, es de 168 °C. Este salto brusco de temperatura, que en principio
podria explicarse sobre la base de un aumento de la rigidez del medio al incorporar la carga, no
parecia ser muy consistente, ya que dicha temperatura permanece constante, independientemente
de la proporcion de la carga empleada (ver Tabla 23). Sin embargo, si tenemos presente los
resultados del andlisis termogravimétrico, obtenidos anteriormente, todo parece indicar que la Tg
que se aprecia en los termogramas corresponde a la amida que se forma en fa matriz, a partir del
complejo CHI PAA, producto del aumento de temperatura. El hecho de que el valor de Tg no
varie, con el aumento del contenido de HA, se debe a que no existen interacciones entre este
compuesto v la carga, ya que todos los grupos carboxilos del PAA estan enlazados a los grupos

amino de la quitosana.
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Al variar la naturaleza de la carga inorganica empleada, utilizando HA-Cit., cuyos
resultados se recogen en la Tabla 24, se observd un comportamiento similar al obtenido para la

HA sin modificar.

Tabla 24.- Valores de Ia Tg de los composites preparados con HA-Cit.

Contenido de HA-Cit. (%)  Tg (°C)

40 117, 207
45 120, 207
50 126, 207
55 127, 208
60 127, 208

Il error en la determinacion es de + 2 °C

La transicion vitrea correspondiente al PAA libre en este sistema se encuentra a
temperaturas ligeramente superiores a sus homologas sin modificar, lo cual confirma lo
explicado anteriormente con respecto a la influencia de la interfase sobre la temperatura de
transicién vitrea de los composites. En estos nuevos composites las interacciones que existen en
la interfase son més fuertes que las presentes en los composites con HA sin modificar, debido al
efecto de compatibilizacién que produce el proceso de organofilizacion al cual es sometida ia
superficie de la HA; por lo tanto, existe una mayor compatibilidad y enlace entre la parte
organica y la carga inorganica presente. Estas interacciones conllevan a que la movilidad de las
cadenas del polimero se vean ain mas constrefiidas en su movilidad y la temperatura a la cual

pueden superar este impedimento sean superiores.

3.6.2.2.- Medidas dinamomecanicas (DMA).

De forma genérica, se consideran como propiedades dinamomecanicas (DMA) aquellas
propiedades que presentan los materiales bajo una deformacion periddica. La investigacion de
los diferentes parametros dinamicos en un amplio intervalo de temperaturas y frecuencias es de
especial interés en el estudio estructural de polimeros y de las variaciones de las propiedades que

estos presentan en relacion con sus condiciones de empleo. Estos parametros dinamicos pueden
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ser utilizados para determinar la regién de transicion térmica, el espectro de relajacion, el grado
de cristalinidad, la orientacién molecular, el entrecruzamiento, las separaciones de fases, asi
como la composicion quimica de mezclas de polimeros, polimeros injertados y copolimeros™”,
En adicion a estas relaciones estructura-propiedad, Jos estudios dinamomecanicos han sido

extendidos al campo de los composites™".

Las propiedades dinamomecénicas de composites vienen condicionadas por las
propiedades que presenten sus componentes por separado, la morfologia del sistema y la
naturaleza de la interfase que se crea entre ellos. Asimismo, una gran variedad de propiedades
pueden medirse a través de la variacion de la estructura del sistema o de las caracteristicas de la
interfase. Esta Gltima presenta una caracteristica importante, como es el grado de adhesién por

enlace entre las fases presen‘[esw3 :

Es de destacar que en el caso que nos ocupa, composites para uso como material de
implante en organismos vivos, las medidas realizadas por DMA nos pueden ofrecer una visién
del comportamiento del material bajo los esfuerzos ciclicos que se generan en el cuerpo humano
en movimiento. Un material ideal para este tipo de aplicaciéon sera aquel cuyas propiedades
correspondan a las del tejido que va a reemplazar y, por supuesto, que presente un buen

comportamiento frente a la degradacion y al mismo tiempo, de biocompatibilidad®”,

En el analisis dinamomecanico las relajaciones se estudian a través del comportamiento
de tres parametros: el componente elastico, denominado médulo de almacenamiento (E’}, otro
viscoso denominado modulo de pérdida (E””), v el cociente entre la energia disipada y la energia
almacenada, al que se le denomina tangente de pérdida y se simboliza como tan 8. El médulo de
pérdida tiene un maximo cerca de los valores de la Tg y estd un poco por debajo del valor de
temperatura que le corresponde al maximo de la tangente de pérdida. El modulo de

almacenamiento tiene un punto de inflexion en la curva vs. temperatura.
Estudios del efecto de rellenos rigidos en este tipo de propiedades en diversas matrices

indican que el modulo de almacenamiento (E’) aumenta con el contenido de carga. El aumento

del valor de estos parametros nos da, pues, una medida directa acerca de la rigidez que se alcanza
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en los materiales v, ademas, nos ofrece una vision de la heterogeneidad y morfologia de las

muestras en estudio®””.

El efecto mas pronunciado de la inclusion de rellenos sobre los valores de la tang 8 es el
de ensanchamiento de la region de transicién para altos contenidos en relleno. En algunos casos,
la presencia de relleno desplaza la tan §, correspondiente a la Tg a mayores temperaturas. Este
resultado puede explicarse como resultado del rozamiento que se genera entre el polimero y las
particulas, incrementandose con el contenido y el tamafio de las particulas utilizadas como

relleno™®,

Otros estudios demuestran que la aparicion de nuevos procesos de relajacion en la
tangente de pérdida de materiales compuestos, a temperaturas inferiores que un homdélogo con
menor cantidad de relleno, es una consecuencia de procesos de escision o de procesos de
degradacion que pueden ocurrir en la fraccion molecular de la parte organica, por lo que

podemos decir que el DMA es una técnica que permite detectar procesos degradativos™”.

En el presente estudio por DMA solo se tomaron los composites preparados con HA sin
modificar, ya que se trataba de verificar si esta técnica era valida en la determinacion de los
procesos de transicion térmica observados mediante DSC, asi como analizar sus posibilidades a
la hora de obtener informacién sobre el comportamiento mecanico del material bajo condiciones

de esfuerzos ciclicos similares a las que puede estar sometido en el organismo humano.

El procedimiento seguido para la realizacion de este ensayo se recoge en el Capitulo IV
seccion 4.5.8. Las muestras flieron preparadas en un molde rectangular de dimensiones 30 x 10 x
I mm mediante la irradiacion, con un lampara de luz Visible Visilux2 3M, a una longitud de
onda de 480 nm y una intensidad de luz incidente de 3 mcal/s, durante 1 minuto por cada cara
del molde, igualmente a través de cristales de cuarzo de 0.5 mm de espesor. Es de destacar, que
antes de realizar las mediciones, las muestras fueron sometidas a un proceso de secado
exhaustivo, en un desecador a vacio v a una temperatura de 37 °C, hasta que alcanzaron peso
constante. En la Figura 37 se muestran los resultados obtenidos para los composites preparados

mediante el método 11 y variando el contenido de HA.
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Figura 37.- Comportamiento de las relajaciones encontradas para los composites en estudio
variande el contenido de carga presente.

(=) 40% (- - ) 45% (  )50% (- )55%( ) 60% en peso de HA.

De las graficas mostradas podemos decir que, en el intervalo de temperaturas en estudio y
a la frecuencia de 1 Hz, los composites de HA presentan dos procesos de relajacion. Ambos
procesos estan relacionados con el comportamiento viscoelastico que presentan estos materiales
con la temperatura. En la Figura 64a se observan dos maximos en la tangente de pérdida (tan 9),
el primero maximo oscila en el intervalo entre los 130 y los 142 °C, para los contenidos de

relleno en estudio y el segundo maximo permanece inalterable en los 230 °C.

Ambas transiciones se corresponden con los valores de Tg obtenidos en el estudio
calorimétrico para el PAA libre presente en el sistema y para la amida producto de la
deshidrataciéon del complejo que este forma con la CHI respectivamente. Por otra parte, en la

literatura se recogen valores para la transicion vitrea del PAA en ensayos mediante DMA de 131
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y 135 °C para frecuencias de oscilacién de I Hz 'y 3 Hz respectivamentem. Este comportamiento
corrobora que el incremento del contenido de relleno conileva a un aumento de los valores de la
Tg v, por lo tanto, a un desplazamiento hacia mayores temperaturas del maximo de la tan o.
Ademas, se observa un ensanchamiento de esta banda, en la zona de transicion, a mayores
contenidos de HA lo cual es caracteristica intrinseca de la técnica empleada. El hecho de que
para un 40% de HA la Tg del PAA encontrada sea ligeramente inferior a la del PAA sin retleno,
se puede explicar si tenemos en cuenta el efecto plastificante del agua presente en estos
composites, que al parecer es superior al efecto que ejerce la carga sobre la transicion térmica

correspondiente.

Por otra parte, al analizar las Figuras 64b y 64c, donde se muestra la dependencia del
modulo de almacenamiento (E”), y del modulo de perdida (E’"), con el incremento del contenido
de relleno encontramos que, de forma general, el comportamiento es similar al de la tan 8. Es de
destacar, que para el caso del E’, la variacion observada en el punto de inflexion es muy pequeiia
con respecto a los maximos que se obtienen en el caso del E*, siendo este dltimo el que mayor
fiabilidad ofrece a la hora de determinar la temperatura de transicion correspondiente. En la
Tabla 25 se recogen los valores de la Tg obtenidas a través de los diferentes parametros. En
todos los casos, los valores obtenidos son superiores a los que se obtienen mediante la técnica de

DSC, lo cual esta acorde con los resultados que se recogen en la literatura”' .

Tabla 25.- Valores de 1a Tg de los composites preparados mediante DMA con la variacion

del contenido de relleno.

Te (°C)
Contenido de HA (%) g g tang 8
40 130; 229 128; 226 130; 230
45 134; 229 130; 228 134; 230
50 138, 230 135; 228 138; 230
55 142; 230 140; 228 142; 230

60 142; 230 140; 228 142; 230
e
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Por otra parte, a medida que se aumenta el contenido de HA presente en estos materiales
se puede observar un incremento en el valor de ambos madulos, lo cual es una medida de la
mayor rigidez que alcanzan estos composites cuando el porcentaje de relleno aumenta. Los
resultados obtenidos para ambos parametros en el primer méximo de la tan 5, dentro el intervalo

de temperatura estudiado, se muestran en la Figura 38. '
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Figura 38,- Dependencia del E’ y de £ de los composites de HA con la variacion del

contenido de relleno.

Estos resultados confirman que la incorporacion de relleno a estos materiales aumenta la
temperatura de transicién vitrea del PAA presente en la fase organica y no afecta a la transicion
del complejo interpolimérico de la membrana interpenetrada que actiia como matriz. En este
mismo sentido, la rigidez del medio aumenta progresivamente, lo que afecta proporcionalmente
a los modulos correspondientes. Esto indica claramente que la técnica de DMA puede ser
utilizada en la caracterizacion, en cuanto a transiciones térmicas y propiedades mecanicas, de los

biomateriales compuestos aqui estudiados.
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3.7.- Propiedades mecanicas.

Las propiedades mecanicas de los materiales compuestos dependen, fundamentalmente,
del grado de homogeneidad que se alcance al mezclar la carga inorgénica y la matriz organica y

M2 14 incorporacion

a la naturaleza y extension de la interfase que se cree entre estas dos fases
de diferentes tipos de relleno; fibras, particulas, plastificantes, producen materiales con unas
particulares propiedades térmicas y mecanicas. La versatilidad que se alcanza con estos
composites en cuanto a flexibilidad, resistencia y médulo, bajo los diferentes tipos de ensayo,
hacen que estos materiales presenten mejores propiedades que algunos metales. Las aphicaciones
de estos materiales han llegado a ser orientadas hasta con fines militares e incluso espaciales y su

mercado ha experimentado una espectacular expansion durante los altimos afios.

Si se tiene en cuenta que en los composites preexisten grietas, distribuidas aleatoriamente
en orientacion, tamafio y niimero, entonces, para un esfuerzo dado existe la probabilidad de que
una de esas grietas se propague de forma catastrofica y se rompa el material. A temperatura
ambiente, a este proceso se le denomina crecimiento subcritico de grietas. El origen de la
fractura no proviene necesariamente de la zona sometida a mayor tension, sino que depende del
nivel de tension y del tamafio, orientacién y numero de grietas. Por este motivo, una misma

estructura (probeta) puede romperse bajo diferentes cargas.

Otro aspecto a tener en cuenta son las interacciones que se pueden generar entre la matriz
orgamica y el relleno que se incorpora. A mayor nimero de interacciones que se generen, la
compatibilidad entre ambas fases tiende a aumentar y el niimero de intersticios o defectos que se
crean en el material son inferiores a cuando no existen dichas interacciones, o cual trae consigo
el aumento de algunas propiedades mecanicas, lo que a su vez pone en evidencia la importancia

que tienen estas interacciones.

En materiales que polimerizan mediante la luz visible hay que tener en cuenta otros
aspectos. Los fenomenos de refraccion y reflexion de la luz incidente, como consecuencia de la
presencia de particulas de relleno, afectan de manera directa al grado de polimerizacion que
alcanza la matriz organica. A medida que se adiciona relleno a una matriz el camind optico se

incrementa, debido al efecto dispersion de la luz mencionado en otras secciones de este trabajo,
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por lo que la conversién aumenta. Sin embargo, a partir de un determinado contenido ©
concentracion, este fenémeno compite con el efecto “pantalla” que generan las particulas. Este
comportamiento tiene el efecto contrario sobre la conversion que la dispersion de la luz, ya que

disminuye la intensidad de luz incidente que llega a la matriz.

Por tanto, el analisis del comportamiento mecanico de los composites fotocurados debera
de hacerse teniendo en cuenta una serie de factores que pueden incidir sobre sus propiedades
finales, entre los que encontramos: distribucion y tamafio de las particulas del relleno, contenido
de carga, interacciones entre el relleno y la matriz y los fendmenos épticos que pueden tener

Jugar en el material durante el proceso de fotopolimerizacion,
3.7.1.- Ensayo de traccion

La adicion de cargas inorganicas a matrices poliméricas tiene muchos propositos, entre
los que encontramos, entre otros: aumento de la resistencia a la tension, a la compresion, al
impacto, estabilidad dimensional, asi como la modificacion de sus propiedades eléctricas. Como
se ha mencionado anteriormente, las propiedades mecanicas del composite final deben de ser
isotropicas, por lo que la distribucion del relleno en la matriz polimérica es una caracteristica

importante a tener en cuenta.

El comportamiento ideal seria que el relleno estuviera homogéneamente disperso en la
matriz polimérica. De esta manera, todo esfuerzo aplicado a lo largo del material encontraria la
misma rtespuesta, independientemente del punto donde fuera aplicado. En el caso de los
biomateriales el estudio de su comportamiento mecanico nos da una idea de la resistencia que
ofrece el material en cuestion bajo los distintos esfuerzos que se generan en el cuerpo humano.
Segun la region del organismo donde vaya a ser implantado el material, se requieren

determinadas propiedades mecanicas para que su uso sea efectivo®”.

Por esta razon constderamos de interés el analizar el comportamiento de los materiales
aqui preparados, bajo un esfuerzo en traccidn, con respecto al contenido y naturaleza de la carga,
el método de preparacién y el analisis del modulo de elasticidad (E), a través de los modelos

tedricos de Kerner®*, Cohen Ishai®™ y Guth-Smallwood*'®,
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A continuacion exponemos las ecuaciones tedricas que se utilizan para la prediceion del modulo

de elasticidad en materiales compuestos:

(1) La ecuacion de Guth-Smallwood, que relaciona el médulo de elasticidad del composite (1),

el del polimero (£,) y la fraccién en volumen del relleno (f):
. >
Eo=E (1+25f+14177)

(2) La ecuacién de Kerner, que es una alternativa de la ecuacion (1) para el caso de los

materiales con poco contenido de relleno (por debajo del 40%) y que llamaremos Kerner-1:
E =E N+ 150-v,)i8-10v )] 1a- 1)
donde v, = es el radio de Poison, en nuestro caso, para el poliacido acrilico.

(3) En el caso de que el relleno sea superior al 50%, la ecuacion anterior de Kerner-1 se modifica

y la llamaremos Kerner-2:
E =E,(0+f~18f%)

(4) En el caso de que el relleno este compuesto por particulas rigidas y esféricas, Cohen-Ishai

han propuesto la siguiente ecuacion:
E, =+ f 0=/

E!l método y la técnica empleada en este ensayo se describen en el Capitulo IV seccion

4.5.10.1. Los composites se prepararon mediante los tres métodos en estudio.

Las muestras se¢ polimerizaron mediante irradiacion, a través de cristales de cuarzo de 0.5
mm de espesor, en moldes de teflon de dimensiones 50 x 20 x 2 mm con una lampara de

irradiacidén UV-Visible Visilux 2 3M, a una longitud de onda de 480 nm y una intensidad de luz
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incidente de 3 mcal/s, a temperatura ambiente v sin control de la humedad, durante 1 minuto por
cada lado de cada espécimen. Una vez irradiadas, las muestras se colocaron en una estufa a 37°C,
durante 24 horas antes de realizar el correspondiente ensayo. En la Figura 39 y Tabla 26 se

recogen los resultados obtenidos, para la fuerza de tension maxima (Tn) y médulo de elasticidad

(E) de los composites I1.
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Figura 39.- Comportamiento bajo traccion de los composites preparados mediante el

método 11 y variando el contenido de HA,

Como podemos observar en los resultados mostrados en la Figura los valores de la T,
aumentan, con respecto al material sin carga solamente para el caso de un 40-43% de HA,

disminuyendo a mayores contenidos, para todos los composites preparados, cualesquiera sea el

método de preparacion utilizado.

Un comportamiento similar lo encontramos para los resultados obtenidos con respecto al

modulo de elasticidad, donde el aumento de los valores correspondientes se mantiene hasta un

50% de carga.
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Tabla 26.- Resultados de la T,, y E de los composites preparados por los diferentes métodos

y variando el contenido de HA.,

S4HA (e poso) Tw T A Ty (MPa) E + A E(GPa)

Método1 Método Il Método 11 | Método1  Método 11 Método 1l
0 70+02 81+05 5103 [042+002 0524003 038002
40 76402 87+04 56203 [046+4002 057£002 0441002
45 71402 79103 51+02 1048+003 0521002 048+0.05
50 64102 65+£02 49+03 1045£002 0471002 0521004
55 38+03 32402 40103 1028002 0234003 033£002
60 20403 18£03 0.15£0.02 021 £002

34102 0.10£0.02

Sabemos, por los resultados de otros estudios anteriores realizados en este trabajo, que el
aumento del contenido de carga aumenta la rigidez del medio. La T nos da una idea del
esfuerzo que soporta el material antes de sobrepasar el punto de fluencia, donde las propiedades
elasticas del material dejan de estar gobernadas por la Ley de Hooke. A medida que aumenta la
rigidez del medio, la deformacién elastica que soporta el material es menor y el esfuerzo

necesario para llegar a esta deformacion critica disminuye.

Por otro lado, sabemos que, a partir de un cierto contenido de relleno, el material se hace
mas heterogéneo y la separacion de fases se hace mas evidente. Al ir perdiendo uniformidad en
la distribucion de la carga o relleno, en el composite final, la Ty y E del material disminuyen con
rapidez. La existencia de discontinuidades en el material trae consigo la formacion de huecos ¢
intersticios entre las particulas de relleno y la parte organica y por consiguiente ta posibilidad de
fractura en estas zonas aumenta con respecto de otras del mismo material en las que la

distribucion de carga, dentro de la matriz polimérica, es uniforme.

Ademas, el grado de conversion, para altos contenidos de carga disminuye, por el efecto
pantalla de las particulas de relleno frente a la luz incidente, lo que también influye de forma
negativa sobre las propiedades mecanicas. Estos dos factores explicarian la evolucion de los

valores obtenidos para la Ty, a partir de un 50% de HA en todos los composites preparados.
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Con respecto al método de preparacion, en el intervalo comprendido entre el 40 y el 50%
de contenido de HA, los mayores valores de T, se obtienen en el caso de los composites
preparados mediante el método 1. A mayores contenidos, 55 y 60%, los mejores resultados se
obtienen para los composites preparados por el método III. De nuevo, Para explicar esta
tendencia tenemos que tener presente que los composites preparados mediante este método son
més homogéneos que los restantes materiales obtenidos, lo que influye de forma significativa
sobre sus propiedades mecanicas. Adicionalmente, el grado de conversion que alcanzan estos
composites a partir de un 50% de HA es igual o superior a los que presentan los composites 1y

11, por lo que es dgico de esperar estos resultados.

Con objeto de conocer la influencia sobre este comportamiento de la naturaleza del
relteno empleado, se procedié a la medida de los parametros mostrados en la Tabla anterior, para
composites preparados mediante el método 11, y utilizando como relleno HA-Cit. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 27.

Tabla 27.- Resultados mecanicos obtenidos en el ensayo de traccion para los composites

preparados por el método II variando la naturaleza del relleno.

Contenido de HA-Cit. (%) Tu+ A Ty (MPa) E*AE(GPa)

40 81 +02 0.48 £ 0.02
45 74402 0.53 +0.02
50 6.1+0.2 0.45 +0.02
55 41402 0.41 % 0.03

60 38+02 0.36£0.02

Como podemos observar, estos resultados presentan la misma tendencia que cuando se
utiliza HA sin modificar. En contra de lo esperado, los valores de ambos parametros son
inferiores, en el intervalo entre 40 — 50%, a los que se obtienen en los composites preparados con
HA, ya que pensibamos que al estar la carga modificada el grado de compatibilizacion entre el
relleno y la matriz traeria como consecuencia una mejora de sus propiedades mecanicas. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que el proceso de organofilizacién de la superficie de la HA

trae consigo un aumento de la densidad del relleno, por lo que, para un mismo contenido de
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relleno, la fase polimérica presente es mayor en el caso de los composites preparados con HA-
Cit que la misma fase en los composites preparados con HA sin modificar. Al existir mayor
cantidad de fase polimérica, el material se hace mds elastico y menos rigido, por lo que este

efecto disminuye las propiedades mecanicas.

Por otra parte, a partir de un 55% de HA, los resultados son superiores cuando se utiliza
HA modificada. Este hecho puede explicarse sobre la base del mayor grado de conversion y
homogeneidad del material que se alcanzan cuando se utiliza este tipo de retleno. A un mayor
grado de conversidn las propiedades mecanicas de la matriz polimérica aumentan y el grado de
homogeneidad que se alcanza disminuyen la posibilidad y el namero de grietas e intersticios que
conlleven a una rotura del material. Por lo tanto, estos factores ejercen un mayor efecto que la
contribucion elastica de la fase polimérica con respecto a los materiales preparados con HA. Con
respecto al comportamiento del modulo de elasticidad (E), obtenido en este estudio, en la Figura
40 se muestran, para el caso de los composites 11, a titulo de ejemplo, con el fin de mejorar su
comprension, el modelo tedrico que mejor se ajustd a los resultados, para todo el intervalo de

contenidos de HA y también al variar la naturaleza de la fase inorganica.

08~
] e e o 2 2P RISl wf,, — ‘
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ﬁ"“jl —m~- Ecuacitn de Kerner-2
xS
o 0.2 4
3
o 4
S
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Figura 40.- Modelos teoricos y resultados experimentales obtenidos para el médulo de

elasticidad en el ensayo de traccién con la variacién de la naturaleza y contenido de relleno.
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Vemos que el mejor ajuste se obtiene con el uso de la ecuacion de Kerner-2, modelo
aplicable para composites con altos contenidos en carga. La disminucion del modulo de
clasticidad de estos materiales se puede explicar a través de la separacion que tiene lugar entre
las fases presentes para altos contenidos, debido al grado de heterogeneidad que se alcanza, lo
cual hace disminuir sus propiedades mecanicas. Una confirmacion a esta hipotesis se obtiene al
analizar el comportamiento en los composites preparados con HA-Cit. En estos materiales la
homogeneidad es mayor, debido a la mayor compatibilizacion existente producto de ia
modificacién superficial, v el relleno se encuentra mas homogéneamente distribuido en la fase

polimérica, por lo que sus propiedades mecanicas se incrementan.

3.7.2.- Ensaye de compresion.

Los esfuerzos de compresion son, quizas, los méas numerosos ¢ importantes de todos los
tipos de esfuerzos que se generan en el organismo humano. De forma general, los ensayos de
compresion dan mayores resultados, en cuanto a médulo de elasticidad y resistencia, que los

resultados obtenidos mediante el ensayo de traccién.

