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RESUMEN

MATERIALES COMPUESTOS CON BASE EN MATRICES POLIMERICAS
BIODEGRADABLES PARA USO EN REPARACION Y REGENERACION DE
TEJIDO OSEO

Se pretendeaprovechar las propiedadesecanicas yosteogénicas de la PoleCaprolactona)
(PCL), aumentando su degradabilidad al incorparaagente hidrofilico como el PolOkido de
Etileno (PEO), o de alta degradabilidad como el Poli-Acido Lactico) (PLLA). Asi,
poliuretanos a partir de dioles dePCL y PEO como segmentos polimérigosy
Hexametilendiisocianato(HMDI) como agente enlazans®on sintetizados y caracterizadwsbajo

y alto peso moleculat.os poliuretanosgle bajo peso molecular resultan ser altamente cristajinos
presentado dosfases amorfa independientespero resultanno tener capacidad de adhesion
osteoblasticgor el alto contenido de PEO. Para compensar la falta de osteoconduciinvédad,
poliuretanos de alto peso molecutan tambiérsintetizalos con menor contenido de PE@ se
evalUanintegrandoFibronectina(FN) en la matriz polimérica y Risedronato de So@R&D) en
particulas de HidroxiapatitaHAp), obteniendo materiales compuestos que permiten la
proliferacion y diferenciacion osteoblasticBe evalla ademdla degradacion hidrolitica de
membranagabricadas previamente mediafiteeze extractionestasmembranas son mezclas de
PLLA y PCL, hallando quéda relacionPLLA/PCL=80/20w/w se mantiengurante 66 semanas de
degradacién, a pesar de los cambios en sus propiedades megaaigaento del gradale

cristalinidad.

Palabras clavePoliuretanos, &i (eCaprolactona) Poli (Oxido de Etileno) Osteoblastos,
Risedronato de Sodi®egradacion HidroliticaPoli (Acido L-LActico).
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ABSTRACT

COMPOSITES BASED ON BIODEGRADABLE POLYMERIC MATRIX ESFOR
REPAIR AND REGENERATION OF BONE TISSUE

The objectiveof this thesids to take advantage &foly (eCaprolactone) (PCL) mechanical and
osteogenic properties by raising its degradability. It may be achieved by integrating both Poly
(Ethylene Oxide) (BO) as hydrophilic factor, and Poly {lactic Acid) (PLLA) as high
degradability agent. So, polyurethanes were synthesized from diols of PCL and PEO as polymeric
segments, and Hexamethylene Diisocyar(&®Dl) as bonding agent, yielding low and high
molecdar weight copolymers, and then characterized. Low molecular weight polyurethanes have
high crystal content and shotwo different amorphous zonebut they have no capability of
osteoblastic adhesion because of the high PEO coittiemtderto improvethe osteoconductivity,

high molecular weight polyurethanes wetso synthesized and characterized using lower PEO
content, and then evaluated by incorporating both Fibron@ehi in the polymeric matrix and
Sodium RisedronatéRSD) in Hydroxyapatite(Hap) particles; indeedthese composites allow
osteoblasts to proliferate and differentiate. It was also evaluated the hydrolytic degradation of
membraneswhich were previously madeby freeze extraction technique; these membranes are
blends of PLLA and PCLand it was found that composition PLLAZR=80/20 w/w remained

during 66 weeks of degradation, besides the changes of its mechanical properties and degree of

crystallinity.

Key words: Polyurethanes, oy (eCaprolactone) Poly (Ethylene Oxide) OsteoblastsSodium
Risedronate, Hydrolytic Degradatioml? (L-Lactic Acid).
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INTRODUCCION

Ingenieria Tisular