En este apartado, se analiza la influencia sobre los parametros mecanicos antes descritos
del contenido de relieno, su naturaleza y el método de preparacion empteado en la obtencion de
los composites en estudio. El método y la técnica empleada en este ensayo se describen en el
Capitulo IV seccién 4.5.10.2. Los composites se prepararon igualmente mediante los tres

meétodos en estudio.

Las muestras para el ensayo se polimerizaron por irradiacion, a través de cristales de
cuarzo de 0.5 mm de espesor, en moldes cilindricos de teflon de dimensiones correspondientes a
5 mm de diametro interno y 5 mm de altura, con una lampara de irradiacion UV-Visible Visilux
2 3M, a una longitud de onda de 480 nm y una intensidad de luz incidente de 3 mcal/s, a
temperatura ambiente y sin control de la humedad durante 1 minuto por cada lado de cada

espécimen.

Las muestras, una vez desmoldeadas, fueron retiradas del molde e irradiadas, durante el

mismo tiempo, por las caras Jaterales de cada espécimen. Una vez irradiadas, las muestras se
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colocaron en una estufa a 37 °C, durante 24 horas antes de realizar el correspondiente ensayo. Se
realizaron un total de 7 muestras para cada contenido de relleno estudiado, por cada método de

preparacion utilizado.

En el ensayo de compresion realizado no se produce una rotura fragil, sino que después
de que se alcanza un punto maximo en la ordenada (carga), esta cae y a continuacion sigue
aumentando pero esta vez de forma mas lenta. Este ciclo va acompafiado del abarrilamiento de la
probeta en Jos esfuerzos compresivos, debido a que la expansion del material no es uniforme a lo
largo de la probeta, por los procesos de friccidon que se generan en la zona de contacto entre la
superficie del material y el plato de carga. Cuando se alcanza el punto de méaxima carga, se
observan grietas oblicuas a la generatriz del cilindro. Debido a esto, la carga tltima y la

deformacion a la rotura se toman justo en el punto de fluencia.

En la Figura 41, y a modo de ejemplo, se muestran las curvas Carga vs. deformacion,
obtenidas para el caso de los composites preparados mediante el método 11. En la Tabla 28 se
muestran los resultados obtenidos de resistencia a la compresién, o, y modulo elastico a

compresion, E, de todos los materiales ensayados.

Contenido de HA
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Figura 41.- Curvas carga-deformacién para los composites preparados por el método I

variando el contenido de HA.
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Tabla 28.- Resultados de la Fuerza de compresién (c.) y el modunlo de Youngs (E.) para los

composites estudiados.

 MéodoT ~ Métodoll | Método Tl

Contenido de HA .éc”i A‘oc” EC £ A EL ' G = Ao, Ec':i: A EL 0; Ao, E £ A E.
(% en peso) {MPa) (MPa) (MPa) (MPa) (MPa) (MPa)
40 1.6+£02 1442 28+0.1 2546 08+£01 9+ ]
45 28+072 265 444072 394+ 7 12£01 1941
50 52403 5549 7402 62416 [ 42202 350
55 86+£0.5 87+ 9 102404 95+ 7 8O0£05 T8£E
60 9141.1 95+18 {11817 90+ 20 | 88+13 85+20

Como podemos observar, el aumento del contenido de HA en los composites preparados
trae consigo el aumento tanto de la fuerza de compresion, en el punto de fluencia, como del
module de elasticidad, mientras que disminuye la elongacion. Es de destacar que en este ensayo
la probeta no rompe como en el caso del ensayo de traccion, comportandose como un material
dteti], 1o cual es consecuencia de las dimensiones de la probeta. Es por ello que, para el intervalo
de contenidos de HA estudiados, no se observa una disminucién de ambos parametros a partir de
un cierto valor de porcentaje de relleno. Si bien es légico de esperar que un aumento del
contenido de HA traiga consigo un aumento de la rigidez del medio, lo cual conlleva a que los
valores del E. se incrementen, sabemos que en los materiales con altos contenidos de carga la
heterogeneidad es muy grande y la adhesion entre la fase inorganica y la organica disminuye, por

lo que las propiedades también deberian de disminuir.

Sin embargo, el ensayo de compresion no depende de la microestructura del material. El
tipo de deformacion que ocurre en este ensayo es contrario al que ocurre en el ensayo de
traccion. Mientras que en traccion las fuerzas que se ejercen tienden a separar el material, en el
ensayo de compresién estas fuerzas tienden a compactar el material, por lo que en un
determinado momento todas las particulas del relleno se encuentran mas unidas entre si, y esto
trae como consecuencia que tanto el nimero como el tamaito de las grietas existentes disminuya.

En este mismo sentido, tenemos que tener en cuenta que el esfuerzo aplicado en la generatriz de
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la muestra recibe la suma de la respuesta de la matriz mas la del relleno, por lo que es logico de
esperar que con el aumento del relleno aumente estas propiedades mecanicas del material. Por

otra parte, en la Figura 42 se muestran los resultados obtenidos en funcion del método de

preparacion empieado.
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Figura 42.- Resultados obtenidos, en el ensayo de compresion, para los composites

preparados por los diferentes métodos en estudio.

Como podemos ver, los mayores valores s¢ obtienen en el caso del método 11, para todo
el intervalo de porcentajes de relleno. En el intervalo comprendido entre un 40 y un 50% de HA,
Jos resultados estan en concordancia con los obtenidos en el ensayo de traccion y con los valores
de conversion que se alcanzan en estos materiales. Cuando los porcentajes de relleno son
superiores, entre un 55 - 60%, y teniendo en cuenta que no existen diferencias significativas
entre ambos para los valores obtenidos, los resultados son superiores al resto de composiciones,

a pesar de que tanto la heterogeneidad del medio como la conversion de la matriz disminuyen.
Este resultado indica que, en el ensayo de compresion, no influye de forma significativa

el grado de conversién que alcanza la matriz en el composite y que la heterogeneidad que

alcanza el material no es suficiente como para provocar una disminucion en esta propiedad.
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Igualmente, se prepararon composites, mediante el método II, utilizando como relleno
HA modificada con citrato para conocer la influencia de la naturaleza de la carga sobre los
parametros mecanicos de compresion descritos en este estudio. Los resultados obtenidos, con

respecto a sus homologos de HA sin modificar, se muestran en la Figura 43.
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Figura 43.- Dependencia de 6. y de E. con la naturaleza del relleno empleado, para los

composites preparados mediante el método IL

Como podemos observar, en todo el intervalo de contenidos de carga estudiado, los valores de
los parametros medidos son superiores en el caso de los composites preparados con HA-Cit que
los que se obtienen en el caso de los composites preparados con HA sin modificar, Este resuitado
se puede explicar si tenemos en cuenta que la HA-Cit, el proceso de organofilizacion de su

superficie conlleva a una mejor y mayor compatibilizacion entre la fase organica y el relleno.

Al mejorar estas propiedades y aumentar la proporcion de interfase en el material, se obtienen
materiales mas homogéneos y disminuye la cantidad de imperfecciones que pueden producirse

en el material. Esto trae como consecuencia que el uso de un relleno modificado, para un mismo
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contenido de carga, presente mejores propiedades mecanicas de compresion que cuando se

utiliza el relleno sin modificar.
3.8.- Degradacién en SBF de los composites preparados.

Existen cuatro términos para indicar que un material o dispositivo dado desaparecera
eventualmente tras ser implantado en un organismo vivo. Estos términos son biodegradacion,
bioerosion y bioabsorcion o biorreabsorcion. El significado, en la literatura, del prefijo “bio” no
esta bien establecido, lo que trae como consecuencia el empleo indistinto de los términos
degradacion y biodegradacion o erosion y bioerosion. No es hasta 1991 cuando se define, de
forma practica, el término biodegradacion como la destruccion gradual de un material mediada
por un sistema bioldgico, lo que implica que el sistema biolégico no tiene por que ser la causa

. . . 7
del proceso degradativo, sino solamente el medio en que se pmducez‘ :

Por otra parte, Heller™'® sugirié que un polimero bioerosionable es un polimero insoluble
en agua que se convierte, bajo condiciones fisiologicas, en un material o materiales solubles en
agua sin importar el mecanismo implicado en el proceso. Por tanto, el término bioerosion
incluye procesos fisicos (como disolucién) y quimicos (como rotura de cadena). Por tanto, el
término bio, en este caso, significa que la erosion transcurre bajo condiciones fisiologicas, en
contraposicion con otros procesos de erosion causados, por ejemplo, por la alta temperatura,
acidos y bases fuertes, luz ultravioleta o condiciones ambientales. Los términos biorreabsorcion
y bioabsorcion se usan pues indistintamente e implican, de forma general, que el polimero o sus
productos de degradaciéon son eliminados por actividad celular; por ejemplo fagocitosis, en un
ambiente biolégico. Estos dos ultimo términos son de alguna manera superfluos y no han sido

defimdos claramente.

La degradacion de polimeros es la Have del proceso de erosion. Existen dos formas
principales mediante las cuales los enlaces pueden ser separados: pasivamente por hidrolisis o
activamente por reaccion enzimatica’"”. La Gltima opcidn es efectiva Ginicamente en polimeros
naturales, como polisacaridos, proteinas, y poli—B—hidroxiéoidosm, cuando existan las enzimas

apropiadas en el medio donde tiene lugar la degradacion.

123



Capitulo I11.- Cementos dseos fotopolimerizables

Para la mayoria de los polimeros biodegradables, especialmente los polimeros sintéticos,
la hidrélisis pasiva es el modo de degradacion mas importante. Existen muchos factores que
influyen en la velocidad de esta reaccion: el tipo de enlace quimico, el pH, la composicion del
copolimero y, el mas importante, que es el grado de hinchamiento. Los cambios quimicos y
fisicos son consustanciales con la degradacién de polimeros biodegradables, como la
cristalizacion de oligdmeros y mondmeros™', o cambios de pH**. Alguno de estos factores

tienen un efecto decisivo sobre la velocidad de degradacion.

Todos los polimeros degradables comparten propiedades de erosion con propiedades de
degradacion. Ambos son decisivos en el comportamiento de un material degradable en el lugar
de aplicacién. Para clasificar los polimeros degradables es necesario hacer una distincion entre la
superficie (heterogénea) y la masa (homogénea) del material erosionable, tal y como se muestra

en la Figura 44.

Erosiéon de la masa del polimero

Figura 44.- Esquema de los procesés de degradacion superficial y de la masa del polimero.
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Durante la aplicacion del material, la superficie de los polimeros erosionables pierden
material de la superficie Gnicamente. Esta pérdida no provoca cambios en la geometria v forma
del material inicial. En el caso de la erosion de la masa del polimero, la degradacion y la erosion
no estan confinadas a la superficie del material, por lo tanto, el tamafio del material se mantendra
constante durante una considerable porcién de tiempo durante su aplicacion. El avance de la
superficie de erosion del polimero es predecible a través del proceso de erosion. Esto resulta
conveniente en el caso de polimeros que se utilizan como liberadores de farmacos, donde la
velocidad de liberacion del principio activo esta ligado directamente a la velocidad de erosion

del polimerom.

La erosion es un proceso mas complejo que la degradacién, debido a que depende de
muchos otros procesos como la degradacion, el hinchamiento, la disolucion y la difusion de
oligbmeros y monomeros, y los cambios morfologicos. Otros pardmetros también influyen en el
caso de los materiales que son erosionables eléctricamente®™, o que tienen aplicaciones /n
vivo >, Aunque la degradacién es mas importante, dependiendo del tipo de polimero, otros
parametros pueden legar a hacerse criticos en el comportamiento y control del proceso de
erosién. El conocimiento de este proceso es, por lo tanto, méas importante para las aplicaciones
de polimeros biodegradables. Como la degradacion, han sido propuestos muchos indicadores
para explicar este comportamiento, como la pérdida de peso molecular, pérdida de peso y
cambios en la geometria de la muestra. Teniendo en cuenta lo expresado podemos decir que la

erosion es un proceso individual para cada polimero.

En este estudio, se analiza los proceso de degradacion y erosion que presentan los
materiales preparados en una disolucion de suero fisiologico (SBF), teniendo en cuenta su
utilizacién como implante en el organismo humano, a través de la medicion de la pérdida de peso
y de microfotografias de la superficie de las muestras con el tiempo. El método y la técnica

empleada en este ensayo se describen en el Capitulo IV seccion 4.5.11.
En la Figura 45 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la pérdida de peso de las

muestras ensayadas en el tiempo, para el caso de los composites preparados utilizando como

relleno HA sin modificar.
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Figura 45.- Comportamiento de erosién de los composites 11 variando el contenido de HA.

Como podemos observar, a medida que se aumenta el contenido de HA en los
composites, la pérdida de peso de los materiales disminuye. Si tenemos en cuenta que la cantidad
de fase organica presente disminuye también con el aumento del relleno, podemos decir que el
resultado es logico de esperar. Al cabo del tiempo de estudio, tres meses, el composite preparado
con un 60 % de HA solo ha perdido un 7.5 % en peso, mientras que el contiene un 40 % en peso
pierde un 33.4 %, lo que parece indicar que, en medio fisioldgico, la erosidon es mayor cuanto

mayor sea la parte organica presente en este tipo de materiales.

Cabe destacar que durante las dos primeras semanas de ensayo, la solucion de SBF,
inicialmente incolora, adquiere un color amarilio, siendo menos intensa esta coloracion a medida
que disminuye el contenido de carga. Después de transcurrido este tiempo, las soluciones
renovadas de SBF permanecian incoloras. Este hecho indica que parte de la muestra, en concreto
el monomero y oligbmeros del PAA que contienen parte del fotoiniciador disuelto, son capaces

de migrar al medio fisiologico durante los primeros dias del ensayo.

En el caso que nos ocupa, la matriz polimérica esta compuesta por una mezcla de PAA 'y

copolimero de injerto CHI"'PAA. Mientras que el primero es un polimero reabsorbible a pH
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bisicos, el segundo presenta unas caracteristicas mezcla del PAA y de la CHI, esta ultima con un

caracter acentuadamente biodegradable, tipico de los polisacaridos.

El pH de la solucién de SBF es de 7.25, por lo que el proceso de reabsorcion del PAA se
produce de forma lenta. Al migrar parte del monoémero al medio el pH disminuye, por lo que este
proceso practicamente se detiene. Por otra parte, la disminucion del pH aumenta la degradacion
del copolimero CHI PAA, debido a la contribucion de la quitosana, que bajo estas condiciones
se degrada rapidamente, por escisiones en la cadena, disminuyendo el peso molecular
correspondiente. Por oftra parte, los cambios sucesivos de solucion de SBF dan lugar a que el pH
tienda nuevamente a ser neutro, aumentando de esta manera la velocidad de reabsorcion del

PAA.

La presencia de relleno también juega un papel importante en los procesos descritos
anteriormente. En una matriz sin relleno, el SBF que penetra en ella, compite solamente con los
enlaces que la forman, En presencia de carga, se pueden producir nuevas imteracciones de tipo
carga-polimero que aumenten o disminuyan los procesos de degradacion. Si las interacciones
que se crean disminuyen la fuerza de los enlaces que mantienen unida a las cadenas del
polimero, la energia necesaria para romper estos enlaces es menor y el proceso de degradacion
transcurre rapidamente. Si por el contrario, las interacciones presentes son mas fuertes que las
que presenta la matriz por si sola, la cantidad de energia aumenta y la velocidad del proceso

disminuye.

En este caso, sabemos que la introduccién de HA en el material genera la aparicion de
interacciones entre el PAA y la HA, que incrementan la estabilidad térmica del material y
producen un aumento de la Tg del PAA, por lo que podemos decir que a medida que se
incrementa el contenido de relleno, la mayor parte del PAA se verd involucrado en este tipo de

interacciones.

En este mismo sentido, sabemos que la heterogeneidad de los composites se incrementa a
medida que se aumenta la cantidad de relieno. Tanto la degradacion como la erosion dependen
de la cantidad de poros que presente el material, va que a través de ellos se liberan al medio los

productos de estos procesos. También el proceso de erosion superficial descrito en este apartado,

127



Capitulo I11.- Cementos oseos fotopolimerizables

contribuye a la pérdida de peso, ya que se generan poros y también se pueden perder particulas
de relleno que se fiberen de la matriz, producto de la degradacion que esta sufre. Es por ello que
se tomaron microfotografias de la superficie de las muestras ensayadas con el fin de verificar si

tiene lugar el proceso de erosion.

Con el fin de mejorar la comprension de estos resultados, en la Figura 46 se muestran las
microfotografias obtenidas en el caso del composite con un 40% de carga al inicio y durante el

tiempo de ensayo.

Figura 46.- Microfotografias tomadas al inicio y a los 15, 30, 60, 75 y 90 dias,
respectivamente, de la superficie de an composite con un 40 % de HA, preparado mediante

el método 11.
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Como podemos observar, a medida que aumenta el tiempo de ensayo, en la superficie del
material se observa la aparicion y aumento del tamafio de grietas, por lo que podemos decir que
el proceso de erosion ocurre de manera inicial sobre la superficie del material. A través de estas
grietas tiene lugar la salida de los oligomeros y mondmero que queda sin reaccionar desde ia
matriz hacia el medio, caracteristica indeseable en todos los materiales para uso en el organismo
humano. Mientras mayor sea el nimero y el tamafio de las grietas, el parametro que se mide en
este ensayo, pérdida de peso, se incrementa. Este crecimiento se hace critico a los 75 dias de
inmersién en SBF como podemos comprobar, en la microfotografia realizada, en las que se
observan particulas de relleno que, al no encontrase atrapadas en la matriz polimérica, empiezan
a migrar hacia el medio. Al ir aumentando la carga en el composite, el proceso de formacion de
grietas aumenta en los primeros dias de comenzado el ensayo, lo que puede explicarse si
tenemos en cuenta el grado de heterogeneidad que alcanza el composite a altos contenidos de
relleno. Sin embargo, después de treinta dias el proceso se detiene, lo que puede ser una
consecuencia de que la parte que es capaz de migrar rapidamente del material se agota

transcurrido este tiempo.

Por otra parte, en la Figura 47 se muestra la pérdida de peso obtenida, para la misma
familia de composites mostrada anteriormente, pero utilizando como relleno la HA modificada

con citrato.
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Figura 47.- Pérdida de peso de fos composites II preparados con HA-Cit.
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El comportamiento de estos composites indica que se pierde mayor cantidad de peso que
en el caso de sus homélogos preparados con HA sin modificar, para todo el intervalo de
contenidos de relleno en estudio. Para explicar este resultado debemos de tener en cuenta que la
parte organica, responsable fundamental de la pérdida de peso observada, para un mismo
contenido de relleno, es superior cuando se utiliza HA-Cit debido a la mayor densidad que este

relleno presenta. Esto hace que la cantidad de material que migra hacia el medio sea superior.

En la Figura 48 se muestran las microfotografias obtenidas de la superficie del mismo

composite mostrado anteriormente pero utilizando HA-Cit., para diferentes tiempos.

Figura 48.- Microfotografias tomadas al inicio y a los 15, 30, 60 y 90 dias, respectivamente,

de la superficie de un composite con un 40 % de HA-Cit.
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En las microfotografias vemos como en un inicio el relleno del composite se encuentra
mas homogéneamente distribuido en toda la matriz. A medida que transcurre el tiempo,
comienza la aparicion de grietas de forma rapida durante los primeros treinta dias e incluso como
algunas particulas de HA-Cit se han desprendido del material. Al cabo de los sesenta dias de
ensayo, las microfotografias tomadas muestran como la matriz que se encontraba en la superficie
del composite ha migrado hacia el medio por solubilizacion, quedando exclusivamente una masa
compacta asociada casi en su totalidad al relleno, que incluso se sigue desprendiendo de la

matriz restante, en el tiempo, creando grietas en capas mas profundas del composite.

Como conclusion de este apartado podemos decir que en estos materiales, el proceso
predominante es la erosion superficial. Si bien es cierto que en un inicio parte de monémero y
Jos oligomeros del polimero correspondiente que se encuentran sobre la superficie del material
migran hacia el medio, esto es un proceso local que termina rapidamente. Una vez que comienza
el proceso de erosion de la superficie, a través de la creacion y crecimiento de grietas con
pérdida parcial de relleno, es cuando comienza a tener lugar tanto la degradacion como la

erosion en la masa del composite, migrando sus productos al med:o.






Capitulo IV.- Parte Experimental






Capitulo 1V.- Parte Experimental

4.1.- MATERIALES.,
4.1.1.- Disolventes:

Se utilizaron disolventes comerciales con el grado de pureza adecuado a cada caso.
Algunos simplemente fueron sometidos a un tratamiento de secado y posterior destilacion
siguiendo los procedimientos habituales. En el registro de los espectros de RMN-H' se

emplearon disolventes grado UVASOL de Merck.
4.1.2.- Monomero:

Como mondmero se utilizd el acido acrilico, AA, suministrado con grado de pureza

analitico por la casa Merck (99 %). Este mondmero se utilizd sin purificacion previa.
4,1.3.~ Fotoiniciador:

Como fotoiniciador de polimerizacidn se empleo la canforquinona, CQ, suministrada por
la casa Fluka, con un grado de pureza > 99%. El fotoiniciador comercial se utilizé directamente,

sin previa purificacion.
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4.1.4.- Reactivos:

El 4-dimetilaminobenzaldehido v el borohidruro de sodio (Across, 99%), utilizados en la
sintesis de la amina, fueron destilados a vacio antes de su utilizacién. El 4cido ortofosforico
(H:PO,, 85%) (Fluka) y el hidroxido de calcio (Ca(OH),, 95%) (Aldrich) empleados en la

sintesis de la hidroxiapatita se utilizaron sin purificacion previa.

Los reactivos empleados en la determinacion analitica del calcio y del fosforo fueron
suministrados por diferentes casas comerciales con el grado de pureza adecuado para cada caso.
El acido acético glacial utilizado en la purificacién de la quitosana fue suministrado por la casa

Merck con un grado de pureza > 99%.

En el caso de la solucion de fluido biolégico, SBFE, se utilizaron los siguientes reactivos:
clorure de sodio (NaCl, Fluka), hidrogeno carbonato de sodio (NaHCOs, Fluka), cloruro de
potasio (KCl, Fluka), hidrogeno fosfato de potasio trihidratado (K;HPO, - 3H20, Merck), cloruro
de magnesio hexahidratado (MgCl, - 6H,0, Merck), cloruro de calcio (CaCl,, Merck), sulfato de
sodio (NazS0,, Aldrich), acido clorhidrico 1 N (HCI, Aldrich) y treshidroximetilaminometano
(NH,C(CH,OHjs);, Aldrich).

El protocolo seguido en la preparacion de la solucion de SBF, con una concentracion

ionica cercana la plasma sanguineo humano y ajustado a pH = 7.25, se describe a continuacion:

1. ILavar una botella de polietilentereftalato (PET) y un frasco de vidrio de 1L, que se utilizaran

con una solucién 1N de HC, detergente natural y agua destilada. Séquelos cuidadosamente.

2. Afiada 500 mL de agua desionizada y destilada en una botella de PET de 1L y tapelo con un

vidrio rejoj.

3. Agite el agua con un agitador magnético y vaya afladiendo los reactivos que se dan en la
Tabla 29 en el agua uno a uno en el mismo orden en que se muestran, después de que el

reactivo afiadido se haya disuelto completamente.
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4. Ajuste la temperatura de la solucién a 36.5 °C con un bafio de agua vy ajuste el pH de Ia
solucion a 7.25 agitando la solucién y valorando con HC! IN. Cuando el pHmetro se

remueva de la solucion, afiada el agua usada para lavar el electrodo en la solucion).

5. Transfiera la solucion de la botella a un volumétrico de vidrio. Afada el agua usada para

lavar el frasco inicial en el frasco de vidrio.

6. Ajuste el volumen total de la solucién a 1L con la adicion de agua destilada y guarde el

frasco a 20 °C.
7. Transfiera la solucion del frasco a una botella de PE y guarde la botella en el refrigerador a
una temperatura que oscile entre los 5 y los 10 °C. Si precipita la soluciéon no puede

utilizarse.

Tabla 29.- Reactivos para la preparacion de SBF

Orden  Reactivo  Cantidad
! NaCl 7,996
’ NaHCO; 0.350
3 KCl 0.224
* KHPO, - 3H,0 0.228
> MgCl, + 6H,0 0,305
° HCHAN) 40 L,
7 CaCl, 0.278
8 Na;SO4 0.071

Lo

NH,C(CH,0H;); 6.057

En la Tabla 30 se muestran las concentraciones idnicas obtenidas en el SBF preparado

con respecto al plasma sanguineo humano.
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Tabla 30.- Comparacién de 1a concentracion de iones (mM).

fn  SBF  Plasma sanguineo
Na' 1420 1420
K* 5.0 5.0
Mg 1.5 1.5
Ca®' 2.5 .25
Cr 147.5 103.0
HCO™ 4.2 27.0
HPO,* 1.0 1.0

SO.& 0.5 0.5

La solucion preparada fue utilizada en la determinacion del por ciento de dobles enlaces

residuales y como medio activo en los ensayos de degradacion correspondientes.
4.2.- SINTESIS DE COMPUESTOS.

4,2.1.- Obtencién y purificacion de ka Quitosana (CHI).

La quitosana (CHI) utilizada en el presente estudio se obtuvo a partir de caparazones de
langosta (Panulirus argus), como se describe detalladamente en otros trabajos®®®. Para su
purificacion, se disuelve la CHI (1g) en una solucion acuosa de acido acético (1 mL en 100 mL
de agua) durante 24 horas, mediante agitacion magnética. Posteriormente, esta disolucion se
filtra sobre fibra de vidrio y se precipita con una disolucion acuosa de NaOH (Panreac), al 40%.
El gel precipitado se lava varias veces con agua destilada y se liofiliza durante 24 horas, en un
liofilizador LIOALFA-6 de la casa Telstar. La espuma blanca de quitosana obtenida se tritura
hasta obtener el polimero en forma de finas particulas, con un tamafio de grano en el intervalo

entre las 50 v las 200 um. El material final fue caracterizado por técnicas de FTIR y RMN- H'.

La determinacion del peso molecular se realizé mediante el método viscosimétrico dando

como resultado un peso molecular de 1.5 - 10°. El grado de acetilacion, GA, de la quitosana
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purificada se determing mediante técnicas de FTIR y RMN- H' dando como resultado valores de

14.6% vy 11.1% respectivamente.
4.2.2.~ Sintesis de la 4-aminobenzil alcohol (DMOH).

La DMOH se prepard mediante la reduccidon del 4-dimetilaminobenzaldehido (Merck)
con borohidruro de sodio, NaBH4 (Merck), en medio alcalino, tal y como se describe en la
Figura 49. A una solucion de 4-dimetilaminobenzaldehido (0.1 mol, 15.1 g) en metanol (100
mlk.), se le afladi6, bajo agitacion magnética, una solucion de borohidruro sédico (0.037 mol, 1.4
g) en hidréxido de sodio, NaOH, 2M (2 mL) diluida con agua (18 mL), a una velocidad de 0.5

mL/min., manteniendo la reaccion entre tos 18-25 °C, durante toda la noche.

{DMOH)
Figura 49.~- Esquema de la sintesis de ia 4-aminobenzilalcohol (DMOH),

A continuacion, se elimind el metanol y el solido blanco resultante se extrajo con éter; se
seca sobre sulfato de magnesio, MgSQy (Panreac), v se elimina el solvente a presion reducida,
obteniéndose un solido cuyo punto de fusion, por DSC, es 44 = 1 °C. El producto se destil6 a

vacio (0.5 mm de Hg) a 110 °C. El rendimiento de la reaccidn fue de un 90%,

La amina obtenida, DMOH, se caracterizd mediante técnicas de RMN-H' obteniéndose
los siguientes resultados: § (CH; del OH) = 4.52 ppm, 8 (a-CH3) = 2.95 ppm, & (H del benceno)
=6.80y 7.42 ppm

4.2.3.- Sintesis de la Hidroxiapatita (HA),

La HA estequiométrica, con una relacién calcio/fosforo = 1.67, se prepard siguiendo el
método de Rathje. Para ello se toman 500 ml. de solucion 0.3 M de 4cido ortofdsforico (H3PO.)

en un embudo y se gotean, a una velocidad de 4 mL/min, sobre un matraz que contenia 500 mL
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de una solucidn 0.5 M de hidroxido de calcio (Ca(OH)y), calentada a ebullicion previamente y
con agitacién magnética a una velocidad de 300 rpm. La solucion final se calienta a reflujo

durante seis horas.

Posteriormente se filtra a vacio y se lava varias veces con agua destilada. El producto
resultante se seca en una estufa a una temperatura de 105 °C durante toda la noche. El producto
seco resultante se tritura v tamiza con una malla de 0.1 mm. El producto asi obtenido se
caracterizé mediante FTIR, DRX y la determinacion de la relacion Ca/P se llevo a cabo mediante
volumetria. El tamaiio de particula v el rea superficial se defermind mediante las técnicas de

dispersion de luz y BET, respectivamente.

4.2.4.- Modificacion de la hidroxiapatita,
4.2.4.1.- Sinterizacion.

Una porcion de la hidroxiapatita, sintetizada anteriormente, fue calentada a 1100 °C, en
una mufla programable de la casa Selecta, durante 12 horas y se le aplico el mismo
procedimiento de tamizado. A esta hidroxiapatita sinterizada se le denomind HAS. El producto

fue caracterizado mediante las técnicas mencionadas anteriormente.
4.2.4.2.- Modificacion superficial con agentes funcionalizantes con grupos carboxilicos.

Como agentes funcionalizantes se utilizaron las siguientes sales: acetato sodico (Ac-Na),
citrato sédico (Cit-Na), acrilato sodico (Acr-Na), metacrilato sodico (Met-Na) y succinato sddico
(Succ-Na) en disoluciones 0.5M de cada uno de ellos a pH= 7 y 5, utilizando el 4cido

correspondiente a la sal para lograr este ultimo valor de pH.

El proceso de funcionalizacion consistid en poner en contacto, bajo agitacion magnética,
20 mi de la disolucion de agente funcionalizante, a los diferentes pH escogidos, con 1g de las
diferentes hidroxiapatitas a temperatura de 25 + 0.5 °C, durante un periodo de 12 horas, el cual
se considero suficiente para alcanzar el equilibrio. Pasado este tiempo, se separa el polvo de la
disolucion mediante filtracion a vacio con una placa filtrante para el caso de la HA, y por

centrifugacion a una velocidad de 3000 rpm durante 15 minutos, las que contienen HAS. Los
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polvos asi obtenidos se secan en una estufa a 60 °C durante otras 12 horas. Posteriormente se
someten a los procesos de triturado v tamizado descrito anteriormente y se caracterizan segun los

metodos convencionales.
4.3.- TECNICAS DE CARACTERIZACION.
4.3.1.- Espectroscopia Infrarroja, FT-1R

Los espectros infrarrojos obtenidos fueron registrados en un espectrofotometro Nicolet
520, generalmente en forma de pastillas de KBr. Se realizan 32 barridos por muestra y con una

resolucion de 2 cm’.
4.3.2.- Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de protén, RMN-H'.

Los espectros se registraron en un espectrémetro Variant 400, operando a 400 MHz. Los
valores de los desplazamientos quimicos se expresan en partes por milioén, & (ppm), tomando la

sefial correspondiente a los protones de! TMS o del solvente utilizado como referencia interna.

4.3.3.- Espectroscopia UltraVioleta Visible, Uv-Vis.

Para la obtencién de los espectros UV-Vis se utilizo un espectrofotémetro de doble haz
Perkin-Elmer Lambda 16, UV-250. Generalmente se emplearon cubetas de cuarzo “Espectrosil”

con un camino dptico de 1 cm.
4.3.4.- Viscosimetria.

Para la determinaci6n del peso molecular mediante medidas de la viscosidad se utihzo un
viscosimetro Ubbelohde 01 de la casa Schott-Gerite, con un diametro de capilar de 0.46 mm y
una constante k de 0.005. El viscosimetro es sumergido en un bafio termostatizado, CT-1450/2 a
una temperatura de 25 *+ 0.1 °C. Para la medida del tiempo de caida de las disoluciones
preparadas y del disolvente se utilizd un equipo automatizado SCHOTT AVS 350, que trabaja

con un error en la medida del orden de 0.1 segundos.
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Por otro lado, para la medida de la viscosidad de los geles se utilizé un viscosimetro
Brookfield, modelo RTV v microadaptador SSA, trabajando invariablemente con muestras de 5

mL a una temperatura de 25 + 1 °C.
4,3.5.- Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Para la determinacion de los puntos de fusion y temperatura de transicion se realizaron
medidas calorimétricas en un Calorimetro Diferencial de Barrido Perkin-Elmer DSC-4. Las
medidas se realizaron bajo flujo de nitrogeno v a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.
Antes de realizar las medidas se realizd un calibrado del aparato (temperatura y entalpia) con

patrones de indio y zinc.
4.3.6.~ Difraccion de Rayos-X.

La difraccién de rayos X de las muestras de hidroxiapatita se realizé con un diffactometro
de polvo RIGAKU Rotaflex RU-200B con anodo rotatorio y monocromador de Germanio. La
radiacion utilizada fue la Koy del Cu (a=1.5405 A). Para el analisis de los difractogramas

obtenidos se utilizo la base de datos JCPDS vy las fichas ASTM.
4.3.7.- Microscopia
Las microfotografias tomadas en este trabajo se realizaron en un microscopio Nikon,

eclipse, modelo E400, con un aumento de 4X controlado por el programa informatico Matrox

Inspector version 3.00. El microscopio posee una camara CCD de la casa Sony modelo C370P.
4.3.8.- Medida del tamafio de particula por dispersion de luz.

Las medidas de tamafio de las particulas de las diferentes hidroxiapatitas utilizadas como
material de relleno se llevaron a cabo en un equipo COULTER LS 130, que utiliza radiacion
laser de 750 nm para la medida de tamafios entre 0.1 y 900 um de didmetro. El equipo consiste

en un moédulo en el que se introduce la muestra dispersa en un fluido que la mantenga en
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suspension evitando en lo posible los fenomenos de agregacion. En nuestro caso, las diferentes

hidroxiapatitas empleadas, se utilizo invariablemente isopropanol.
4.3.9.- Medidas del area superficial. Método de BET.

El area superficial especifica y la porosidad de los sdlidos son parametros muy
importantes a determinar en las cargas de composites con aplicaciones médicas, ya que estos
valores condicionaran las posibilidades reales de su posterior aplicacién. Estos parametros
pueden determinarse por varios métodos, entre ellos podemos mencionar la adsorcion-desorcion
de gases, porosimetria de mercurio, termoporosimetria, permporosimetria, etc.. En nuestro caso
elegimos el método de adsorcidn-desorcion de gases por ser un método no destructivo, con la
ventaja adicional de que permite la determinacion simultinea del drea superficial y la porosidad,

y es un meétodo relativamente facil y rapido.

La curva que representa el volumen de gas adsorbido a cada presion aplicada en funcion
de dicha presién, a temperatura constante, se denomina “isoterma de adsorcion” y se representa

como en la Figura 50.

Volumen adsorbido

Figura 50.~ Isoterma de adsorcion.

Existen cinco tipos de isotermas de adsorcidn, Figura 51. Para explicar estas isotermas

obtenidas experimentalmente, Brunaer establece una clasificacion.
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Vieny'/g)

1 a 11 11 v v
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Figura 51.- Tipos de isotermas de adsorcidn.

La isoterma tipo 1 se denomina isoterma de Langmuir; su forma indica que el sélido
estudiado es microporoso y que tiene una superficie externa muy pequefia. La isoterma tipo II la
presentan tos solidos no porosos o macroporosos; esta isoterma refleja la formacion no solo de la
monocapa, sino de las multicapas de adsorcion. La isoterma tipo Ill se presenta raramente;
describe el comportamiento de un sistema cuando el calor de licuefaccion es mayor que el calor
de adsorcion. Las isotermas de tipo IV y V son analogas a las de Il y 111 pero asociadas a solidos

MeSOPOrosos.

La S. se puede determinar por el método BET, basado en un modelo teorico del proceso
de adsorcidn propuesto por Brunauer, Emmet y Teller. Estos autores modelaron el equilibrio
entre un vapor y el adsorbente en ¢l cual capas multiples de moléculas de vapor son adsorbidas
sin la completa adsorcion de las capas subyacentes. Se considera que no existen sitios
preferenciales de adsorcién ni interacciones laterales entre moléculas absorbidas y que las
fuerzas de condensacion son activadas en la adsorcion. Esta teoria se cumple en el intervalo de
presiones relativas (P/Po) de 0.05 a 0.35. La ecuacion lineal del método BET que relaciona el
volumen total adsorbido a cierta presion relativa, con el volumen correspondiente a la monocapa

para el calculo de S, es la siguiente:

PPo 1 e
V. .(1-Ppo) V,-c V, ¢

donde ¢ es una constante del sistema BET que est4 ligada a la energia de adsorcion. El valor de ¢

se encuentra en el intervalo de 50-300 para muchos adsorbentes cuando el adsorbato utilizado es

el nitrégeno. Al representar (P/Po)/V(1-FP/Po) frente a P/Po en la ecuacion de BET se obtiene
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una linea recta cuya pendiente es igual a (¢-1)/(¥,,¢) y su intercepto en el eje de las abscisas se
corresponde con el valor de 2/(7,/¢). A partir de estos resultados se puede calcular el volumen

necesario para llenar la monocapa (V,,), Figura 52.

P/Po
V(1-P/Po)

" Pend = (C-1)/CV_

! 1/CV
m

|

PPo

Figura 52.- Isoterma de adsorcién en multicapas BET.

La §. vendra dada por la siguiente expresion:

donde:
N4 = es el numero de Avogadro,
A =es el drea que ocupa una molécula de adsorbato (No).

M = peso molecular del adsorbato.

Las medidas de Se mediante el método de BET pueden llevarse acabo por el método de
un solo punto (si ¢ >>1) o por el de multipuntos. Hay que destacar que en este no se puede
aplicar en el caso de las isotermas del tipo 11l y V. Las medidas de area superficial fueron
realizadas en un equipo ASAP 2000, Micrometrics INC, mediante adsorcion de nitrogeno a una
temperatura de 77 K. Las condiciones de medida para todas las muestras analizadas fue

desgasificacidn a alto vacio durante 24 h con N, v a una temperatura de 200°C, para lograr [a total
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deshidratacion de la muestra. Posteriormente, se realizo el analisis inmediatamente, para evitar ia

posible hidratacion de la muestra.

4.3.10.- Determinacién de la relacién calcio/fosforo (Ca/P).

4.3.10.1.- Determinacion de calcio.

En un erlenmeyer de 100 mL se adicionan 25 mL de la muestra preparada (ensayando

con un blanco simultaneamente con H;0), 25 mL de EDTA (0.01 mol/lL), 10 mL de buffer
amomiacal y una pequefia cantidad de Negro de Eriocromo T. A continuacion se valora con

solucién de zine, Zn*", (0.01 mol/L) hasta viraje de color de azul a rosado.

Preparacion de los reactivos:

Muestra: Pesar exactamente alrededor de 0.1 g de la muestra de hidroxiapatita y disolver
en 40 mlL de HCI (1:3) hasta total disolucion. Trasvasar cuantitativamente a un matraz de 250

mL y enrasar.

Solucion de Zn®": pesar exactamente entre 0.6-0.7 g de granallas de Zn, (= 99.5%) vy

trasvasar a un vaso de precipitado de 250 ml. Afadir 20 mL de acido clorhidrico, HCI (1:3) y 1
ml. de acido nitrico, HNO3 concentrado, tapar con un vidrio reloj y dejar reaccionar. Al concluir
la reaccion, si queda alglin solido sin disolver, se calienta suavemente hasta total disolucidn, y si
atn asi no se logra la total disolucion, se aflade una nueva porcion de 5 mi. de HCI (1:3). La
soluciodn, una vez fria, se trasvasa cuantitativamente a un matraz aforado de 1000 mL y se enrasa

con agua y se homogeneiza por agitacion.

Solucidn de EDTA: pesar 3.8 g de sal disddica del EDTA dihidratado y disolver en 700-

800 mL de agua. Completar con agua hasta el enrase y homogeneizar.

Buffer Amoniacal: pesar 53.5 g de cloruro de amonio, NH4Cl que se disuelven en 400-

500 mL de agua. Afiadir 410 mL de amoniacco, NHs, concentrado (25 %), agitar y completar

con Hz0 hasta 1000 mL y homogeneizar.
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KCL

donde:;

donde:

Negro de Eriocromo T: Pulverizar 1 parte de Negro de Eriocromo T con 99 partes de

Célculos:

. b~ Vi) 0.04008 250

Yl = F-0.01(b - Var)
P 25

%Ca = por ctento de calcio en la muestra de HA
f = gs el factor de la solucion de Zn
0.01 = es la concentracion molar de la solucion de Zn
Vb = e el volumen del blanco (agua)
Vm = es el volumen de ia muestra de Zn gastada en la valoracion

0.04008 = es el factor de adecuacion para el calcio

250 = ¢l volumen donde se prepara la muestra
25 = ¢l volumen de la muestra de HA a valorar
p = la masa que se pesa de la muestra de HA para la determinacion,

El caleulo del factor f se realiza de la siguiente manera:

](’ — n?zn /(‘/n
‘ ])MZI:

mz, =la masa de zinc en gramos (0.6083 g)
(7, =la concentracion molar de la solucién de zine (0.01 mol/L)

PM;, = la peso molecular del zinc (65.37 g/mol)

De esta forma el valor obtenido para el factor f fue de 0.9305
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4.3.10.2.- Determinacion de fosforo.

Tnicialmente, es necesario abtener una curva de calibracion a partir de disoluciones de
100 mL a las que se le adicionan respectivamente 0, 1, 5, 10, 15y 20 mL de una solucidn patron
de fosforo (P) de 100 ppm, 0.8 mL de HCI (1:1), 8 mL de solucion patrén de calcio, 5 mL de
HNO; concentrado y 10 mL. de reactivo para P. Se enrasa y s¢ homogeniza. Al mismo tiempo, y
por triplicado, se toman exactamente 20 ml de la muestra preparada (se utiliza la misma que
para el calcio), a la que se le adicionan 5 mL de HNO; concentrado y 10 mL de reactivo para P
en un matraz aforado de 100 mL,; se enrasa y se homogeniza. En cubetas de vidrio Optico de 1
cm, a 425 nm v a los 30 minutos de desarrollado el color se mide la absorbancia de todas las
muestras preparadas empleando como blanco la solucién que no contiene fosforo en la curva de

calibracion.
Preparacion de los reactivos:
Muestra: la muestra se prepara de idéntica a la del calcio.

Patron de Ca 1000 ppm: Pesar exactamente 2.4975 g de carbonato de calcio, CaCOQOs, v

disolver en la minima cantidad de HC] (1:1). Enrasar y homogeneizar en un matraz aforado de

1000 mL..

Patron de P 1000 ppm: Pesar exactamente 4.3943 ¢ de dihidrégeno fosfato de potasio,

KH,PO,, previamente secado a 105  5°C durante una hora y disolver en la minima cantidad de

HCI (1:1). Enrasar hasta un volumen de 1000 mL y homogeneizar.

Reactivo para fosforo: Disolver 10.00 = 0.01 g de molibdato de amonio en 100 mL de

H,0. Si fuese necesario, calentar a 50-60°C agitando continuamente. Afiadir agitando 2 mL de
HNO; concentrado. Filtrar si aparece algin precipitado. (Solucion A). Disolver 0.3 +0.01 g de
metavanadato de amonio (NH4VO3) en 50 mL de H,0, calentando hasta 50-60°C si es necesario.
Dejar enfriar y adicionar 50 mL de HNO; concentrado (Solucion B). Mezclar las soluciones A 'y

By adicionar 16 ml de HNO; concentrado. Enrasar y almacenar en frasco ambar.
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Caleulos:
o028
P
donde:
%P = el por ciento de fosforo en la muestra de HA.
C = la concentracién de la muestra en ppm (determinada por interpolacion a partir de
la curva de calibracion).
i = la masa exacta de la muestraen g

© 0.125 = factor de correccidn

4,3.11.- Grado de modificacion.

Con el fin de determinar la extension de la modificacion de una carga inorganica se
utilizan diferentes métodos analiticos convencionales aplicables sobre la carga modificada. Sin
embargo, cuando la aplicacion de dichos métodos no resulta factible, es practica habitual el
cuantificar la cantidad de reactivo orgénico consumido en el proceso de modificacion. Algunos
autores denominan “grado de adquisicion™ a la proporcion o cantidad porcentual del agente
funcionalizante consumido en el tratamiento de la carga, ya que, en determinados casos, no
resulta factible establecer que parte o proporcion del agente funcionalizante esta anclado por
enlace quimico a la carga y que parte esta ocluido o adsorbido sobre su superficie. Para ia

determinacion det grado de adquisicion (A) se utiliza la expresion:

A= y.4ac
W

donde:
V' =es el volumen de la solucién (en Litros)

W = son los gramos de HA a funcionalizar. (en g)
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AC = es la diferencia entre las concentraciones al inicio (Co) y al final del tratamiento

(ChH).

Se conocen los valores de ¥, Wy ta Co de las disoluciones de los agentes empleados por
lo que el parametro a determinar es el valor de Cf. Para ello se realizé una determinacidn
espectrofotometrica por UV-Vis del agente funcionalizante en las disoluciones obtenidas al
principio y al final del tratamiento. Primeramente se obtienen las curvas de calibracion de los
diferentes agentes funcionalizantes, mediante la preparacion de disoluciones acuosas de estos

entre 5x 107 M y 1 x 10° M y variando ef valor del pH con HCI (IN) segun el tipo de agente.

De la pendiente de las curvas obtenidas se obtuvo el coeficiente de extincion molar (g).
Una vez obtenidos los coeficientes de extincion se procede a la medida de la absorbancia (Abs)
de la disolucidn final, en las mismas condiciones mencionadas anteriormente, obtenida en el
proceso de funcionalizacién y se determiné la Cf mediante la expresion : Cf = Abs/el. Es de
destacar que los valores obtenidos no difieren entre si cuando se utiliza como blanco en las

determinaciones agua con hidroxiapatita.
4.4.- TECNICAS DE IRRADIACION.
4.4.1.- Fotocalorimetria Diferencial de Barrido (PDSC).

La calorimetria diferencial de barrido permite, al mismo tiempo, medir una propiedad
macroscopica y obtener informacion a nivel molecular. Por otro lado, teniendo en cuenta la
elevada exotermicidad de la mayoria de los procesos de polimerizacion en cadena, esta técnica
presenta toda una serie de ventajas adicionales sobre otros métodos mas tradictonales utilizados
en el estudio de las cinéticas de polimerizacién como son: la medida directa de la velocidad de
polimerizacion y la posibilidad de utilizar muestras de pequefio tamafio y de controlar la
atmosfera bajo la cual se realiza la medida, lo que permite comparar sistemas bajo idénticas

condiciones.

El estudio de las cinéticas de polimerizacién se llevaron a cabo en un fotocalorimetro

diferencial de barrido (PDSC) desarrollado en los laboratorios del Instituto de Ciencia de
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Tecnologia de Polimeros, Figura 53, mediante la modificacion de un calorimetro diferencial de

barrido de Perkin-Elmer DSC-422"22¢

WD"E

%

(6}

£5)

A
: ‘ D B
Al ® % @ R AV (& = PR
=N

sk

| _

Figara 53.- Sistema de Fotocalorimetria.

Para irradiar con luz visible se utiliza un sistema (A) compuesto por una lampara
halogena Schott KL-1500 (1) con un filtro IR (Schott KG-1) (2) y otro de interferencia con
maxima transmision a 470 nm (Schott VG 9) (3). Se acoplan fibras Opticas de la firma Schott, de
50 cm de longitud v 0.5 cm de diametro (4) a la salida de la [ampara. El sistema de enfriamiento
de esta fuente de irradiacion (C) es un ventilador acoplado a la lampara de luz haldégena (5). En
la parte superior de este sistema se encuentran dos interruptores, et de alimentacion general (6) y
el potenciométro de la lampara (7). El primero es el encargado de suministrar la energia eléctrica
al sistema en dos regimenes diferentes: a media lampara (%) y a lampara completa (V). El
segundo interruptor varia la potencia de irradiacién de la lampara en 5 posiciones. La

combinacion de ambos interruptores permite irradiar a diferentes intensidades de luz incidente.

En la tapa del fotocalorimetro (B) se realizaron sendos orificios circulares sobre los

pocillos de referencia (R) y muestra (M) que fueron recubiertos de teflon. A ellos se les hace
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llegar las terminales de las fibras opticas que estan conectadas a la fuente de irradiacion. En la
parte inferior de la tapa (T) estan los conductos que permiten el paso del nitrogeno. El
fotocalorimetro esta conectado a la unidad de datos Perkin-Elmer 3600, provista de pantaila y un
registrador. Este sistema permite recoger la exoterma de polimerizacion de la muestra una vez

que esta es irradiada (el retraso en la respuesta del sistema es inferior 2 0.1 s).

En los ensayos convencionales realizados, la intensidad de luz incidente se mantuvo
constante e igual a 0.26 mecal/seg a 470 nm (filtro Schott VG 9). Se trabajé a valores de
absorcién superiores de 2 ua, es decir, absorcion total. Las medidas de la intensidad de luz
incidente v el control de la estabilidad de la lampara se determinaron por irradiacion simultanea
de dos capsulas: una vacia en el pocillo de referencia y otra grafitada en el pocillo de muestra.
De la diferencia de calor desprendido en cada capsula se dedujo de la intensidad de luz incidente
(en mcal/seg). Se ha comprobado que este valor obtenido concuerda con el hallado por

actinometria® .
4.4.1.1.- Aspectos teodricos.

Es sabido que la calorimetria diferencial de barrido, DSC, permite medir la velocidad de
desprendimiento de calor en una reaccién quimica. En todo proceso de polimerizacion el calor
desprendido se puede relacionar con el grado de conversiéon de monomero a polimero, por lo

tanto, el grado de conversion (cr) en cada momento se obtiene dividiendo el 4rea integrada de la

exoterma hasta ese tiempo (AH, ) por el calor total de polimerizacion (AH.).

El valor del AH, se puede obtener, a su vez, a partir de la misma exoterma para largos
tiempos de irradiacion, donde tedricamente se alcanza el 100% de conversion, o se usan los datos
descritos en la literatura, De la representacion grafica de la variacion de la concentracion molar
del monomero polimerizado con el tiempo de irradiacion se obtiene una curva, cuyoe tramo
inicial se puede ajustar a una recta. La pendiente de dicha recta es el valor de la velocidad de

polimerizacion imcial (R,).
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Conocida la intensidad de luz incidente y la absorbancia de la muestra a la longitud de
onda de irradiacién, resulta inmediato el calculo del valor de la intensidad absorbida a cada
tiempo. Representando graficamente los moles de mondmero transformados frente a la energia
de absorbida a cada tiempo de irradiacion (en einstein) obtenemos el rendimiento cuantico de
polimerizacién inicial, ¢, a partir del valor de la pendiente de la recta, ajustada por minimos

cuadrados, en el primer tramo de la representacion.

Debemos sefialar que en estos calculos se hace la suposicion de que la absorbancia, y por
tanto, la concentracion del fotoiniciador, permanecen constantes durante el proceso de
irradiacion, lo cual es valido, como minimo, para los primeros instantes de irradiacion. Bajo la
suposicidon del estado estacionario y en ausencia de reacciones de transferencia de cadena, es

aplicable la ecuacton general:

k

R, =—L- MR

2k,

donde %, y % son las constantes de velocidad de propagacion y terminacion, [M] es la
concentracion de monomero y K, es la velocidad de iniciacidén. Asimismo, de la determinacion
experimental de R, es posible, mediante el uso dicha expresion, calcular el valor de R, ya que en
la literatura se reportan en la literatura los valores de las constantes de la velocidad de
propagacion vy de terminacidn para una concentracion de monomero para el caso de diferentes

monomeros acrilicos™".
4.4.1.2.- Métodos de operacién.

La forma convencional de operar en una experiencia de polimerizacion fotoiniciada
consiste, en primer lugar, en la medida en el propio calorimetro de la intensidad de luz incidente

con una cipsula grafitada idéntica a la que se va a usar para la irradiacion de la muestra tal y
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como se describid anteriormente. A continuacion, con la ayuda de una microjeringuilla
Hamilton, o por pesada directa en el caso de los sélidos, se deposita en la capsula la cantidad de
muestra apropiada, consistente en la mezcla del sistema de iniciacion-monomero previamente
preparada a la concentracion elegida. Una vez transcurridos cinco minutos de acondicionamiento
de muestra, se abre manualmente el obturador y la curva exoterma se visualiza sobre la pantalia
de ta unidad de datos P-E 3600 unida al PDSC. Los resultados generados se almacenan en un
disco de ordenador y se registran, si se desea, sobre papel mediante un registrador umdo al
sistema. La integracion de la exoterma para obtener el calor de polimerizacion, se realiza con
ayuda del correspondiente software y la unidad de datos, iniciandose justo en el instante en que
la luz incide sobre la muestra y aplicable a lo largo de toda la irradiacion hasta el momento en

que la luz se bloquee.

De los datos cinéticos almacenados, una vez adecuadamente integrados y analizados, se
calcula directamente la conversion, y de su relacion con el tiempo de irradiacion la velocidad de
polimerizacién y otros parametros cinéticos. Habida cuenta de que conocemos el valor de las
intensidades incidente y absorbida, el célculo de los rendimientos cuanticos es igualmente
inmediato. Un aspecto a tener en cuenta es el tamafio y/o espesor de la muestra. La gran
sensibilidad conseguida con el PDSC, permite utilizar pequefios tamafios de muestra, del orden
de los miligramos o mililitros. Por consiguiente la eleccion de la capsula portamuestra esta

condicionada por el tamafio y espesor elegido en cada caso en particular.

En este trabajo se utilizo agua como disolvente y puesto que este solvente, bajo las
condiciones experimentales estudiadas, es relativamente volatil, se modifico las capsulas
estandar. Puesto que es condicion indispensable el que fa luz incida directamente sobre la mezcla
monomero-sistema de fotoiniciacion, se disefio una nueva capsula que pudiera ser sellada con un
material inerte v que a la vez fuese transparente a la longitud de onda de irradiacién, El esquema

de esta nueva capsula se muestra en la Figura 54.
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Cristal de Polimetilmetacriato (PMMA)
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Figura 54.- Seccion transversal de la cipsula de aluminio utilizada.

Dichas cépsulas fueron fabricadas a partir de laminas de aluminio destemplado con un
espesor de 100 nm, mediante un troquel de acero inoxidable espectalmente disefiado para este
fin. Es imprescindible que el disco de polimetilmetacrilato (PMMA) encaje y se asiente
perfectamente sobre la capsula. Obviamente, las medidas de intensidad de la luz incidente deben
hacerse sobre la nueva capsula conveniente grafitada. Mediante la utilizacion de este tipo de
capsulas se ha podido realizar el estudio de las cinéticas de polimerizacion de mondmeros y

mezclas de monomeros volatiles empleando el fotocatorimetro.

4.4.2,- Sistema de irradiacion convencional

Para el estudic y determinacion de los rendimientos cuanticos de fotorreduccion en
condiciones de irradiacion estacionarias se empleo un sistema de irradiacion en continuo. Este
sistema consta de los siguientes elementos dispuestos sobre un banco dptico y se muestran en la

Figura 55:

A.- Lampara de luz Ultra-Violeta Visible, Schott KL-1500, alojada en un carcasa con
refrigeracion mediante un ventilador v un sistema optico de focalizacion terminados
en dos fibras Opticas, con su correspondiente sistema de arranque y fuente de
alimentacion.

B.- Filtro de Infrarrojo Schott KG-1 y de absorcion a 470 nm, Schott VG 9.

C.- Portamuestra termostatizado, con agitador y portadetecior

D .- Radiémetro, International Light, 1L 700, unido al correspondiente portadetector.
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Figura 55.- Esquema del sistema de irradiacién en condiciones estacionarias empleado en
las experiencias de fotorreduccion.

Las irradiaciones se han Hevado a cabo en disoluciones de acetato de etilo, utilizando una
cubeta de cuarzo de 1 ¢cm de camino 6ptico y 3 mL de volumen total. Esta cubeta se coloca en el
portamuestra para permitir su irradiacion. El rendimiento cuéntico de fotoreduccion (@) se
define como la relacidn existente entre el nimero de moles de producto transformados y el

numero de fotones (einsteins) absorbidos por la muestra.

La valoracion del producto desaparecido por fotorreduccion se ha llevado a cabo
midiendo la caida de la absorcién, con el tiempo de irradiacion, que se produce en el méaximo de
la curva correspondiente al fotoiniciador (470 nm), aplicando la Ley de Lambert-Beer, mediante
medidas espectrofotométricas por UV-Vis. Con objeto de tener en cuenta la variacion de la
absorbancia a la longitud de onda de irradiacion, conforme el producto va desapareciendo, este
“valor de absorbancia se ha ido corrigiendo a lo largo de la experiencia para cada uno de los
intervalos de irradiacion. La intensidad de luz incidente se determiné mediante medidas

fotocalorimétricas y se mantuvo constante e igual a 0.26 mcal/s.

4.5.- METODOS.

4.5.1.- Determinacién del grado de acetilacion (GA) de la quitosana.

La determinacion del grado de acetilacion de la quitosana (GA) se realizo por dos vias:

mediante FTIR y por RMN-H"

a) FTIR
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Se toman espectros infrarrojos de la quitosana, tal y como se describe anteriormente, y se
miden las intensidades de las bandas en 3450 cm™ y 1655 cm’, correspondientes al grupo OH y
al doble enlace de hidrogeno de la amida 1, respectivamente. El grado de acetilacién se calcula a

través de la expresion:

A
2%GA = ( ‘6“) x¥115

3450
b) RMN-H'.

Los espectros RMN-H' se obtuvieron en un espectrometro Variant 400, operando a 400
MHz y calentando Ja muestra a 80 °C. La muestra de quitosana se disuelve en DO (UVASOL)
con gotas de HCI 2M (Merck) y homogenizandolas en un bafio de ultrasonidos durante treinta
minutos. El GA se obtuvo a partir de la integracion de las intensidades de los protones del metilo
(CH;) correspondientes al grupo acetilado, Inpr, relacionadas con las integrales de las
intensidades de los restantes protones del anillo glicosidico de la quitosana. Los calculos se

realizaron mediante las siguientes expresiones:

H2

- ] ‘//3
%GA g {w’“fmk:! X 100 .

/3]
%GA = []wr'f:’_ x 100

PEIA

donde:
Luysr = intensidad integrada de la sefial de los protones metilos del grupo acetilo.
Iy = intensidad integrada de la sefial del proton correspondiente al carbono 2 del anilic
glicosidico de la quitosana.
D26 = suma de las intensidades integradas de las sefiales correspondientes a los protones

enlazados a los carbonos 2, 3, 4 y 5 del anillo glicosidico de la quitosana.
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4.5.2.- Determinacion del Peso Molecular de Ia quitosana.

Para la determinacion def peso molecular de la quitosana por viscosimetria primeramente
se obtiene una curva de calibracion, midiendo la relacion entre los tiempo de caida de soluciones
de CHI de concentracion conocida y el tiempo de caida del disoivente empleado. Para la
preparacion de las soluciones de CHI, el material pesado es afiadido, bajo agitacion, a una
cantidad conocida de disolucion 0.5M de acido acético, AcOH. Cuando la CHI se ha disuelto
completamente, se afiade acetato de sodio, NaOAc, en la cantidad necesaria para lograr una
concentracion de la sal igual a 0.2 M. Posteriormente, esta disolucion se centrifugo a 6000 rpm
durante 15 minutos en una centrifuga Megafuge 1.0 de la casa Heraeus. Todas las disoluciones
asi obtenidas se miden inmediatamente de ser preparadas, para evitar la posible
despolimerizacion de las cadenas. Se realizaron 5 determinaciones del tiempo de caida para cada
muestra analizada. Teniendo en cuenta que para disoluciones diluidas de polimeros se puede
expresar la viscosidad como una relacion de los tiempos de caida de la solucion (t) y del

disolvente (t,), cuando fluyen a través de un capilar, de forma que:

t—1

il

s

donde 7 es 1a viscosidad especifica. Por otra parte, se define como viscosidad relativa (1) a la

relacion:

'n vel s t

Dividiendo la viscosidad especifica por la concentracion del polimero en disolucion, se
obtiene la viscosidad reducida (ny/c), pero esta sigue siendo una viscosidad dependiente de la
concentracion del polimero. Para eliminar esta dependencia se utiliza la viscosidad reducida o

intrinseca, que se define como:

[nl = lim(n, /¢)
¢ 0
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Para determinar la viscosidad intrinseca de las disoluciones de los polimeros, se mide la
viscosidad especifica para valores decrecientes de la concentracion. La representacién de ny/¢
frente a la concentracién y extrapolando la recta a concentracion cero, se obtiene la viscosidad
intrinseca. La relacion entre la viscosidad intrinseca y el peso molecular se define mediante la

conocida ecuacion de Mark-Huggins:
[n]= kKM*

donde K y a son parametros viscosimétricos que dependen del solvente y del tipo de polimero

para una temperatura dada.
4.5.3.- Estudio de la viscosidad.

Las medidas de la viscosidad de los geles se realizaron utilizando un viscosimetro
Brookfield, modelo RTV, provisto de un microadaptador SSA con el objeto de poder realizar las
mediciones con volumenes de 5 ml., a una temperatura de 25 £ 0.1 °C. Este 0ltimo se sumerge
en el seno del gel aplicandole un movimiento de rotacion a diferentes velocidades. Todas las
mediciones de la viscosidad fueron tomados directamente del equipo a los 2 minutos después de
comenzar la medicion y se reporta el valor promedio de cinco medidas. Previamente se efectuo

una calibracién del equipo utilizando como patrén una glicerina de viscosidad conocida.

4.5.4.- Estudio del pH.

En la medida de los valores de pH de los geles preparados se utilizd un pH-Metro,
modelo C6-841, previamente calibrado con soluciones estandar de Tritisol® (Merck). Todas las
mediciones se realizaron a temperatura ambiente. Se sumerge el electrodo en el seno del gel
tratando de que este quede cubriendo totalmente al electrodo. Las medidas del pH fueron
realizadas a partir de 1 hora hasta 3 horas después de preparados los geles, con un intervalo de 30
minutos entre ellos y posteriormente se realizé6 una medicion a las 24 horas. Se reporta el

promedio de, al menos, tres medidas.

4.5.5.- Analisis Termogravimétrico (TGA).
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Se evaluo la estabilidad térmica de los geles y composites obtenidos mediante la técnica
de andlisis térmico diferencial {DTA). El analizador termogravimétrico utilizado fue de la casa
Perkin-Elmer, modelo TGA-7 v consta de un horno de precisién que dispone de una balanza
sensible en el orden de los 10° g, que permite seguir la evolucion de la pérdida de peso de la
muestra con la temperatura. Las medidas se realizaron a una velocidad de 10 °C/min y en el
intervalo de temperaturas enire los 40 y los 500 °C, bajo atmosfera de nitrogeno. En todos los
casos la cantidad de muestra estuvo entre los 5 y los 10 mg.

4.5.6.- Determinacion de la temperatura de polimerizacion.

La determinacion de la temperatura de polimerizacion se lleva a cabo en un molde de
teflon de las siguientes dimensiones: 6 mm de didmetro y 5 mm de profundidad. La temperatura
del ensayo oscilo en el intervalo de 20 + 1 °C y fue controlada con un termopar acoplado a un

sistema de medicion TERMOPAR 3250 tal y como se muestra en la Figura 56.

Qoo

Lampara de irradiacidon
e

Red Eléctrica

Equipe de medicién

/

Moide de muestra—-—m

L

Termopar
de medicién

Termopar ——m
de referencia

Figura 56.- Sistema de medicion empleado en la medicion de la temperatura de

polimerizacion.

La fuente de iluminacion, una se coloca a 2 mm de Ja superficie del material y se irradia
hasta que la temperatura maxima alcanzada varid solo 0.2 °C. La punta del termopar fue
introducida hasta legar a 2 mm de la superficie de irradiacion en todos los casos. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.
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4.5.7.- Determinacion del por ciento de dobles enlaces residuales (DER).

Este parametro se determiné a las 24 horas después de tluminacion de las muestras ya que
después de este tiempo de reaccion, no se observan cambios significativos en %DER medidos
mediante FTIR. Las polimerizaciones fueron realizadas depositando una porcion del composite
en un molde cilindrico de 5 mm de diametro y 5 mm de altura. Posteriormente se irradiaban con
la lampara de luz UV-Visible durante I minuto por cada cara del matenal. El composite
polimerizado se retira del molde y se guarda en una estufa a 37 °C durante 24 horas. Un
homologo de este composite se sumerge en 10 mL de solucién de SBE y se somete a las mismas
condiciones de almacenamiento para determinar el %DER en solucidon. A las 24 horas se
retiraban ambas muestras y se obtenian los espectros IR correspondientes. Ademas, se obtienen

los espectros IR de fos composites sin polimerizar en pastillas de KBr.

El método para la determinacion del por ciento de dobles enlaces residuales (%DER),
consiste en la medida de la relacién de absorbancias de las bandas de vibracidén de valencia de
los dobles enlaces alifaticos a 1638 cm y la absorbancia de la banda de vibracion de valencia del
grupo carbonilo presente en le poliacido acrilico ubicada en los 1720 cm™ antes y después de la
polimerizacion. Esta Gltima banda permanece constante durante toda la reaccion, por lo que

puede ser usada como patron interno. El %DER se calcula segun:

[Abs(C = C)/ Abs(C..C) ] polimero
[Abs(C = C)/ Abs(C...C) | monomero

YDER =

4.5.8~- Analisis Mecanico-Dinamico (DMA).

El analisis mecanodinamico, DMA, es una técnica que permite obtener informacion sobre
las propiedades viscoelasticas de un polimero, al medir la respuesta mecéanica del mismo cuando

es deformado mediante un esfuerzo periddico.

Es sobradamente conocido que en un material viscoelastico la deformacién productda por
un esfuerzo de tipo sinusoidal esta desfasada, siendo el moédulo resultante complejo, con un

componente elastico denominado moédulo de almacenamiento (E’), y otro viscoso denominado
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modulo de pérdida (E”°). Al cociente entre la energia disipada y la energia almacenada se le

denomina tangente de pérdida y se simboliza como tan &.

En el analisis mecanodinamico se determina la variaciéon de los modulos en funcion de la
temperatura y de la frecuencia. Este tipo de medidas proporciona informacion sobre los
movimientos locales de las cadenas poliméricas a temperaturas inferiores a la temperatura de
transicion vitrea (Tg) vy de los movimientos segmentales generalizados, correspondientes a esta
transicion. En ambos casos se manifiestan como maximos, tanto en el modulo de pérdida como
en la tangente de pérdida. En el caso de los polimeros semicristalinos estos maximos se ven
perturbados por la presencia del cristal. Estas relajaciones llevan asociadas una energia de
activacion, ya que se obtiene de la variacion de los méaximos en funcion de la frecuencia y que
corresponde a un comportamiento de Arrhenius en el caso de las relajaciones secundarias, por
debajo de la Tg. Sin embargo, la Tg esta gobernada por el volumen libre y se ajusta mejor a las

expresiones de Williams-Landel-Ferry o de Vogel-Fulcher™'.

En el presente trabajo se realizaron las mediciones correspondientes en un analizador
mecanodinamico TA Instruments, DMA 983. Aunque el equipo esta disefiado para trabajar en
diferentes modos de operacion, se escogit el de oscilacion a frecuencia fija, con el modo de
deformacién en flexion. Las muestras se prepararon en formas de pastillas rectangulares. Las
mordazas utilizadas fueron de tipo vertical con sujecion en dos puntos, formando parte de dos
brazos paralelos, que estan montados en unos pivotes flexibles que permiten la oscilacion a la
misma frecuencia. Uno de los brazos se mueve mediante un rotor electromagnético mientras que
el otro esta fijo y acoplado al equipo. La respuesta de la muestra al esfuerzo aplicado se mide

mediante un transductor.
Las dimensiones de las probetas una vez colocadas en las mordazas, fue de 11 x 10 x 2
mm. Las muestras fueron medidas a un valor de frecuencia de 1 Hz y una amplitud de oscilacion

de 0.4 mm en todos los casos. La velocidad de barrido fue de 5 °C/min desde los 40 a 200 °C.

4.5.9.- Determinacion de Ia temperatura de transicion vitrea (Tg).
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Para la determinacién del valor de la Tg de los geles v composites preparados se utilizd
un Calorimetro Diferencial de Barrido Perkin-Elmer DSC-4. Las medidas se realizaron en
capsulas de aluminio tapadas, bajo flujo de nitrégeno y a una velocidad de calentamiento
correspondiente a 10 °C/min, en todos los casos. Antes de comenzar la medida las muestras
fueron acondicionadas por calentamiento hasta 80 °C, durante los primeros 5 minutos, con ¢l
objetivo de eliminar los restos de fotoiniciador que pudieran quedar ocluidos en los materiales.

El calorimetro fue calibrado (temperatura y entalpia) con patrones de indio y zinc.

4.5.10- Ensayos mecanicos.

A titulo general, y con la intencién de recordar los conceptos generales empleados en los
resultados obtenidos en el estudio de las propiedades mecanicas de nuestros materiales, a

continuacion se describen, de forma resumida, dichos conceptos:

Cuando un material sufre una deformacion mecanica, la fuerza (F) que se ejerce por
unidad de superficie (S) se define como tension (¢) y normalmente se expresa mediante la

eXpresion:

|

Al aplicar una carga sobre un material se pueden producir, solas o en combinacion, tres

tipos de tensiones sobre el mismo:

1. Traccion. Fuerzas que intentan “‘separar’” un objeto.
2. Compresion. Una carga sobre un objeto.
3. Torsion. Cargas que conducen al “deslizamiento” de unas capas del material sobre

otras.

Como resultado de aplicar una carga en el objeto tiene lugar una deformacion (L), que se

clasifica de acuerdo con el tipo de carga aplicada, tal y como se aprecia en la Figura 57.
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W

L={(X~-Xa)/Xo

Traccién

e —

.= (X~Xo )/ Xo

Compresion

Figura 57.- Tipos de deformacion.

| “&Ez

y=tango’_=AL.’Xo

Torsién

Al representar, de forma grafica, el comportamiento tension-deformacion, se obtiene una

curva que se corresponde a la respuesta continua del material a la fuerza aplicada (Figura 58).

Tension

e

7 Tension real

T,

Pf

, Tension tedrica

..,

R

Deformacién (%)

Figura 58.- Comportamiento de tension-deformacion de un material ideal.

Esta curva esta dividida por el punto de fluencia (Pf) entre las regiones elastica y plastica.

En la region elastica la deformacion aumenta en proporcion directa a la tension segun la Ley de

Hooke:

og=F-¢

L.a pendiente (£) se denomina mddulo de Young o modulo de elasticidad, y representa el

valor de la relacidén tension-deformacion. Cuanto mas rigido sea un material, mayor sera su
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madulo de Young, stendo, por tanto, mas dificil deformarlo. Las unidades de E son iguales a las

de la tension (Pa), va que el grado de deformacion (&) es un parametro adimensional.

Una vez sobrepasado el punto de fluencia, en la region plastica, la deformacion no es
proporcional a la tension; ademas, al eliminar la tension aplicada, el material no recupera la
forma original, sino que permanece deformado, denominandose a este fenémeno deformacion
plastica. Como se observa en la curva de tension teorica, el punto de maxima tension va seguido
de una disminuciéon aparente, hasta que se alcanza un punto en el que el material rompe. En el
caso de la deformacidén no-plastica los atomos se mueven de una forma limitada unos sobre
otros, v al eliminar la carga los atomos vuelven a su posicién original. Cuando un material se
deforma plasticamente, los 4tomos se mueven unos sobre otros de forma que sus 4tomos vecinos
son distintos de los que tenia inicialmente; al eliminar la carga, no pueden recuperar sus

posiciones iniciales.

4.5.10.1.- Ensayos de Traccién,

Los ensayos se realizaron en una Maquina Universal de Ensayos MTS Synergie 200, con
una célula de 100 N y a una velocidad de 0.5 mum/minuto. La distancia entre mordazas fue de 1
em. El instrumento es controlado a través del programa informatico Test Works 4.0 ver. 4.01
Build 164. El programa analiza el comportamiento de la elongacién del material con respecto a
la fuerza ejercida sobre el v nos da como resultado diferentes parametros de interés, entre los que
encontramos tension maxima (T, MPa), elongacion en ruptura (X, mm), carga maxima (Cy, N)
y modulo de elasticidad (E, GPa). Los resultados mostrados son la media de seis experiencias

realizadas por cada muestra.

4.5.10.2.- Ensayos de Compresion.

Los ensayos se realizaron en una Maquina Universal de Ensayos Instron. Microtest,
Modelo 1114, con una célula de carga de 500 Kg vy a una velocidad de 0.5 mm/minuto. El
instrumento es controlado a través del programa informatico Microtest S.C.M. 3000 ver. 3.3. El
programa analiza el desplazamiento que realiza en el eje transversal las placas de compresidn

con respecto a la fuerza que se ejerce sobre la muestra dando como resultado una grafica de
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Fuerza (F, N) versus desplazamiento (X, mm). De las graficas obtenidas, y a través de las
expresiones correspondientes es posible calcular la resistencia a la compresion (o, MPa), y el
correspondiente modulo de elasticidad (E., GPa). Los resultados mostrados son la media de seis

experiencias realizadas por cada muestra.

4.5,11.- Ensayos de hinchamiento. Preparacion de muestras.

Se prepararon pastillas de muestra mediante irradiacion, a través de cristales de cuarzo de
0.5 mm de espesor, en moldes circulares de 21 mm de diametro y 0.5 mm de espesor, con una
lampara de nrradiacién UV-Visible Visilux 2 3M, a una longitud de onda de 480 nm y una
intensidad de luz incidente de 3 mcal/s, a temperatura ambiente durante 1 minuto por cada lado
de cada espécimen. Las muestras se colocaron en bolsas de poliester poroso, con el objetivo de
mantener la pastilla en posicion vertical en la solucion de SBE y permitir la difusion por ambas
caras, y se pesan. Se procede a su inmersion en 50 mL de solucién de SBF, a una temperatura de
37 °C, en un baiio adecuado. Durante los primeros 5 minutos de inmersion se retira la muestra, se
seca v se pesa cada minuto. Posteriormente la medida del peso se realiza cada 5 minutos.
Transcurrida la primera media hora del ensayo esta medida se realiza cada treinta minutos. Se
‘toma como peso final la medida que se realiza a las 24 horas de comenzado el ensayo. La

solucion de SBF se cambid periodicamente en el transcurso del ensayo.

4,5.12.- Preparacion de muestras para el ensayo de degradacion.

Las muestras para el ensayo se polimerizaron por irradiacion, a través de cristales de
cuarzo de 0.5 mm de espesor, en moldes rectangulares de teflon de dimensiones 30 x 10 x 2 mm,
con una lampara de irradiacion UV-Visible Visilux 2 3M, a una longitud de onda de 480 nm y
una intensidad de luz incidente de 3 mcalls, a temperatura ambiente y sin control de la humedad
durante 1 minuto por cada lado de cada espécimen. Inmediatamente se colocaron en frascos que
contenian 20 mL de la solucion de SBF, de tal forma que el medio rodeara totalmente a ambas
superficies de la muestra. Se realizaron un total de 3 muestras para cada contenido de relieno

estudiado.
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Se ha desarrollado una metodologia para la organofilizacion de la superficie de hidroxiapatita
(HA) con agentes que presenten grupos carboxilicos en su estructura. Ademas, se puso a
punto una técnica para la determinacién del grado de modificacion de la HA por Ultravioleta
Visible. La funcionalizacion de la HA se ve favorecida a valores de pH neutro y cuando

existe una mayor cantidad de grupos carboxilicos en la estructura del agente funcionalizante.

La presencia de HA en los composites preparados, conlleva una disminucion en la velocidad
de fotopolimerizacion cuyo comportamiento puede explicarse mediante la Teoria de las Tres
Fases (TTF). El empleo de HA funcionalizada, para un mismo contenido de HA, da

resultados inversos, debido a la compatibilizacién que alcanza el relleno y la matriz organica.

Con el aumento del contenido en acido acrilico en los composites preparados aumenta la
velocidad de fotopolimerizacion de estos materiales. Dicho aumento corresponde, no solo al
simple aumento de la concentracién de monomero, sino también a la mejora de la
compatibilizacién que se alcanza al utilizar HA funcionalizada. Mediante FTIR se demostro

la existencia de una reaccion entre el acido acrilico y la HA.

Para todo el amplio intervalo de composiciones estudiado, se ha comprobado que la
temperatura maxima de polimerizacion (Tmax) no excedio, en ningin caso, los 40 °C lo cual
indica que es posible utilizar estos materiales sin peligro de necrosis térmica en los tejidos
que rodean al sitio del posible implante. La variacidn de la naturateza del relleno trae consigo
solo un ligero aumento de la temperatura y el incremento del contenido en carga el efecto

INVverso.

Se ha comprobado que existe una relacion directa entre el por ciento de dobles enlaces
residuales y contenido en relieno, para todos los materiales en estudio. De forma general, los
valores obtenidos en solucidén de suero fisioldgico (SBF) fueron menores que los que
presentan en fase seca. Los materiales preparados con HA funcionalizada presentan un

menor %DER que sus homologos en el caso de la fase seca y superiores en SBE.
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A medida que aumenta la cantidad de carga en el composite, su grado de hinchamiento
disminuye, al disminuir la fase hinchable presente en el sistema. El proceso de difusion en
SBF de estos materiales se modifica también con el aumento de relleno, acercandose a un
comportamiento cinético de primer orden (Ley de Fick), con disminucion del coeficiente de
difusion. En este mismo sentido pasados los primeros minutos de inmersion, sé observo que
el sistema seguia una cinética de segundo orden (Ley de Schott). La funcionalizacion del
relleno trae consigo un aumento del valor del coeficiente de difusion, modificandose

ligeramente la cinética de hinchamiento.

La incorporacion de HA conlleva a una mejora de la resistencia térmica de estos materiales.
El empleo de HA funcionalizada, de mayor densidad, trae como resultado una disminucion
de esta resistencia, debido a la fase organica presente en la superficie del relleno, asi como al

mayor contenido, en volumen, de gel como matriz organica.

Los resultados obtenidos en la determinacion de las temperaturas de transicidon de estos
composites, muestran que al incrementar la cantidad de HA, la Tg correspondiente al PAA
aumenta, debido a la disminucion de la movilidad de las cadenas del polimero en la vecindad
de las particulas de relleno v a las interacciones entre HA y PAA. Una segunda transicion, a
mayores temperaturas, es asignable a la transicion correspondiente a la amida que se forma
en el sistema producto del calentamiento al cual es sometida la muestra. Esta transicion
permanece constante con la composicién, debido a que no presenta ningun tipo de

interaccion con el relleno.

Los ensayos de degradacion de los composites en SBF muestran que en todos los casos
queda monomero sin polimerizar y este sale al medio en los primeros estadios de inmersion
de la muestra, siendo mayor la pérdida de peso en los matertales con menor contenido en
relleno. Posteriormente, aparecen las primeras sefiales de erosion superficial del material, en
forma de grietas y fisuras, que permiten la salida de las fracciones de polimero de bajo peso
molecular, y mondmero sin polimerizar, al medio de degradaciéon. El empleo de HA
funcionalizada en la preparacion de estos composites, trae consigo un aumento en la pérdida
de peso de los materiales preparados y una disminucion del tiempo al cual se detecta la

formacidn de defectos superficiales.



Anexos






Anexo .- Fotopolimerizacion radical

FOTOPOLIMERIZACION RADICAL.

Durante la dltima década los procesos de fotopolimerizacion han experimentado un
notable desarrollo dentro de las aplicaciones industriales y médicas™’. Como bien indica la
palabra, en este proceso juega un papel fundamental la luz, que interviene en la primera parte de
la reaccion dando lugar a las especies que iniciaran la polimerizacion. Sin dejar a un lado la
bisqueda de nuevos polimeros, con estructuras que cumplan los requerimientos necesarios para
una determinada aplicacion, se investiga en las modificaciones de polimeros conocidos,
mediante reacciones quimicas (copolimerizaciones, injertos, etc) o combinaciones de tipo fisico
{mezclas o blendas en el caso de otros polimeros y composites si se trabaja con fibras o rellenos
inorganicos). Esto hace de los materiales poliméricos fotosensibles un campo atractivo para el
desarrollo de diversas aplicaciones, como por ejemplo: sistemas formadores de imagen,

i 33.234.235
recubrimientos y sellantes y obturantes dentales, entre otras™>*****,

En los procesos de fotopolimerizacion en cadena o polimerizacion fotoiniciada, como es
el caso que nos ocupa, en funcion de la naturaleza de la especie que inicia y se propaga, puede
establecerse una clasificacion atendiendo al tipo de iniciacion del proceso de polimerizacion:

radical (via radicales libres), cationica (via cationes) y anidnica (via aniones) 3,

En todas ellas, existen tres etapas bien diferenciadas: la iniciacidn, en la que a partir de
un compuesto o sistema denominado iniciador, se crea una especie activa, a la que se uniran

posteriormente las unidades de mondmero en la etapa de propagacion, y la etapa de lerminacion
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que transcurre, de forma general, por interaccion entre dos especies activas, bien combindndose

o desproporcionandose.

Simultaneamente con estas reacciones pueden tener lugar reacciones secundarias, como
las denominadas de transferencia de cadena, en las que la actividad de la cadena en crecimiento
pasa a otra especie, que una vez activadas es capaz de iniciar la polimerizacion. Por lo general,

estas reacciones conllevan una disminucién de Jos pesos moleculares obtenidos.

El primer paso que obligadamente tiene fugar, en una fotopolimerizacion, consiste en la
absorcion de la luz incidente por el fotoiniciador el cual da lugar a una especie electronicamente
excitada que conduce a la formacion de la primera especie activa, por lo cual se la denomina

también polimerizacién fotoiniciada.

El sistema de fotoiniciacion mas simple es aquel en que la molécula que absorbe luz
produce la iniciacion, este es el caso de los fotoiniciadores que actian por fragmentacion. Sin
embargo, en otros sistemas, como el que se empleard en el presente estudio, interviene una
segunda molécula, denominada coiniciador, que en el caso de que el mecantsmo sea a través de

un proceso de abstraccion de hidrégeno actuara como donador de hidrégeno.
Fi sistema iniciador en este caso consta, por tanto, de dos especies:
e Fotoiniciador: cuya funcion principal es la de absorber eficazmente luz, generando un estado
electronicamente excitado, el cual reacciona bien directamente (fotopolimerizacion), o bien

con el cotnictador y, por ejemplo, abstrae hidrogeno.

e Coiniciador: No absorbe luz directamente, pero interviene de forma directa en la iniciacion,

por ejemplo transfiriendo un hidrogeno a la especie excitada electronicamente.
Las reacciones de fotopolimerizacion en cadena, se pueden llevar a cabo, tanto en un

medio homogéneo, polimerizacién en disolucién o en bloque, o en un medio heterogeneo, en

suspension y en emulsion.
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En la industria médica el proceso de curado fotoquimico no se introdujo hasta mediados

7 Los materiales preparados mediante este

de 1970, en el caso de la practica odontologica
procedimiento presentan actualmente una alta demanda en el mercado. Las razones que justifican
este interés residen en las siguientes caracteristicas; a diferencia de la mayoria de los iniciadores
que actiian térmicamente, los fotoiniciadores pueden reaccionar a temperatura ambiente, sin
aporte térmico adicional; la velocidad de curado es superior a la de otros sistemas, liegandose a
completar incluso en fracciones de segundos en algunos casos, ademas de ofrecer control
temporal, va que la reaccién puede interrumpirse al cortar la luz, y por ultimo, en estos sistemas

la reaccidn puede realizarse localmente, 1o cual se conoce como control espacial.

De esta manera, la fotopolimerizacion brinda al experimentalista una mayor facilidad a la
hora de la aplicacién del material, proporcionando a su vez al polimero obtenido similares o

mejores propiedades que los sistemas autocurados®*.

Ademas de lo mencionado anteriormente, los materiales fotopolimerizables se presentan,
de forma general, en un solo componente, que contiene la parte polimerizable, junto al sistema
de inictacion, lo que garantiza un fraguado rapido en el momento de la aplicacion al incidir sobre

el material un haz de luz.
Proceso de Fotoiniciacion.

La eficiencia de un proceso de fotopolimerizacion depende, en gran medida, del
fotoiniciador que se emplee v de la reactividad de las especies iniciadoras generadas. Es por ello
que el fotoiniciador constituye una parte fundamental en el desarrollo de un material fotocurado.

A la hora de evaluar un sistema fotoiniciador es necesario estudiar los sigulentes procesos

primarios de la etapa de fotoiniciacidn:
e Absorcidn de luz y creacidn de estados excitados.

o Generacion de radicales primarios iniciadores a partir de los estados excitados, mediante

reacciones unimoleculares de fragmentacion o reacciones bimoleculares con el coiniciador.
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e Iniciacion de la polimerizacién mediante la reaccion de los radicales procedentes del sistema

iniciador con monémeros u oligémeros reactivos.

De forma general, el fotoiniciador al absorber luz es promovido al primer estado excitado
singlete, el cual, debido a un rapido cruce intersistema, pasa al estado triplete. Es desde este
estado excitado donde, generalmente, se producen los radicales primarios capaces de reaccionar
con la molécula de monémero e iniciar el proceso de polimerizacidn. Asimismo, la formacion de
radicales compite con otros procesos de desactivacion del estado excitado triplete:
fosforescencia, conversién intersistema, desactivacién bimolecular, autodesactivacion

transferencia de energia tal y como se muestra la Figura 59.

DESACTIVACION DESACTIVACION

Oxigeno
Monodmero, etc.

ESTADO ESTADO _ '
SINGLETE| — ™ | TRIPLETE Abstraccion de hidrogeno
Donacion de hidrégeno

V .y
V _ Fragmentacion
Fluorescencia

RADICALES

ESTADO
| FUNDAMENTAL

Fosforecencia

POLIMERO

Figura 59.- Esquema de Ia fotoiniciacién de la polimerizacion.

Como anteriormente sefialamos, los fotoiniciadores se dividen en dos grandes grupos,
dependiendo del tipo de reaccion fotoquimica responsable de fa formacion de radicales: de tipo 1,
que reacciona mediante una reaccion unimolecular, y los de tipo II, que lo hacen mediante
reacciones bimoleculares. El fotoiniciador utilizado en este trabajo corresponde a los del tipo II,

por lo que a continuacién se describen los aspectos de su comportamiento bajo irradiacion.
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Fotoiniciadores de tipo Il Mecanismo de inmiciacion.
Las reacciones que producen los radicales libres en este tipo de fotoiniciadores son:

e Captura directa de hidrogeno, este proceso puede ser intramolecular o intermolecular. En el
Gltimo caso las aminas y los alcoholes son los donadores de hidrogeno que se utilizan con

mayor frecuencia como coiniciadores y en especial las aminas terciarias alifaticas.

e Captura de hidrogeno en dos pasos: transferencia clectronica seguida de transferencia

protonica.

En los primeros materiales fotocurables desarrollados, el proceso de fraguado o
polimerizacién se llevaba a cabo por la acciéon de luz ultravieleta (UV), en presencia de
fotoiniciadores capaces de producir una adecuada cantidad de radicales libres al ser irradiados
con longitudes de onda dentro del intervalo de la luz UV, por ejemplo, compuestos analogos del
éter metilico de la benzoina, tal y como se muestra en la Figura 11a. Sin embargo, estos sistemas
de iniciacion han sido sustituidos rapidamente por otros sistemas fotosensibles a la luz visible,
debido, fundamentalmente a razones de peligrosidad de la luz UV como; potencial dafio ocular
que puede provocar tanto al operario como al paciente en el momento de su aplicacion, su

caracter cancerigeno y el peligro de quemadura de tejidos™”.

Por ello, actualmente, en la cavidad oral solo esta permitido el empleo de radiaciones de
Jongitudes de onda por encima de los 400 nm. Entre los compuestos que absorben en este intervalo
de longitudes de onda se encuentran las dicetonas y las cetonas aromaticas de las cuales la mas
utilizada v aceptada por ta FDA (Food and Drugs Asociation), es la camforquinona (CQ*™, que

presenta un maximo de absorcion de tuz en los 470 nm,

Esta dicetona, en combinacion con una amina terciaria (coiniciador), forma, al ser trradiada,
a través de un mecanismo de transferencia de carga, el correspondiente exciplejo, cuya
descomposicién conduce a la formaciéon de amino-radicales capaces de iniciar el proceso de

polimerizacion del material. Las estructura de este fotoiniciador se muestran en la Figura 60b.
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0 CHsCHs
OO
éCHs <

O

a) Eter metilico de la benzoina by Camforquinona

Figura 60.- Fotoiniciadores de uso mas comin en sistemas de iniciacion fotopolimerizabies.

La mayoria de las reacciones organicas bimoleculares fotoquimicas transcurren a través del
estado excitado triplete. La captura de hidrogeno intermolecular puede transcurrir por dos
mecanismos; la captura directa de hidrégeno a partir del estado excitado, y la transferencia
electrénica seguida de una trasferencia protonica. En cualquiera de ambos casos es necesaria la
presencia de un coiniciador de la polimerizacion que actia como donador de hidrogeno. En general,

se suelen emplear con este fin como las aminas terciarias™’.

La eficiencia de este sistema de iniciacion depende, en cierta medida, de la naturaleza del
coiniciador, de las concentraciones de CQ y amina, asi como de la relacion entre ambos, e incide
directamente sobre las propiedades quimico-fisicas, fisico-mecanicas, clinicas y estéticas de las
formutaciones fotocuradas. Entre estos coiniciadores o aceleradores de la polimerizacion se
encuentran las aminas terciarias aromaticas y mas recientemente las alifaticas, funcionalizadas
capaces de copolimerizar con mondmeros metacrilicos, dando Jugar a los llamados sistemas

hibridos de fotoiniciacion.

Es importante establecer el limite inferior de las concentraciones de fotoiniciador y de
coiniciador (sin afectar la eficiencia del sistema de iniciacidn), ya que el exceso de ambos empeora
Jas propiedades estéticas del material final (la CQ proporciona una coloracion amarilla al material y
la amina contribuye a la inestabilidad del color mediante la formacién de productos colaterales de
oxidacién). Ademas, las aminas residuales aumentan la toxicidad potencial de estas formulaciones,

debido a su caracter toxico y mutagénico™.

Es de destacar que para disminuir el efecto toxico del coiniciador se ha empezado a utilizar
aminas terciarias de alto peso molecular que debido a su voluminosidad, presentan menor

volatilidad, menor velocidad de difusion hacia el medio fisiologico y un menor potencial de
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penetracion en los tejidos blandos, diminuyendo asi su toxicidad®”. En la Figura 61 se muestran las

estructuras de las aminas mas comunes, utilizadas en materiales fotopolimerizables.

CHs3
- CHs3 CHs cHs @ CHs
H3C No N CHo=C~C —CHz—O—N
CH3 N CH3 N
CH3
{a) DMPT (b) TMA (¢) DMAEMA
0
/CHS CHs3 “ /CH3
\
@N /N c N\
~
CHS CH3 CH3
(d) DMAN { e ) DMAB {cetona Mitchler’s)

Figura 61.- Ejemplos de aminas utilizadas como coiniciadores en sistemas de fotoiniciacion.

Al absorber la luz visible, la molécula de la CQ pasa primeramente a su estado excitado
singlete (S;), y a continuacién al estado excitado triplete (T;), mediante una conversion intersistema
de extremada rapidez (~10" s7). Este estado triplete interacciona con la amina formando un

complejo de transferencia de carga (exciplejo) **.

Una vez formado el exciplejo este puede desaparecer por tres vias: desactivacion, la cual
conduce a los productos de partida; transferencia de un electron de fa amina al triplete, para dar
lugar al catién radical-amino y al anién radical pinacol-camforquinona que pueden revertir a los
productos de partida; transferencia de hidrogeno de la amina al fotoiniciador, para formar radicales
alquilaminos y pinacol-camforquinona. Los radicales alquifaminos son los verdaderos iniciadores
de la polimerizacion radical en cadena, por lo que la naturaleza de la amina utilizada como
coiniciador juega un papel fundamental®”. En la Figura 62 se muestra el mecanismo de

fotoiniciacion.
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Figura 62.- Mecanismo de iniciacién del sistema CQ y amina.

Las aminas presentan considerables ventajas en los procesos de captura de hidrogeno

frente a otros posible donadores de hidrogeno:
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Reaccionan tanto con estados excitados tripletes de diferente naturaleza. El mecanismo de
captura implica en ambos casos la formacion de complejos intermoleculares de transferencia

de carga o exciplejos.

Reducen el nivel de oxigeno en la formulacion fotocurable. El oxigeno desactiva los estados
excitados tripletes del fotoiniciador por choque bimolecular. En presencia de una amina
disminuye esta influencia del oxigeno, ya que los radicales alquilaminos reaccionan con el
oxigeno del medio consumiéndolo. De esta manera se las aminas funcionan como agentes

reductores, atrapando el oxigeno y disminuyendo la concentracion de éste en el medio.

Las aminas tienen también ventajas debido a su bajo potencial de ionizacion que favorece la

formacion del exciplejo mediante transferencia electronica.
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Aspectos cinéticos de la polimerizacion fotoiniciada.

A partir del momento en que se hace incidir la luz sobre el material, este debe polimerizar en
un tiempo adecuado, al cual se denomina tiempo clinico y que depende, en cada caso, de la
aplicacion final del producto. A su vez, este proceso depende de la formulacion del material, de la

246

concentracion y de la estructura quimica de los componentes™ . También es un proceso

dependiente de la intensidad de la luz incidente v de la longitud de onda de irradiacion.

A continuacion se detalla la cinética de polimerizacion radical fotoiniciada cuyas etapas

se recogen en la Figura 63

-~ Iniciacion
kg
I+ hv R Ra=kgll] (1)
L.
Red M womem M Ri=ki[M]{RY (2
- Propagacion
k]} _ _ o
My + M > My [ Ry =hky[MJ[M] (3)
- Terminacion
]C/c 42
My + My — My R~k [ M (4
kld
~ My + My

Figura 63.- Etapas de la fotopolimerizacion radical.

Donde 7 es el fotoiniciador, R es un radical libre formado a partir del mismo, M representa
al mondmero y k;, k, y &, son las constantes de velocidad de las respectivas reacciones: de iniciacion,

propagacion y terminacion. Esta fotopolimerizacion en cadena se puede dividir en: la reaccion
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fotoquimica de produccion de la especie iniciadora y las clasicas reacciones de iniciacion,

propagacion y terminacion.

De esta forma la primera etapa incluye la formacién de los radicates libres, los cuales se
adicionan a una molécula de mondémero dando lugar al mondmero radical. En la etapa de
propagacion, a estos centros activos se le adiciona monomero (macrorradical), con el crecimiento de
la cadena polimérica. En la Gltima etapa, la terminacion, ocurren las reacciones de eliminacién de

los radicales libres, que pueden ser por desplazamiento o desproporcion.

Es necesario aclarar que existen vias de terminacion prematura de la cadena polimérica,
mediante reacciones de transferencia de un atomo labil, por ejemplo hidrégeno, desde algun

compuesto presente en el sistema, como son el fotoiniciador, el monomero y el propio polimero.

En el esquema mostrado anteriormente se encuentran, de manera implicita, cuatro

suposiciones basicas:

s Las constantes de propagacion son iguales &y, = ky2 = ... = kpn. La reactividad de radicales no
depende de la longitud de la cadena. Las constantes de terminacion no dependen tampoco de
la longitud de la cadena.

o El mondémero se consume fundamentalmente en la etapa de propagacion.

e Se cumple la hipotesis de estado estacionario: la velocidad de iniciaciéon es igual a la
velocidad de terminacion, por lo que se puede considerar que la concentracion de radicales y
macrorradicales es constante.

e Los radicales primarios no intervienen significativamente en la etapa de ternmnacion.

Segtn el esquema propuesto, la velocidad total de la reaccion depende de la velocidad de

iniciacién (R} y de la velocidad de propagacion (R,), en ausencia de procesos secundarios, por lo

que la velocidad de desaparicién o consumo de mondmero, M, se puede expresar como:
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ST SR 4R (5)

Puesto que el consumo de mondmero en el paso de iniciaciéon es mucho menor que en el
paso de propagacién, la velocidad de polimerizacion es practicamente igual a la velocidad de

propagacion, pudiéndose expresar la ecuacion (5) como:

. dg:’(] =R, =k, MM ] (6)

Este mecanismo simplificado, asumiendo estado estacionario y que las constantes de
propagacion y terminacion no dependen del tamafio del macrorradical, lleva a que R, pueda ser

expresado en funcion de estos parametros de la siguiente manera:

Row AWM K R [M] (7)
) i P 172

!

El término polimerizacion fotoiniciada implica en el paso de iniciacidn una absorcion de luz.
Bajo estas condiciones, la velocidad de iniciacion es directamente proporcional a la mtensidad de la

luz absorbida (/,):
R=@] (8)

El término ¢ es el rendimiento cuantico de inictacion, que nos da una medida de los moles
de radicales que inician el crecimiento de cadena producidos por mol de fotones absorbidos

(einstein). La ecuacion (7) puede expresarse entonces en €stos t€rminos:

R, =

P

k 1o
R N

Y

Por otra parte, la intensidad de luz absorbida es igual a la diferencia entre la intensidad de

luz incidente (Z,), v la intensidad de luz trasmitida por el material (/) :

177



Anexe I~ Fotopolimerizacion radical
Iy=1o- 1, (10)

Puesto que la absorbancia (4bs), de acuerdo a la Ley de Lambert-Beer, puede expresarse de

la siguiente manera:

Abs = Ic>g§‘i =¢gcl  (11)

4

donde & es el coeficiente de extincion molar del fotoiniciador, ¢ es la concentracién del fotoiniciador

y / es el camino optico del sistema irradiado. Entonces:
I =1107 (12)
que al sustituir en la ecuacion 10, queda como:

€

I, =101-10") (13)

Sustituyendo en la ecuacidn (9) la ecuacidén (13) se obtiene la ecuacién general de

fotopolimerizacién:

R = kf’,[M][d),fa(a-1o"“’)]“2 (14)

p T L2
i

Aqui se pueden considerar tres casos:

- Altas absorbancias, Abs > 2, la intensidad absorbida es igual a la intensidad incidente, 7, = /,,,

luego la ecuacion anterior se transforma en:

k i’ 2
R, =MoL as)

i
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- Absorbancias medias, 0.1 < Abs < 1.5, la intensidad absorbida se deduce a partir de la ley de

Lambert-Beer y la ecuacion general queda expresada por la ecuacion 14.
- Bajas absorbancias, Abs < 0.1, la intensidad de luz absorbida es:
1, = 23037 gl (16)

quedando la ecuacion;

k
R, =L [MJ230301 ecl]” (17)

IR VF
k,

La eficiencia de un fotoiniciador puede describirse por dos rendimientos cuanticos: de
iniciacion (¢h) v de polimerizacién (¢,). Este Gltimo nos da la medida de los moles de umidades
monoméricas adicionadas por mol de fotones absorbidos (en einstein). Ambos, en ausencia de
reacciones de transferencia de cadena, estan relacionados por el grado de polimerizacion (GP), de la

siguiente forma:

D = ff y @ =-L  (18)
@,
GP = Y] (19)

De la ecuacion 18 se desprende que el grado de polimerizacion es inversamente

proporcional a la velocidad de iniciacion,

Proceso de Fotopolimerizacion,

El primer estudio sistematico de fa dependencia de la velocidad de reaccion con respecto a

variables como: intensidad de luz incidente, concentracion de fotoiniciador, concentracion de

9247

monomero y temperatura aparece en 1979 Desde entonces, la cindtica de fotopolimerizacion de
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monomeros ha sido estudiada por muchos autores. Sin embargo, el mecanismo completo no ha sido

completamente elucidado en algunos detalles.

Las curvas cinéticas obtenidas en presencia de aire, que es el medio mas usual, tienen de
forma general una forma sigmoidal, con un periodo de induccion inicial debido a la presencia del
oxigeno atmosférico, que es un reconocido inhibidor de la polimerizacion radical®*®®. En la
polimerizacion en bloque, a medida que la polimerizacion avanza, el incremento de la formacion de
polimero inhibe la difusién del monémero y de otras especies insaturadas a los sitios o puntos donde

se produce la reaccion de propagacion.

De esta manera, existe un gran nimero de radicales que comienzan a “congelarse” en el
seno del polimero formado, que se hace mas acusado cuando uno de los mondmeros tiene mas de
un doble enlace en su estructura (entrecruzamiento). El coeficiente de difusion varia con la densidad
de entrecruzamiento, por lo que la constante de la velocidad de terminacion cambia continuamente
durante la polimerizacion. La reduccion de movilidad causada por el incremento de la velocidad y el
entrecruzamiento provoca una disminucién del proceso de terminacion, pero también la movilidad
del mondmero libre disminuye y la velocidad de polimerizacion comienza a estar limitada por la

difusion.

Como consecuencia de este efecto, las constantes de velocidad en polimerizaciones en masa
dependen de la conversion y de la contraccion que alcance el sistema. Estudios realizados en la
determinacion de las constantes de propagacion y terminacion, k, v ki respectivamente, en la
fotopolimerizacion del 1,6-hexanediol diacrilato a diferentes grados de conversion muestra que
ambas disminuyen con el incremento del por ciento de conversion. Sin embargo, la velocidad de
terminacion disminuye mas rapidamente que fa velocidad de propagacion, por lo que podemos decir

que existe un control por difusion en el proceso de propagacion.

De forma general, en un polimero no se alcanza el cien por cien de conversién de los dobles
enlaces presentes en el medio. Esto se debe fundamentalmente a la formacion de un enrejado
tridimensional muy viscoso durante el proceso de propagacion de la polimerizacion, que “atrapa”

Jas moléculas del mondmero que no han reaccionado, impidiendo su incorporacion a las cadenas
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poliméricas. Por la misma razén en la matriz fotocurada quedan cantidades de mondmero residual y

mondmero “colgante” o terminal®®

Estudios realizados sobre la fotopolimerizacién de mondmeros vinilicos muestran que
también hay radicales libres quedan ocluidos en la matriz poliméricam. Estos radicales quedan
atrapados desde el principio de la reaccién en presencia de una gran cantidad de mondmero sin
reaccionar. Este proceso es indicativo de la existencia de regiones de diferentes movilidad. Estas
regiones se componen de microgeles de particulas entrecruzadas en forma de aglomerados, las

cuales le confieren un caracter heterogéneo a la red polimérica.

El grado de conversion de un polimero puede ser determinado mediante técnicas
espectroscopicas, generalmente Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR), por
técnicas calorimétricas, como el DSC, v la dilatometria, entre otras™ ', La cantidad de dobles enlaces
residuales, DER, es un factor significativo en cuanto a las propiedades fisicas, quimicas, mecanicas
y ademas influye en la biocompatibilidad de los materiales®2. Con respecto a las propiedades
quimico-fisicas y fisico-mecanicas se ha demostrado que el aumento del %DER disminuye la
resistencia a la degradacion; reduce la dureza y la resistencia al desgaste, y afecta la estabilidad del

color de estos materiales®

Varios autores plantean que los grupos acrilicos colgantes™ participan en reacciones de
ciclizacion intramolecular en dependencia de la estructura de los mondmeros utilizados. Sin
embargo, Brauer y col. ™ encontraron que atn a pequefias conversiones se restringe la movilidad
del final de las cadenas reactivas, lo cual demuestra que el efecto de Trommsdorf (efecto gel o
autoaceleracion)®™®, es el principal causante del por ciento de DER en el material final. También la
reactividad vy concentracion de los componentes del sistema de iniciacion influyen

significativamente sobre la conversion.

La autoaceleracién es un proceso que esta controlado, generalmente, por la difusion del
sistema. Esta terminacion esta comprendida por difusion trasiacional, difusion segmental y reaccion
quimica. La viscosidad también es pues un factor importante a tener en cuenta, ya que al ir
aumentando con la conversidon, la difusion de los radicales poliméricos se ve restringida

severamente, Es necesario, en este caso, considerar la difusion por reaccién (reaction diffusion),
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ademas del mecanismo de terminacion controlado por la difusion. Este nuevo proceso tiene lugar
cuando el radical polimérico “congelado™ se propaga por reaccion a través del medio que contiene a
los grupos funcionales que no han reaccionado, hasta encontrar un segundo radical de cadena activo

con el que se produce la reaccién de terminacion.

Algunos estudios plantean™’ que el mecanismo de difusion por reaccion en la
polimerizacién de mondémeros con un solo doble enlace, como el caso de los monomeros
acrilicos, encontrando que el mecanismo de terminacion a través de la difusion por reaccion se
hacia dominante solo después del comienzo del proceso de gelacion, entre el 40 y el 60% de la

PEBP plantean que en el caso de los mondmeros

conversion. Sin embargo, otros autores
multifuncionales este mecanismo predomina desde conversiones mucho mas bajas, antes del
10% de conversion. Estos estudios establecen la importancia y el significado de la terminacion

por difusion por reaccion durante el proceso de polimerizacion.
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QUITOSANA. SINTESIS, CARACTERIZACION Y PROPIEDADES.

Sintesis de la quitosana,

El método mas utilizado en la obtencidn de quitosana es la reaccion de converston de
quitina en este polisacarido natural. Dicho proceso se realiza mediante el tratamiento directo de
la quitina con una solucién concentrada de hidréxido de sodio o potasio (40 - 50%) a una
temperatura de 100 °C o mas, con hidrolisis de la mayoria o todos los grupos acetilos del

polimero, tal y como se muestra en la Figura 64.

CHZOH NHCOCH; CHQOH
NHCOCH CHZOH Hy CH,OH
(Quitina) (Quitosana)

Figura 64.- Reaccién de obtencion de la quitosana mediante desacetilacion de la quitina.
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Los grupos N-acetilo de la quitina no pueden ser hidrolizados por reactivos acidos $in
provocar, a su vez, la hidrolisis del polisacarido. Por esta razén, los métodos alcalinos son los
procesos comunmente empleados para la desacetilacion de la quitina. Durante este proceso son
necesarias unas condiciones que permitan que el mismo transcurra en un tiempo razonable, que
el rendimiento sea el adecuado v que el producto final no se degrade. Existen diversos factores

que afectan el rendimiento de la produccidn de quitosana, como:

Temperatura de desacetilacion.
e Tiempo de reaccién v concentracion de la solucidn alcalina.
s Efecto de las condiciones de la obtencion de la quitina.
e Atmosfera de reaccion.
¢ Proporcidn de quitina en la selucion alcalina.
e Tamafio de particula.
a) Temperatura de desacetilacion.
El efecto de la temperatura sobre la reaccion de desacetilacion es uno de los factores que
mas se ha estudiado, habiéndose encontrado que a medida que aumenta la temperatura de
reaccion se incrementa el por ciento de desacetilacion, aunque el peso molecular disminuye

debido, fundamentalmente, a las reacciones de degradacion que sufren los polisacaridos. Se ha

comprobado que existe una relacién lineal entre la temperatura y el grado de desacetilacion para

el intervalo de temperaturas entre 40y 150 °CcH,

b} Tiempo de reaccion y concentracion alcalina.

A una temperatura de 100 °C y una concentracion de solucion alcalina del 50%, el grado

de desacetilacion que se alcanza durante la primera hora de reaccion es aproximadamente del
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68%. Sin embargo, el progreso de la reaccion pasado este tiempo decrece gradualmente

alcanzandose un 78% de desacetilacion en 5 horas.

De este modo, el tratamiento alcalino después de 2 horas, no produce cambios
significativos en el grado de desacetilacion, pero si en la degradacion de la cadena

1 estudiaron varias concentraciones de

macromolecular de la quitosana. Estos mismos autores
soluciones alcalinas de NaOH en el intervalo comprendido entre 35 y 50%, comprobando como
a medida que se disminuia la concentracion de NaOH, disminuia la viscosidad y el tamafio de
i B : : [N e EX] )
particula de la quitosana. Sin embargo, si las condiciones eran muy “suaves”, el producto
resultante es insoluble en soluciones acidas. Otras investigaciones han demostrado que el
aumento del tiempo de reaccion, para una concentracion de alcali y una temperatura dada,
produce una disminucion de la viscosidad v del peso molecular de la quitosana®®*.

128 estudiaron la influencia de las concentraciones de NaOH en el

Almuniar y ¢o
intervalo desde 30 a un 65% (en peso) en la produccién de quitosana a temperatura ambiente.
Estos investigadores encontraron que a medida que se aumentaba la concentracién de la solucion
alcalina, el tiempo de reaccidon para obtener una quitosana soluble en medio acido disminuia a

partir de una concentracion de NaOH del 45%.

De forma general se puede concluir que la disminucion de la concentracion de la solucidn
alcalina incrementa el tiempo requerido para obtener una quitosana soluble en medio acido; si se
incrementa la concentracion el tiempo disminuye, pero el efecto sobre el grado de desacetilacion
aumenta; es decir, un tiempo de reaccion prolongado incrementa el grado de desacetilacion,

pero se reduce el peso molecular.
¢} Efecto de las condiciones de obtencidn de la quitina.

El tamafio de las moléculas de quitosana se ve afectado por el proceso de desmineralizacion del
material inicial con que se obtiene la quitina®*. La viscosidad de una solucidn de quitosana
disminuye con el incremento del periodo de desmineralizacion empleado a la obtencton de
quitina cuando el pH de la solucion del acido empleado en el proceso es igual o mayor que 3. Por

otra parte se ha encontrado que el proceso de desproteinizacion, con un 3% de NaOH, y la
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eliminacion del proceso de desmineralizacion en la preparacion de quitina, produce una

disminucion de la viscosidad de la quitosana obtenida en el proceso final.

Otro factor a tener en cuenta en cuanto a la viscosidad y al peso molecular de la
quitosana, es el tratamiento de desproteinizacion del material crudo para obtener la quitina. De
forma general se utilizan dos métodos: el alcalino (3% de NaOH) y el enzimatico (Rhozyme-62).
Mediante Ia utilizacion del primer método se obtienen quitosanas de alto peso molecular y de
mayor valor de viscosidad que cuando se utiliza ¢l método de enzimas. Una posible explicacion
a este fenémeno es la degradacion de la estructura de la quitina debido a la presencia de

carbohidrasas en la Rhozyme-62.
d) Atmésfera.

Cuando la reaccion de obtencion de la quitosana se realiza bajo atmosfera de oxigeno se
observan substanciales efectos en la quitosana final. Sin embargo, cuando la atmosfera de
reaccion se reemplaza por nitrdgeno, tanto el rendimiento, como la viscosidad y el peso
molecular son superiores. El efecto degradativo del oxigeno del aire es mucho mas pronunciado

cuando aumenta el tiempo de reaccion.
e} Proporcion de quitina en la solucion alcalina.

Durante el proceso de desacetilacion es necesaria una adecuada agitacion, con el fin de
obtener uniformidad en la reaccion. Para ello se requiere un alto grado de fluidez en la mezcla de
reaccion. Estudios realizados demuestran que la relacidon de quitina en la solucion alcalina juega
un papel fundamental en este aspecto”®. En la literatura se reportan relaciones quitina:solucion

desde 1;10 hasta 1:100.
f) Tamafio de particula.

Se ha encontrado que la velocidad de desacetilacion viene determinada por la extension
del hinchamiento de las particulas de quitina en la solucion. Asi, cuando el tamafio de las

particulas es grande se requieren largos tiempos de hinchamiento, dando como resultado que la
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velocidad de desacetilacion disminuya. Tamafios de particulas de quitina de 1 mm petmiten
obtener una quitosana de alta viscosidad y un peso molecular superior que cuando se trabaja con

particulas cuyo tamafio oscila entre los 2 y 6 mm.

En la Tabla 31 se recogen las condiciones, descritas en la literatura, para la obtencion de

quitosana a partir de quitina de diferente procedencia:

Tabla 31.- Condiciones de desacetilacion en la produccién de quitosana.

Fuente | Aﬁnésféra I[.alcalinna] (M) 'ferﬁpéfatura (°C) VT.ie.mi.)d (h) Reiacién {en peso)

Langosta  A/N 55% KOH 100 - 140 05-15 1:100
47% NaOH 60 — 100 14 -
Cangrejo N 40% NaOH 70, reflujo 10 -
A 40% NaOH 70, reflujo 15 -
A/N 50% NaOH 145 — 150 1-12 1:10
Camaron A 50% NaOH 60 2 1:4
A 50% NaOH 95 3 -
A 50% NaOH 30 24 - 144 1:14-56
Gamba A 60% KOH 100 ] 1:65
A

50% NaOH 100 2 -

(A = aire/ N= nitrégeno)
Técnicas alternativas para la desacetilacion de la quitosana.

Existen otros métodos par la obtencién de quitosana a partir de quitina. Por ejemplo,
mediante procesos termoquimicos se ha llevado a cabo esta reaccion en un reactor donde se
realiza la reduccion de la quitina a 230 °C, con una concentracion alcalina del 10% durante 1
minuto a presion. Una descompresion repentina en el proceso y posterior tratamiento durante 24
horas, a una temperatura de 4 °C de la solucion, permite alcanzar una desacetilacion completa de

la quitina.
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Una forma sencilla y poco costosa es el tratamiento de la solucién de quitina en solucion
alcalina a temperatura ambiente, sin calentar, con una atmoésfera de oxigeno. La concentracion de
NaOH fue del 50% vy la relacion quitina:solucion alcalina de 1:56 variando el tiempo de

65 <o refieren al hecho de utilizar soluciones de NaOH mezcladas con

reaccion. Otros trabajos
solventes organicos, como el 2-propanol, el 2-metil-2-propanol o acetona. El uso de estos
diluyentes hace posible el uso de concentraciones de NaOH mas pequefias que las empleadas sin
ellos. Sin embargo, el grado de desacetilacion y la viscosidad de la solucion del producto final es

menor cuando se utiliza Gnicamente NaOH.

Por otra parte, es conocida la dificultad que presenta la preparacion de quitosana con un
orado de desacetilacién superior al 90% sin que se produzca degradacion de la cadena del
polimero. Sin embargo, Mima y col. 2% establecieron un método de preparacién de quitosana con
un grado de desacetilacion cercano al 100% sin tener degradaciones significativas en la cadena

polimeérica.

El método empleado consiste en lavar sucestvamente el producto intermedio con agua,
dos o mas veces, durante el tratamiento alcalino a un tiempo menor que 5 horas para una
concentracion de NaOH del 47% a una temperatura de 110 °C. Otros autores, preparan quitosana
a partir de caparazones de camaron tigre (Penaeus monodon) desacetilando la quitina dos veces,
con disoluciones de NaOH al 50% bajo vacio durante 30 minutos a 100 °C, obteniendo

productos con un grado de desacetitacion entre 43 y 54% en cada lavado.

Domar vy Rinaudo?®® proponen otro método para obtener quitosana completamente
desacetilada sin disminucion excesiva del peso molecular. El método incluye el uso del tiofenol
durante los tratamientos sucesivos de alcali, durante 1 hora a una temperatura de 100 °C.
Caracterizacion de la quitosana.

FEspectroscopia Infrarroja:

Debido a su estructura quimica, la quitosana presenta dos bandas de absorcion entre los

2800 y los 3500 cm™ asignables a las vibraciones correspondientes a los grupos OH presentes en
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la molécula en forma de una banda ancha, a 3450 cm’, v una segunda estrecha ubicada
generalmente en los 2870 em’™, siendo la primera de mayor intensidad que esta ultima®® . Entre
los 1660 v los 1500 em™ aparecen las bandas de vibracidn de tensién de amida 1y amida 11,
correspondientes al enlace N-H de las unidades acetiladas y desacetiladas de la quitosana, lo cual
permite, como veremos posteriormente, conocer el grado de acetilacidon de las quitosanas

sintetizadas mediante los diferentes métodos.

Al igual que todos los polisacaridos, la quitosana presenta bandas de absorcidn anchas e

intensas entre los 1000 y los 1200 cm”, caracteristicas del esqueleto de estos compuestosm :

Determinacion del peso molecular.

Para evaluar el peso molecular de los polimeros se emplean diferentes técnicas, entre los
que podemos encontrar: la viscosimetria y la cromatografia de permeacion de gel. Estas técnicas
son experimentalmente faciles de llevar a cabo, y en tiempos razonablemente cortos. Sin
embargo, los valores del peso molecular obtenidos teniendo en cuenta que al trabajar en
disolucion dichos valores dependen del volumen hidrodinamico de la macromolécula, que es
funcién del peso molecular, de las propiedades conformacionales y de las interacciones
polimero-solvente. Esto trae como consecuencia la necesidad de obtener, previamente, una curva
de calibracion. Por el contrario, el método de Ligh-Scatering (LS) nos da un valor absoluto del
peso molecular pero a su vez es una técnica costosa y de dificil manipulacion y a veces los datos

no son faciles de interpretar en presencia de agregaciones y asociaciones en las disoluciones.

A continuacién se describe la adecuacion de los métodos comtinmente empleados para la

determinacion del peso molecular de la quitosana.
a) Viscosimetria.
Aunque es practica habitual el utilizar directamente el valor de la viscosidad como indice

del peso molecular, es posible calcular a partir de la viscosidad intrinseca el calculo del peso

molecular mediante la ecuacion de Mark-Houggins®”.
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En esta técnica primeramente se preparan disoluciones de quitosana, de diferentes grados
de desacetilacion, en soluciones acuosas de sales (0.2 M Acetato de sodio — 0.5 M Acido
Acético). Como es sabido, la medida de la viscosidad de una solucién se realiza, generalmente,
mediante la comparacion del tiempo de caida o de flujo (t) de un volumen especifico de la
solucion de polimero a través de un tubo capilar, con respecto a el tiempo de caida o flujo (to) del
solvente utilizado a la misma temperatura. A partir de t y t, para diversas concentraciones del

soluto se pueden definir las siguientes ecuaciones:

Viscosidad relativa: 7, = LA }L
UPI

Viscosidad especifica: N, =1, -1

Viscosidad intrinseca: 7] = lim(?]_w / c)c =0

donde la concentracion ¢ del soluto se expresa en unidades g/dL vy la viscosidad ntrinseca se

expresa en dL/g.
b) Cromatografia de permeacion de geles

Aunque la técnica cromatografia de exclusion por tamafio SEC, cominmente conocida
como GPC (acrénimo ingles de cromatografia de permeacion de geles) es una técnica establecida
en la practica habitual de medida de los pesos moleculares de polimeros y su distribucién. A
titulo recordatorio para las personas no familiarizadas con la misma permite la separacion de

fracciones de polimero en funcidn de su tamafio en columnas cromatograficas rellenas de geles.

En esta técnica una muestra de solucion diluida se introduce en las columnas, junto a la
fase movil, y pasa a través de las columnas. Las cadenas del polimero disuelto se difunden a
través de los geles, que constituyen la fase estacionaria, en dependencia de su tamafio. Grandes
cadenas del polimero solo pueden difundir pequefias cantidades en los poros de la fase
estacionaria o son completamente excluidas, por lo tanto, requieren poco tiempo para atravesar la

columna. Cuando las cadenas son pequefias ocurre todo lo contrario.
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Al final del experimento se obtiene una curva de elucidon de la cantidad de polimero,
usando el detector adecuado, contra el tiempo de retencion (1) de los diferentes tamafios
moleculares. Dependiendo del detector empleado el peso molecular no puede determinarse
directamente, pero si mediante una curva de calibracion del sistema en términos de tiempos de
retencion obtenidos con patrones de peso molecular conocido (no siempre disponibles), por lo

que se suele utilizar el poliestireno como patrdn universal.

LLa determinacion por GPC de la quitosana presenta ciertas complicaciones. Primero, la
forma y tamafio de la molécula del polielectrolito en disolucion depende fuertemente de la fuerza
i6nica del medio. Segundo, existen fendémenos de ion-inclusion y de ion-exclusion presentes en
la determinacién. Mientras el primero no es facil de eliminar, el segundo puede eliminarse por la
adicion de un electrolito de bajo peso molecular a la fase movil. Por otra parte el pH de la
sofucién es un factor a tener en cuenta, ya que mediante este parametro se logra controlar el
grado de ionizacion de las especies poliméricas y de los grupos funcionales del soporte. Todas fa

interacciones entre el polimero y los geles de la columna son indeseables.

Para controlar estos problemas, la determinacion del peso molecular de la quitosana se
realiza utilizando como fase moévil una solucion de 4cido acético (AcOH 0.5 M), ya que este
elimina la tonizacion de los grupos carboxilos presentes en la superficie del soporte de la
columna y reduce la adsorcidn de la quitosana. La adicion de acetato de sodio (NaOAc 0.2 M)

genera una fuerza i6nica que elimina los efectos de i6n-exclusion.
¢) Dispersion de luz (I.S).

En este método es posible medir el peso molecular promedio en peso, M., el radio de giro
(Rs) v el segundo coeficiente del virial, A, para soluciones de diferentes grados de
desacetilacion de la quitosana en soluciones acuosas de sal (O'.2 M NaOAc - 0.5M AcOH). El
método consiste en la medicion de la intensidad de tuz dispersada por una solucion de polimero,
en funcidn del dngulo de dispersion (6) y la concentracion (c). El requisito para que se¢ produzca
la dispersion de luz es la aparicion de regiones “transitorias” con indices de refraccion diferentes

al medio circundante. La intensidad de la luz dispersada es proporcional a la raiz de la diferencia,
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en cuanto al indice de refraccion, entre la solucién del polimero y el solvente puro, ademas de la

cuarta potencia de la longitud de onda (2) y del peso molecular del soluto.

La dependencia angular de la luz dispersada surge de la interferencia de los rayos de luz
de las diferentes partes de la misma molécula del polimero. Esta interferencia nos da informacion
del tamafio de la molécula, expresado como Rg, que es independiente del peso molecular. Este
" efecto desaparece a angulos O cercanos a 0, después de la extrapolacion a 6= 0 el valor exacto
del peso molecular se obtiene sin tener en cuenta el tamafio de la molécula. Finalmente, el
segundo coeficiente del virial, 4>, medida de las interacciones polimero-solvente, es determinado
por la pendiente de la curva de Luz dispersada vs. la concentracion extrapolando a 0. La

ecuacién que permite el calculo del peso molecular se describe a continuacion:

K, = -i— +2A4.,¢
H, M, -

donde Hy es el factor de dispersion y K es una constante optica.

i factor v la constante antes mencionados se pueden calcular mediante las siguientes

acuacioneas:

(i iy ), sin@
1+ cosé

H, =
donde (i~ig) es la diferencia entre la luz dispersa de la solucidn y el solvente a angulo 0.
K =0.517i,(dn/dc)

donde:

i = intensidad de luz dispersa del benceno a 6 = 90°.

fdndc)= incremento del indice de refraccion especifico.
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Determinacion del grado de acetilacion.

Uno de los parametros de mayor importancia a la hora de caracterizar la quitosana es el
grado de acetilacion (GA). Este parametro se define como el niimero de unidades acetiladas (-
NHCOCH;) presentes en la estructura de la molécula de quitosana. Se han propuesto diversos

272,273

métodos para la obtencién del GA en la literatura con sus ventajas y desventajas, de los

cuales mostramos los mas utilizados:
a) Analisis elemental.

En este caso, el grado de acetilacion se calcula a partir del contenido de nitrdgeno
presente en la muestra de quitosana y del contenido de material inorganico presente en su residuo

después de una hora de tratamiento térmico a 600 °C. La expresidn utilizada en este caso es:

_0
vuia —| BE95=%N)] 10
1,799

donde 8695 es el por ciento de nitrOgeno en una muestra de quitosana completamente
desacetilada, 1.799 es la diferencia entre 8.695 y 6.896 (porcentaje de nitrégeno en una muestra
de quitina completamente acetilada), y el %N es el por ciento de nitrogeno obtenido de la

fraccion organica de la quitosana analizada.
b) Espectroscopia UltraVioleta-Visible.

Fste método, de gran precision y sensibilidad, fue propuesto por Muzzarelli y col. para

274 Bl método consiste en la determinacion de las

quitosanas con un bajo grado de acetilacion
alturas correspondientes (H) a la primera derivada de los espectros ultravioleta de soluciones de
concentracion conocida de N-acetilglucosamina en acido acético 0.01 M, entre los 240 y los190

nm, utilizando como referencia agua.

Debido a que el 4cido acético presenta contribuciones de absorcidon a 199 nm, donde las

soluciones de N-acetilglucosamina presentan un maximo, primeramente se obtienen los
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espectros de la primera derivada para concentraciones de acido acético conocidas, para asi poder
determinar el punto cero, donde se entrecruzan estas curvas, desde el cual se miden los valores
verdaderos de H. De estas medidas se obtiene una curva de calibracién de H versus

concentracion de N-acetilglucosamina, C, y la correspondiente ecuacion de la recta H = f{C).

Posteriormente se prepara una solucion de 500 g de quitosana en 50 mL de solucion 0.1
M de acido acético que se disuelve totalmente en 500 ml de agua. Se registra su espectro
uitravioleta, en cubetas de 1 ¢cm de camino optico, en el mismo intervalo de longitudes de onda
mencionado anteriormente. El valor de H obtenido se sustituye en la ecuacion obtenida para la
curva de calibracion y el valor de C que se obtiene es directamente el grado de acetilacion de la

quitosana valorada.

c) Espectroscopia Infrarroja (IR).

Por su sencillez la espectroscopia infrarroja es, quizas, el método mas empleado en la
determinacion cuantitativa del grado de acetilacidén de quitosana. El método consiste en la
medida de las intensidades de las bandas de absorcidn correspondientes a amida I y amida 11,
utilizando una referencia interna para corregir el espesor de la muestra en un filme o la

concentracion en la pastilla de bromuro de potasio (KBr):

Filmes: se preparan filmes de soluciones 0.5 % en peso de quitosana a partir de
sofuciones 0.1 M de 4cido acético, que se secan a temperatura ambiente durante toda la noche.
Posteriormente se lavan en soluciones de amonio en metanol, luego en agua y se secan a 60 °C

bajo vacio otras 24 horas.

Pastillas: se mezclan 2 mg de la muestra en polvo con 100 mg de KBr y se obtiene la
pastilla a vacio, segun el procedimiento habitual. La pastilla se seca durante 24 horasa 110°C y

se mantiene en un desecador a vacio hasta su registro en el espectrofotometro.

Una vez obtenidos los espectros correspondientes, el GA se calcula mediante la relacion
de bandas de absorcién A ammna/A rererencia. En la literatura se proponen diferentes relaciones

de bandas, en cuanto a las longitudes de onda tanto de la banda de amida como de la de
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referencia?” Entre las relaciones mas utilizadas esta la propuesta por Baxter y col.'®,

Asgss/Azaso, que toma como linea base la comprendida entre los 4000 em’! y los 2500 em™ para

la banda Assso correspondiente a el grupo OH de la quitosana, y otra entre los 1800 cm™ y los

1600 ¢m™, para la banda de absorcion en los 1655 em™, correspondiente a la amida I. El grado
p

de acetilacion se obtiene a través de la expresion:

| A
GA(%) = 285115

3450

Mediante este procedimiento se obtiene buenos resultados y correlaciones con otros
métodos para muestras con un grado de acetilacion entre 0 y 55%. Sin embargo, cuando se
trabaja con muestras que presentan un alto grado de acetilacion, el método pierde precision,
debido a que la absorcton en 1655 et es una mezcla de dos componentes: una centrada en 1655
cm”, correspondiente a las vibraciones de tension N-H, y la otra, centrada en 1630 cm™,

correspondiente a las vibraciones de tension N-Hp.

Teniendo esto en cuenta, se propone medir fa absorcion a 1655 cm” con una linea base
comprendida entre los 1800-1500 cm™, y para la banda de absorcion a 1630 em™ una linea base

entre 1650 v 1600 cm™. En este caso el GA se calcula mediante la siguiente expresion:

, A A
GA(%) = (Ll w0 0,13] 855

3450 3450

Los resultados obtenidos mediante esta expresion presentan una buena correlacion con
los obtenidos mediante RMN-H! para un grado de acetilacion entre 0 y 100%. Los unicos
inconvenientes de esta técnica es que la cantidad de muestra debe de ser lo suficientemente
pequefia como para asegurar que la banda del OH posea una transmision cercana al 10% y que,
en el caso particular de una quitosana a la que se varia su estructura mediante acetilacion con
soluciones acidas de acido clorhidrico, todos fos grupos éster presentes como impurezas deben
de ser eliminados del medio con una solucion etanolica de concentraciéon 0.5 M de hidroxido de

potasio, KOH, antes de registrar los espectros.
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d) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

La determinacion del grado de acetilacion por RMN-H' es la técnica mas utilizada para el

estudio de estructuras de carbohidratos. La caracterizacién por RMN es simple, rapida, y forma

76 En principio, las técnicas de RMN-'H y de

parte de la rutina de analisis de estos compuestos
RMN-*C son aplicables para la determinacién del grado de acetilaciéon. Sin embargo, la
espectroscopia de B¢ se aplica de forma mas extensiva para el caso de muestras solidas donde se
utilizan también algunos aditivos que mejoran la sensibilidad y la resolucion de esta técnica
como son Desacoplador de proton de alta potencia para polarizacion cruzada/desacoplamiento
dipolar de proton (High power proton decopluer for croos-polarization/proton-dipolar

decoupling.)

L.a mayor dificultad para aplicar esta técnica, en este caso en particular, es la baja
solubilidad de la CHI en los disolventes comunes utilizados en este tipo de determinaciones. Para
minimizar esta dificultad se utiliza como solvente agua deuterada, D,0O, a pH = 3, ajustando con
4dcido clorhidrico, HCI, o bien obteniendo el derivado clorado de la quitosana, el cual es bastante

soluble en DO,

Generalmente la determinacion se realiza a temperaturas que oscilan entre 70 y 90 °C,
con el fin de disminuir el efecto de la viscosidad. Es recomendable utilizar campos altos debido a
la simplificacién que se obtiene en los espectros. En RMN-'H, especialmente a campos bajos, la
sefial del solvente solapa las sefiales de resonancia de los carbohidratos y hace dificil su
analisis®”’. El célculo del GA de la CHI se determina por la refacion entre la intensidad relativa

de Ia sefial del proton N-acetilado y las intensidades de las resonancias de los restantes protones.
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HIDROXIAPATITA. SINTESIS, CARACTERIZACION Y PROPIEDADES.

Composicion quimica.

En la naturaleza se encuentran muchos materiales que presentan caracteristicas
cristalinas. A este tipo de compuestos se les denomina isomorfos, lo cual es una definicion de
estructura y no de composicion. La familia de las “apatitas™ pertenece a este tipo de estructuras

y por tanto la hidroxiapatita (HA) puede ser clasificada bajo esta definicion.

La hidroxiapatita pura es un fosfato basico de calcio y su composicion quimica, cuando
su estequiometria es perfecta, se representa por la formula; Cas(PO4)s(OH), siendo su relacion
molar calcio/fosforo (Ca/P) = 1.67. Las diez cargas positivas de los cationes calcio (Ca*") estan
compensadas por nueve cargas negativas de los aniones fosfato (PO4 ") y por una carga negativa
del anion hidroxilo (OH). Es un solido idnico neutro, pero su superficie puede contener cationes
o aniones, en funcion del medio en que se encuentre. Generalmente se utiliza la formula

Caro(PO4)s(OH),, la cual permite simplificar la representacion de las hidroxiapatitas sustituidas.

L.a HA puede estar sustituida por diferentes jones. Bl ejemplo mas conocido es el de la
Fluorapatita de formula Cas(PO4)3(OH)1.4Fx, para una hidroxiapatita parcaalmente fluorada.
También pueden haber iones magnesio (Mg?") que reemplazan a los iones’ Ca*', dando lugar a la

Magnesioapatita, Mgio(POs)s(OH)2 aunque también los iones PO, pueden ser sustituidos por
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lones carbonatos o por iones hidrogenofosfatos, pudiéndose expresar mediante la formula
Cag(PO4)4(HPO,)(CO3)(OH),. En la practica todas las combinaciones de sustitucion son posibles
y en cantidad variable. Es decir, la familia de la hidroxiapatita abarca una gran variedad de
composiciones quimicas, siendo la HA estequiométrica la que se corresponde con la formula

base.
Festructura

La HA cristaliza en un sistema hexagonal. Los parametros de la red cristalina
caracteristicos son los siguientes: a =9.4128, c= 688 A, a=B=90"yy=120yvZ =2 Enla
literatura®’® se recoge que su estructura esta basada en dos capas de redes hexagonales formadas
por tetraedros PO, Fn la Figura 65 se muestra como estas dos capas coinciden,
aproximadamente, con dos planos de reflexion situados a z = Y4 y z= %, en las que se disponen

alternativamente los tetraedros.

Figura 65.- Disposicién del P en Ia red de la HA. Plano 0001.

De esta manera, el P y los dos oxigenos quedan al mismo nivel del plano correspondiente,
mientras que los dos oxigenos restantes se sitGan uno por encima y otro por debajo de dicho

plano, tal y como se muestra en la Figura 66.
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L I

o0

Figura 66.- Estructura de la HA proyectada sobre el plano 0001.

En cada celdilla hay dos canales del primer tipo y en cada uno de ellos se alinean dos
iones calcio proximos a z = 0 y z =1/2, que forman columnas de calcio a través de la estructura.
A su vez, cada calcio se coordina con nueve oxigenos, tres por encima de él, tres por debajo vy
tres al mismo nivel aproximadamente. El segundo tipo de canal, en el que se centra el eje
senario, esta delimitado por iones calcio que se acomodan a las depresiones de los tetraedros
PO,>. Hay seis calcios rodeando cada canal, dispuestos en dos triangulos dispuestos entre si 60°
en los niveles z = 4 y z= %, coincidentes con los dos planos de reflexion. Es decir, los iones
calcio pueden ocupar dos posiciones: los Ca (I) sobre los ejes ternarios y los Ca (1I) bordeando
los tuneles del eje senario. La posicion de los OH puede ser un poco por encima o por debajo de
los planos definidos por los Ca (1I), coincidiendo con el eje senario; cada una de estas posiciones
se ocupa estadisticamente en un 50%. Los OH- situados en una misma columna estan orientados
de una forma similar, ya que los hidrogenos del dipolo no se pueden enfrentar dentro del espacio

delimitado por los planos definidos por los Ca (II).

Sintesis de la hidroxiapatita.

Es de sobra conocido que la HA es el constituyente mayoritario de la parte inorganica del

tejido 6seo v dental de los vertebrados. Ademas de la hidroxiapatita existen otros fosfatos de
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calcio que también estan presentes en el sistema 6seo, como: la brushita, CaHPO4 2H20 y ia p-

Whitlockita, Cas(POs). entre otras.

Se asume que algunas de estas fases son precursores de la formacion de la HA biolagica,
transformandose, como se ha demostrado, in virro®™ | por lo que podemos hablar de procesos
biolégicos de sintesis. Estas transformaciones se facilitan o inhiben de acuerdo a las propiedades
del medio en que se encuentran, tal y como se muestra en la Figura 67; es decir: pH, temperatura,

concentracidén y composicion.

FOC
CagH (PO, + #,0

FDDH 1 HA 4 Beta-FTC

Ca,HPO, -2H,0 R Cayy(PO4)s(OH), S Cay (PO
A
1 3 4
2
FCA

FOC = fosfato octacélcico.
FDDH = {osfato dicalcico diludratado.
FCA = fosfato de calcio amorfo.

Beia-FTC = fosfato tricalcico.

Figura 67.- Representacion esquematica de Ia transformacion de los diferentes fosfatos de

calcio de una fase a otra.

Por otra parte, la sintesis de la hidroxiapatita a nivel de laboratorio, se realiza
generalmente por precipitacion en medio acuoso basico y a temperaturas que oscilan entre los 20
y los 100 °C, obteniéndose un precipitado que depende de numerosas variables fisicas y
quimicas. En la bibliografia existe una gran variedad de métodos muy dispares para la obtencion

de este compuesto, de los cuales, los mas representativos se clasifican a continuacton: reacciones
200



Anexo I11.- Hidroxiapatita

en estado solido, precipitacién por via humeda mediante procesos discontinuos (batch),
semidiscontinuos (semibacht) y continuo, a través del empleo de Microondas y mediante
procesos hidrotérmicos. Todas estas técnicas se realizan bajo diferentes condiciones, por lo que

resulta muy dificil la obtencion de precipitados de HA completamente puros o monofasicos.

a) Reacciones en estado solido

Este proceso de sintesis se lleva a cabo calentando, hasta un valor éptimo de temperatura,
una mezcla de compuestos solidos. En esta reaccidn tiene lugar la formacion de estructuras
cristalinas al difundirse los diferentes constituyentes ionicos de los solidos reaccionantes.
Tromel™ investigd la optimizacién de las condiciones para la formacién de la HA en estado
solido. En uno de los experimentos se hizo reaccionar los fosfatos tri y tetracalcicos y en otro
fosfato tricalcico con oxido de calcio. Ambas reacciones se llevaron a cabo a 1050 °C en
atmosfera de oxigeno y en pocas horas se obtuvo una HA con una relacion molar Ca/P = 1.67.

Las ecuaciones se representan a continuacion:
2 Caz(POy)y + CasPr0s + HyO — P Cao(PO4)s(OH)2
3 Cag(POy), + CaO + H,O ———» Cao(PO4)s(OH)2

Otros autores han demostrado la utilidad de este método para la obtencion de HA de gran pureza.
Narasaraju y col., hicieron reaccionar polvos finamente pulverizados de fosfato dicalcico con

carbonato calcico a 1400 °C en atmdsfera de aire himedo:

12 CaHPOQ, + 8 CaCO; ——» 2 Ca;o{PO4)s(OH), + 8CO; + 4H,0
b ) Precipitacion por via humeda:
Procesos discontiros (baich):

Estos métodos de sintesis se refieren a la sintesis de HA mediante la reaccion de una sal soluble

281,282

de calcio con una sal del acido orto-fosforico. Muchos autores consideran que la primera

201



Anexo HI.- Hidroxiapatita

fase, que se forma cuando se realiza la precipitacion en disoluciones neutras o débilmente basicas,
es un fosfato de calcio amorfo (FCA) muy hidratado, que aparece en forma de particulas esféricas

monodispersas de estequiometria Cao(PO4)s.

Uno de los métodos mas utilizados para la obtencion de HA por via humeda fue
desarrollado por Hayek y Stadimann®®, basandose en la simplicidad de las operaciones
experimentales vy la alta pureza de la HA obtenida. Se hace reaccionar 79 g de dihidrogeno fosfato
de amonio, (NH4);HPQ,, disuelio en 1600 mL de agua y ajustado el pH a 12 con solucion de
hidroxido de amonio, NH4OH. Esta solucion se gotea lentamente sobre una de nitrato de calcio
(230 g en 1200 mL) con idéntico pH, obteniéndose alrededor de 100 g en cada proceso batch. La

ecuacion representativa de este método es:
10 Ca(NO_;); + 6 (NHy)HPOs + 8 NH40H -~ Ca]Q(P04)5(OH)2 + 6 H0 + 20 NHUNO;

Otro método para la obtencién de HA de alta pureza fue desarrollado por Arnold®®, el cual
se basa en la adicion simultanea de soluciones amoniacales de acetato de calcio y fosfato de amonio

sobre una solucion de acetato de amonio que mantiene constante la alcalinidad del medio.

Jarcho y col.®® parten de nitrato de calcio, Ca(NOs); y (NH4)HPO4 v la sintesis de la
HA se realiza a pH = 10-11, afiadiendo gota a gota la solucidon de fosfato sobre la solucion de
calcio. Tras un tiempo de contacto con la solucién madre, se lava el precipitado y, una vez seco,
se calcina a temperatura entre los 1000 y 1200 °C durante 1 hora. El material obtenido no es
siempre FIA pura, apareciendo a veces otras fases. Jarcho considera importante para la obtencion
de HA puro la utilizacién de una relacién molar Ca/P (1.67) y sugiere también el aumento del
tiempo vy de la temperatura de envejecimiento del precipitado con la solucion madre.

1.2 sintetizan HA, partiendo de acido ortofosforico, HyPQ4 6 de

Fured:-Milhofer y co
dihidrégeno fosfato de potasio y de hidroxido de calcio, Ca(OH); o Ca(NO3)2 ¥ hacen un estudio
de la sintesis realizando varias pruebas y manteniendo constante una serie de caracteristicas:
adicién gota a gota de la solucion de fosfato sobre la de calcio, atmdésfera de nitrogeno, agitacion
constante y relacion molar Ca/P = 1.67. Consideran esencial que la precipitacidn se realice a un

valor de pH >7.2 para evitar la hidrolisis de la HA a formas deficientes en calcio.
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Driessens™ constata que la inica forma de obtener HA pura es por precipitacion a partir
de soluciones acuosas, a pH elevados y en ausencia de didxido de carbono, CO,.

288

Quinten y col. ™" vuelven a poner de manifiesto la dificultad en Ja obtencion de HA puro,

ya que detectan [a presencia en cantidades pequefias de otras fases tales como « y el $-TCP, al
sintetizar HA afiadiendo una solucion de (NH.),HPO4 0.246 M a una solucion de Ca(NO;); -
4H,0 0.082 M, preparadas ambas con agua bidestilada y a pH = 10 ajustado con amoniaco, en
este mismo trabajo estudian la influencia de la temperatura de las soluciones sobre el tamafio y
forma de los cristales de HA, resultando que si la temperatura es de 22 °C, los cristales son
pequefios y con forma esférica, y a temperaturas de 65-75 °C los cristales son mayores y con una

estructura de tipo aguja.

Bako y Kotsis*® realizan un estudio de los parametros més importantes que afectan a la
sintesis de HA propuesto por Jarcho, considerando como decisivos en la obtencidn del producto
deseado los siguientes: relacion molar Ca/P inicial, pH, temperatura y tiempo de agitacién en

contacto con la solucidon madre.
Proceso semidiscontinuo (semibatch):

Es conocido que la relacién molar Ca/P de la HA sintetizada por via humeda se ve
- apreciablemente afectada por el pH, tanto de las soluciones de partida, como de la solucion en
que se estd precipitando. Lopez-Macipe y colaboradores™ estudiaron la estequiometria vy
morfologia de la HA obtenida en un proceso semibatch, observandose la posibilidad de obtener
particulas de HA monodispersas con estequiometria controlada, mediante un control adecuado
de la temperatura de la reaccidon, del pH y de la velocidad de adicion de las sustancias

reaccionantes.

Proceso continmo:

' han desarrollade un método continuo para la

Gémez-Morales y colaboradores®
obtencion de HA por via himeda en la que se puede obtener HA con diferentes estequiometria,

mediante el control de la temperatura de la reaccidn, et pH y el tiempo de permanencia de la HA
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precipitada, el cual viene dado por la velocidad de adicion de las sustancias reaccionantes. El
tamafio de las particulas obtenidas esta influenciado por los mecanismos de nucleacion-

agregacion-aglomeracién y crecimiento.

Rodriguez-Clemente v colaboradores®™” han estudiado estos mecanismos en la
precipitacion de HA en procesos en continuo y batch, a partir de soluciones homogéneas de
calcio y fésforo, concluyendo que estos procesos estan regidos por la minimizacion de la energia

superficiat de las particulas, lo cual se refleja en la distribucion final del tamafio de particulas.

¢) Procesado con Microondas;

La sintesis mediante el empleo de la radiacion microondas, come método de
calentamiento alternativo a las técnicas convencionales, esté siendo estudiado ampliamente
debido a la notable disminucion en los tiempos de sintesis. Varios autores han empleado este
método para la obtencion de HA cristalina con tamafio de particula nanometrica. Lopez-Macipe
¥y colaboradores®™® obtuvieron nanoparticulas de HA a partir de una disolucién homogénea
calcio/citrato/fosfato. Estos autores sugieren que la formacion de las nanoparticulas siguen los

siguientes pasos:

descomplejamiento térmico de la especie Ca(Cit)” y precipitacion del citrato trisédico

dihidratado, el cual acttia como templa.

+ Absorcion idnica de las especies Ca®", OH y HPO,” sobre la superficie de la templa seguido

de la formacion de las unidades de crecimiento.
¢ Nucleacién inducida de particulas nanométricas de fosfato amorfo sobre la superficie de la
templa con la consiguiente disminucion del pH, lo cual induce la disolucion parcial del

substrato que conlleva a la formacién de la especie (HCit)*.

o Adsorcion de la especie (HCit)* sobre el fosfato amorfo, con lo cual comienza la formacion

de HA poco cristalina.
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d) Proceso hidrotérmico:

El método hidrotémico se basa en la obtencién de materiales en condiciones drasticas de
presion y temperatura, en un reactor cerrado herméticamente. Fujishiro y colaboradores™”
obtuvieron por este método HA a partir de una disolucion del complejo quelato Ca(EDTAY vy
H;PO4, a temperaturas entre 130-250°C y pH 4-10, obteniéndose cristales de tamafio superiores &

1 pm.

También el método hidrotérmico se utiliza en muchas ocasiones para realizar
transformaciones quimicas de un compuesto manteniendo intacta su morfologia y tamafio, como
es el caso de la transformacién del CaCO;, constituyente de los corales marinos de la familia
PORITES, el cual se encuentra en la variedad cristalogréafica de calcita; la misma se hace
reaccionar con una sal del acido ortofosforico utilizindose elevadas temperaturas y presiones,
donde se logra la sustitucion de la calcita por HA, conservandose la estructura altamente porosa
de este coral, lo que favorece el factor bioldgico (crecimiento interno de nuevo tejido Oseo
debido al tamafio de los poro) al ser implantados en el organismo. Este método fue aplicado en el
Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC) de Cuba lo que permitic obtener la
hidroxiapatita coralina HAP-200° como material de implante para la restauracién de lesiones

, 5
bseas”.

Resumiendo, se puede decir que la mayoria de los autores proponen la sintesis por
precipitacion a partir de una sal de Ca y una sal de P, utilizando soluciones diluidas de ambas
sales, coincidiendo todos ellos en que uno de los parametros fundamentales es la utilizacion de
una relacion molar Ca/P adecuada. Algunos autores sugieren que la adicion de la solucion de Ca
sobre la de P ha de ser lenta vy en ausencia de CO,. Con respecto a la temperatura, algunos
consideran que ha de hacerse a temperaturas del orden de los 100 °C, mientras que otros opinan

que puede ser temperatura ambiente. Los valores de pH oscilan desde 6.7 a 11.
Sinterizacion de la hidroxiapatita.

El proceso de sinterizacién es un fendémeno que describe la obtencién de productos

solidos a partir de polvos inorganicos. En este proceso se calienta un polvo compacto a una
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temperatura adecuada de tal manera que los mecanismos de transporte de masa sean posibles u
operativos, de forma que el compacto contrae y disminuye su porosidad. La sinterizacion pues
involucra a diversos parametros, entre los que podemos mencionar: densidad, superficie

especifica y contraccion®®,

La disminucion de la energia libre de un material es el mecanismo que rige el proceso de
sinterizacion. Para alcanzar la densidad teorica, los sistemas deberian someterse a elevadas
temperaturas durante el tiempo necesario, pero al volver al estado inicial, temperatura ambiente,
la configuracion de monocristal predominaria sobre la alcanzada y el sistema evolucionaria hacia
ella. En muchos casos los poros del matertal estarian tan aislados que la variacion de la energia
libre en el tiempo sea tan pequefia que el proceso de sinterizacion se considere terminado. Se han
estudiado diferentes variables y factores para hacer mas viable la consecucion de este proceso
por parte de los materiales en estudio, asi como los que afectan a la microestructura y a las
propiedades del producto final. De forma resumida, la sinterizacion puede llevarse por tres vias:

en estado solido, en presencia de una fase liquida y por sinterizacién reactiva.
a) Sinterizacion en estado solido

Cuando un polvo compacto se calcina a una temperatura por debajo del punto de fusion
de cualquiera de las fases constituyentes, se denomina sinterizacion en estado solido. Durante
este proceso se produce una disminucién en la energia libre total del material debido a la
disminucion de la energia libre interfacial total. Este cambio se puede expresar mediante la

siguiente expresion:
] J‘(f SISTIEMA T 5!?’ s Ay + 5!7 55 A

donde A v Ag son las areas de las interfases solido-vapor y solido-solido respectivamente y ¥sv
y vss son las energias superficiales. El primer término representa el cambio en la energia libre del
cuerpo debido a la disminucion del area interfacial sdlido-vapor total, y es negativo; el segundo
representa el aumento del area interfacial solido-solido total (creacion del borde del grano) y es

positivo.
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Normalmente el proceso de sinterizacion se divide en tres procesos basados en cambios
geométricos que se producen durante la evolucidén microestructural desde un grupo de particulas
individuales hasta una estructura policristalina densa. El proceso inicial se puede definir como el
intervalo desde el inicio del tratamiento térmico hasta que los cuellos entre particulas se ponen
en contacto unos con otros. A medida que se va produciendo la sinterizacion, los cuellos de las
particulas se van fusionando y comienza el proceso intermedio, existiendo durante este paso
una fase porosa continua intersectada por bordes de grano; la evolucion microestructural esta

gobernada por muchos fendmenos concurrentes:

» Migracion de los bordes de grano; es decir, el crecimiento de los granos, que comienza

cuando la porosidad es lo suficientemente baja.

» Migracion de los poros con los bordes de grano pudiendo aumentar ¢l tamafio de poro

medio por coalescencia de los poros,

¢ La difusidn superficial que puede incrementar el tamafio de los poros por redistribucion

del material de zonas de curvatura convexa a zonas de curvatura concava.

El proceso final de la sinterizacion conlieva a que el espacio poroso se rompe; da lugar a
poros aislados, los cuales pueden permanecer sobre los bordes de los granos y, tedricamente,
desaparecer tras un tratamiento térmico lo suficientemente largo, o, alternativamente, pueden

aislarse a partir de los bordes de grano durante el crecimiento de grano discontinuo.
b) Sinterizacion en presencia de una fase liguida

El estudio de este tipo de sinterizacion considera el caso de una fase solida mayoritaria
sinterizando en presencia de una fase liquida en la cual el sélido es parciaimente soluble a la
temperatura de sinterizado. Para que el proceso se realice satisfactoriamente se tienen que

cumplir los siguientes requisitos:

* que exista una cantidad de liquido apreciable.
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¢ que ¢l solido sea bastante soluble en el liquido a la temperatura escogida

o que el liquide moje completamente al solido.

Durante la densificacién se pueden definir tres procesos fundamentales:

Proceso de reorganizacion. Al formarse una fase liquida hay un proceso de reorganizacion de las

particulas que produce un empaquetamiento mas efectivo y una disminucion de la porosidad.

Proceso_de solucidn-precipitaciéon. La solubilidad de las particulas pequefias en el liquido es

mayor que la de las grandes, con lo cual las primeras se disuelven en el liquido mientras que las

segundas crecen por deposicion desde la fase liquida.

Proceso de coalescencia. Este proceso es predominante si el liquido no penetra completamente

entre los granos solidos, con lo cual la velocidad de densificacion disminuye.

El proceso de densificacion se entiende mejor al considerar que las fuerzas que actian
sobre el sistema son debidas a las energias superficiales implicadas. La fuerza conductora de la
densificacion proviene de la presion capilar de la fase liquida situada entre las particulas solidas

pequefias al ser mojadas por la fase liquida.

¢) Stnterizacion reactiva.

En la ultima década se vienen desarrollando nuevos métodos de sinterizacién entre los
que encontramos la sinterizacion reactiva. Este proceso conduce a compuestos completamente

densos tras un procesamiento convencional y en el se consideran dos aspectos:

1. Se mezclan homogéneamente dos ¢ mas reactivos incompatibles y se calientan a una

temperatura tal que se produzcan tanto sinterizacion como reacceion,

2. Posible aparicion durante el calentamiento de un liguido transitorio que favorezca la

sinterizacidn y/o la reaccion a baja temperatura.
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En estos sistemas se producen dos fendmenos: reaccion y sinterizacion (Figura 68),
resultando muy util el saber a que velocidad se producen cada uno de los fenémenos para

predecir la microestructura,

. ,-—‘-"‘""""""""‘"f‘-u-.,, // A

10 +

tedrica

pip

i /,.—"’ (C) o

Figura 68.- Densidad relativa (p/peeorica) frente al avance de la reaccion (o).
() si se produce primero la densificacion y luego la reaccién (b) densificacion y reaccion

simultineos. (¢) primero reaccion y después densificacion.

Sinterizacion de fosfatos calcicos.

Como se ha mencionado anteriormente el proceso de sinterizacion de las ceramicas a
partir de fosfato de calcio se realiza generaimente a temperaturas que oscilan entre los 1000 y los
1500 °C, dependiendo la naturaleza de las fases formadas no solo de la temperatura de
sinterizacion, sino también de la presion parcial de vapor de agua existente en la atmosfera de
calcinacion. La sinterizacion de estos materiales es una sinterizacion en estado sodlido, ya que la
temperatura de calcinacion esta por debajo del punto de fusion de los componentes del material

de partida.

La microestructura del material sinterizado es importante porque determina tanto las
propiedades biologicas como las propiedades mecénicas del mismo, siendo la porosidad una
caracteristica fundamental a tener en cuenta. Como se ha mencionado anteriormente hay dos
tipos de porosidades: macro y microporosidad, siendo la segunda la que esta relacionada con la

sinterizacidn puesto que estd constituida por los espacios que quedan cuando, tras la
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sinterizacién, las particulas de polvo no se unen totalmente; el tamafio de los microporos es del
orden de las micras, debido a que las particulas son de ese mismo orden de magnitud. Algunos
autores” sefialan que la biodegradacion esta controlada por el grado de sinterizacion del
material por lo que consideran que la microporosidad es el factor determinante en este proceso
en el caso de las ceramicas implantadas. Sin embargo, otros trabajos™® indican que aunque este
factor es muy dominante con respecto a la velocidad de disolucion no es el factor determinante
en el proceso de biodegradacién, sino que existen otros factores como la estructura

cristalografica y la retacién molar Ca/P que intervienen en este proceso.

Por otra parte la influencia de la microestructura en las propiedades mecanicas del
material es muy grande, puesto que la resistencia de un material policristalino fragil depende de
Ja porosidad y del tamafio de grano medio. Se conoce que la resistencia a la compresion de la
hidroxiapatita varia exponencialmente con la porosidad y que la resistencia a la flexion de las
ceramicas de hidroxiapatita dependen mas de la porosidad que del tamafio del grano medio. En
la Tabla 32 se muestran algunos datos, encontrados en la bibliograﬁam, de la microporosidad y
del tamafio de cristal para muestras de hidroxiapatita en forma de agregados de polvo, los cuales

varian significativamente con la temperatura de sinterizacion.

Tabla 32.- Influencia de la temperatura de sinterizacion en la microporosidad y en el

tamaiio del eristal de la hidroxiapatita,

Temperatura ("C)  Microporosidad (%) Tamafio del crisfal (mm)

1050 5.6 0.76
1100 i1 0.89
1150 0.6 1.59
1250 0.8 2.43
1300 0.9 | 5.98
1350 1.0 6.50

1450 1.6 11.50
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En cuanto a las fases formadas en la sinterizacion, hay diversidad de opiniones, ya que
mientras algunos autores afirman que tras la sinterizacién a 1450 °C la Gnica fase presente es la

HA, otros sefialan que a partir de los 1300 °C aparece pirofosfato de caicio.
Caracterizacion.
Difraccion de rayos-X.

Una de las técnicas de mayor uso para la caracterizacion de los fosfatos de calcio es la
difraccion de rayos X. Mediante el empleo de esta téenica es posible la identificacion de estos
fosfatos de calcio cristalinos que se obtienen a través de los métodos de sintesis explicados
anteriormente. Una de la grandes ventajas de la difraccion de rayos X es la posibilidad de
realizar analisis cuantitativos de las diferentes fases cristalinas presentes en la muestra. El
analisis cuantitativo de una mezcla bifasica se puede realizar a partir de la intensidad integrada

(1) de las reflexiones seleccionadas de las fases, mediante la siguiente ecuacion:

4 wen
I wly - r”z) +

donde:
1% = corresponde a la intensidad integrada de la fase pura I
1; = corresponde a la intensidad integrada de la fase 1 en la mezcla.
Wy = a la fraccion en peso de la fase 1.

Wy ¥ 2 = coeficientes de absorcion masica de las fases presentes en fa mezcla.

Teniendo en cuenta que la absorcion masica de la HA y del B-FTC son de 87.38 y 97.08
respectivamente™, algunos autores determinan la composicion de los materiales sintetizados
mediante la aplicacion de la ecuacion anterior. Para su calculo utilizan los picos (300) y (0210)
de la HA y del B-FTC, lo cual pone de manifiesto que la sensibilidad de la técnica no es muy
grande pudiéndose llegar a cometer un error del 2% en la medicion. En la Tabla 33 se muestran

los datos de la difraccion de rayos X correspondientes a la HA.

211



Anexo 1Il.- Hidroxiapatita

Tabla 33.- Datos de espaciados (d), 4ngulos 20 correspondientes y valores de las

intensidades relativas (I/1;) de la HA.

doween
4.07 10 21.8
3 88 10 22.9
351 2 25.4
3.44 40 25.9
3.17 12 28.1
3.08 18 29.0
2.81 100 31.8
2.78 60 32.2
2.72 60 32.9
2.63 25 34.1
2.53 6 35.5
2.30 8 39.2
2.23 20 39.9

2.26 2 40.4

Por otra parte, el empleo de la ecuacion de Deybe-Scherrer nos permite calcular el grado

de cristalinidad de un material a partir de su espectro DRX mediante la siguiente ecuacion:

KA
-cosO

donde:

D = tamafio de particula.

K = factor de forma.

2 = Jongitud de onda correspondiente a la radiaciéon Ko del Cu.
3 = ensanchamiento angular debido a la dimension del cristal.

0 = angulo de Bragg.
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El grado de cristalinidad presente en los fosfatos calcicos varia enormemente con el

tiempo y la temperatura de calcinacion de los mismos.
LEspectroscopia Infrarroja:

La técnica de espectroscopia infrarroja también nos permite la identificacion de los
fosfatos de calcio cristalinos. Los espectros de los fosfatos de calcio presentan las bandas
correspondientes al anién PO4” que presenta una alta simetria. Este anién presenta cuatro modos

de vibracion fundamentales, gue se muestran a continuacion:

pY| (Al) V2 (i.i) V3 (]:2) At (172)

Figura 69.- Modos normales de vibracién para moléculas tetraédricas XY

Las frecuencias fundamentales de vibracion 1, 2, 3 y 4 del anion PO, se corresponden 2

fas siguientes longitudes de onda:

vi: vibracion de tension simétrica a 940 cem,
vy vibracion de deformacion a 420 em’™
vy vibracion de tension asimétrica a 1020 cm’

va: vibracion de deformacion a 560 em”

La hidroxiapatita se caracteriza por poseer en su espectro IR bandas de absorcion bien
definidas en la region de los 3570 cm™, correspondiente a las vibraciones de tension del grupo
OH v que generalmente se presenta como una banda ancha. También presenta una banda de

absorcion en los 630 ¢m™, que puede deberse al modo de vibracion del OH. La presencia de
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estas bandas hace posible su diferenciacion con el B-fosfato tricalcico (B8-FTC), ya que este

ltimo no presenta en su estructura ningan grupo hidroxilo.

El espectro IR de la HA, desde los 4000 a 400 cm™, ha sido objeto de numerosos
estudios’™?%*, los cuales intentan asignar las bandas de absorcidn de los modos de vibracion
fundamentales del anion PO4>. En la Tabla 34 se muestran las bandas de absorcion del grupo

fosfato para la hidroxiapatita.

Tabla 34.- Bandas de absorcién del grapo PO," para la HA.

‘Modo de vibracién ~ Frecuencia (ecm™)
Vi 962
V2 470
V3 1090; 1062; 1030

Vi 601; 571, 565

Otros autores™ han realizado un estudio donde se demuestra que intensidad de la banda
del grupo hidroxilo, OH (3570 em™), disminuye con la temperatura de calcinacién de la HA, lo
cual indica que la HA se encuentra totalmente hidroxilada a temperaturas entre los 800-900 °C,

empezando a deshidroxilarse a temperaturas mas altas.
Andlisis quimico

A través del analisis de los contenidos de Ca vy P, principales constituyentes de los
fosfatos calcicos, es posible la identificacion de los diferentes tipos de estos materiales. En la

Tabla 35 se muestran las relaciones molares de los fosfatos de calcio mas comunes.

La evaluacion de la composicion quimica de los fosfatos de calcio presenta algunos
problemas debido a las limitaciones propias de las técnicas que se emplean. La causa
fundamental de estas limitaciones viene dada por los altos porcentajes de calcio y fosforo que

presentan estos materiales, lo cual implica hacer grandes diluciones o la utilizacién de muy poca
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cantidad de muestra para que las concentraciones de Ca y P se encuentren dentro del intervalo de

concentraciones detectables por la técnica a utilizar.

Tabla 35.- Relaciones molares Ca/P de los fosfatos calcicos.

Muesta  Formula  Relacion molar (Ca/P)
Fosfato dicalcico CasP205 | 1.0
Fosfato tricalcico Caz(PO4): 1.5
Fosfato tetracalcico Cas(PO4);OH 2.0
Hidroxiapatita Cajo(PO4)s(OH)2 1.67

Estos dos factores, la excesiva dilucion de la muestra y la imprecision en la pesada,
pueden dar lugar a errores considerables en la determinacion y calculo de las relaciones molares
Ca/P de estos materiales por métodos espectroscopicos. Dentro de las diferentes técnicas
empleadas para el analisis quimico de Ca y P las mas utilizadas se pueden considerar las

siguientes:
a)y Ca

o Espectroscopia de absorcion atdémica (EAA).
¢ Valoracion con EDTA, usando como indicador e negro de eriocromo.

* Volumetria: método de Koltoff y Sandell.
by P

e Espectrofotometria UV-Vis

- Método de Murphy y Riley

- Formacion de un complejo fosfovanadiomolibdato
e Gravimetria

e Espectrofotometria de emision por plasma (ICP).
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Los errores en fa determinacion de la relacion Ca/P, mediante la valoracion con EDTA
para el calcio y el método de Murphy para el analisis del fosforo, se han estimado en un + 2%.
Cuando la determinaciéon de P se realiza por espectrofotometria, mediante la formacion del
complejo de fosfovanadiomolibdato, el error en la medida es de tan solo & 1%. Existen otros
métodos de determinacion de la relacion Ca/P a través de técenicas fisicas, como la difraccion de

rayos X, la cual es mucho mas precisa que los métodos antes mencionados.

Propiedades

Superficie especifica

Las caracteristicas fisicas de un material son determinantes de sus propiedades. Asi, la

superficie especifica (S.) de un material influye considerablemente en:

e Proceso de sinterizacion: para un tamafio de cristal dado, cuanto mayor sea su S, mayor ¢s la
reactividad del polvo. La S,, junto a otros factores, afecta al empaquetamiento de las

particulas y, consecuentemente, al proceso de densificacion y a la porosidad.

» La biocompatibilidad y degradacion del biomaterial en un medio fisiologico: la degradacion
de los fosfatos calcicos se puede explicar por dos procesos, dilucion fisico-quimica y
desintegracion del implante en pequefias particulas. La velocidad de la dilucion fisico-
quimica esta gobernada por una serie de factores, siendo la S; uno de ellos; la dilucion estara

favorecida por la existencia de una mayor S..

a) Medida de la Superficie especifica.

Existen muchas técnicas para realizar las medidas de la S.. Las mas comunes son la

permeametria y la adsorcion de gas.

a) Permeametria: esta técnica esta basada en la resistencia que ofrece un sélido dispuesto en un

techo fijo al flujo de un gas que lo atraviesa.
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b) Adsorcion de gas: Los atomos superficiales de un sélido estan cargados con una cierta
energia superficial que puede ser facilmente compensada por la adsorcion de algunas
moléculas de gas desde la atmosfera. El enlace entre dichos atomos y el gas adsorbido puede
ser grande o solamente estar unidos por una fuerza de tipo Van der Waals, lo cual permite
que este gas sea facilmente eliminado al aplicar cierto vacio. Este fenomeno de adsorcion
débil permite medir el 4rea superficial de un solido, si se puede medir la cantidad de gas

adsorbido para formar una monocapa y si se conoce el tamafio de la molécula adsorbida.

La S, se puede determinar por el método BET, basado en un modelo tedrico del proceso de
adsorcion propuesto por Brunauer, Emmet y Teller. Estos autores modelaron el equilibrio
entre un vapor v el adsorbente en el cual capas multiples de moléculas de vapor son
adsorbidas sin la completa adsorcidn de las capas subyacentes. Se considera que no existen
sitios preferenciales de adsorcion ni interacciones laterales entre moléculas absorbidas y que

las fuerzas de condensacion son activadas en la adsorcidn.

Porosidad

Tanto el tamafio como la distribucion de los poros es un factor critico en el disefio de los
implantes ceramicos con aplicacién clinica, afectando no solo la penetracion de los tejidos vy
crecimiento interno del hueso a través del implante, sino a la resistencia fisica del material. Al

aumentar la porosidad disminuye la resistencia segun la siguiente ecuacion:

donde;

o = es la resistencia
op = resistencia para una porosidad 0
C = es una constante

p = porosidad
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La penetracion por parte de los tejidos que rodean al implante y la formacion del hueso
requiere que el tamafio de los poros del material sean grandes, macroporos, mientras que fas
propiedades mecanicas se ven favorecidas por la existencia de poros pequefios, microporos. Esta

disyuntiva implica que debe de establecerse un balance entre ambas necesidades.

Se encuentra descrito en la literatura que un tamafio de poro minimo de aproximadamente
100 pm es el tamafio dptimo para el crecimiento del hueso a través de las ceramicas porosas™"*.
Otros autores hacen referencia a materiales porosos que presentan una distribucion de poros
interconectados con un tamafio de poro entre 160-210 um y 210-300 um que permiten el
crecimiento del hueso y al mismo tiempo que el material presente buenas propiedades

Lot 305
mecanicas .

La porosidad es pues uno de los factores, junto a otros, que afecta la bioreabsorcion de
los materiales a base de HA. Estudios realizados por de Groot concluyen que la velocidad de este

proceso esta controlada por la microporosidad ya que beneficia la disolucién parcial del material

en fluidos biologicos™.

Entre las técnicas para la medida de este parametro y que son igualmente utilizables para
la medicién de la superficie especifica podemos encontrar: la porosimetria de mercurio y la
adsorcion de gas.

a) Porosimetria de mercurto.

Cuando el mercurio se introduce en un capilar de radio r, y tentendo en cuenta que es un

liquido no humectante, la fuerza que se opone a su penetracion es igual a ;

F=2-mw-r-y-cos¢

donde:

v = es la tension superficial del mercurio

6 = es el angulo de contacto
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si forzamos la penetracion aplicando una cierta presion (P), la fuerza conductora del mercurio
hacia dentro de los poros seré:

~F=P.-1’
el capilar se llenara cuando se cumpla la siguiente relacion:
e r? P=2-7-1-cosd

por lo que la presion P sera:

esta expresion permite deducir el radio de poro a partir de la presion aplicada para que el
mercurio penetre en dicho poro. El intervalo de radio de poro que se puede medir con esta
técnica comprende desde > 2000 pum hasta 0.002 pum. Las curvas porosimétricas se obtienen al
representar la distribucion de volumen de poro vacios en funcién de sus respectivos radios. Estas

curvas presentan cinco caracteristicas comunes:

e En las muestras de polvos porosos el mercurio penetra en los vacios interparticulares a bajas

presiones y en los poros intraparticulares a elevadas presiones.

¢ Todas las curvas porosimétricas presentan histéresis.

o  Después del primer ciclo de intrusion-extrusion parte del mercurio queda retenido en la
muestra, con lo cual la curva no regresa al origen sino que intercepta el eje de las abscisas a

un valor finito.

s En los sucesivos ciclos va disminuyendo la histéresis, lo que significa que la retencion del

mercuric va cesando.
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e Cada paso en la curva de intrusion se corresponde con otro en la extrusion, pero a mas baja

presion.

Mediante est4 técnica de porosimetria de mercurio es posible obtener los siguientes datos:
e Distribucion del tamafto de poro, acumulativa y diferencial.

» Volumen total de poros y porcentaje de porosidad.
¢ Densidad aparente y real.

» Distribucion de areas superficiales de poros.
e Area total de poros.

e Compresibilidad.

¢ Complejtdad de los poros.

b) Adsorcion de gas.

Se puede utilizar esta técnica para la determinacion de poros cuyos tamafios estén
comprendidos entre 0.1 m y 0.0015 m. Se asume que el proceso de adsorcion esta favorecido en
los poros pequefios debido a que en el equilibrio los potenciales superficiales del adsorbato
licuado y su vapor coinciden, lo que da lugar a la condensacién del adsorbato hasta alcanzar un

radio de poro r donde la condensacién y la evaporaciéon son iguales. Por ello, r se puede

relacionar con la presion de vapor P en el poro mediante la ecuacidon de Kelvin:

P 2-}'-5;

fo—— = -cosd
Po F-R-T

donde:
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Po = es la tension de vapor en el equilibrio de liquido libre.

¥ = es la tension superficial del liquido.

J” = es el volumen molar del liquido.

& = angulo de contacto del liquido y la pared del poro.

La representacion grafica mas comun es la variacion del volumen de poros en funcion del
radio y pueden presentar histéresis. Existen varios tipos de histéresis las cuales se corresponden

con una forma particular de poro las cuales se recogen a continuacion:

a) Histéresis tipo A: corresponde a poros tubulares abiertos por ambos lados. Este tipo de

histéresis es la comun.

b) Histéresis tipo B: corresponde con los poros de la forma de “hendidura” que son aquellos

formados por la superposicion de plaquetas cristalinas paralelas entre si separados por

pequefias particulas o, a veces, por ciertos defectos cristalinos.

¢) Histéresis tipo C y D: derivan de los tipos A y B respectivamente. El tipo C corresponde a

poros conicos o piramidales y el D a poros formados entre plaquetas cristalinas no paralelas.

d) Histéresis tipo E: indica la presencia de poros en forma de botella. Estos poros son

caracteristicos de solidos formados por aglomerados de pequefias particulas esferoidales.

Por otro lado, v aunque en general todos los fosfatos de calcio son poco solubles en agua,
fa HA es el menos soluble al pH fisiologico. El producto de solubilidad del mismo es del orden
de 10™, es decir que es practicamente imposibie tener iones Ca*' y PO, disueltos en agua pura
a pH neutro; debido a esto, la mayor parte del Ca del organismo esta presente en estado solido,
almacenados en los tejidos dseos. Sin embargo, fa HA es mas soluble en medios acuosos acidos
que en medios bioldgicos y se podria dar en el caso de una infeccion en los bordes de los
osteoclastos. La dureza de la HA es de 5 mhos v su densidad es de 3,156 g/mL. Su coeficiente de

expansion térmica tiene un valor de 11.6 - 10° °K™".
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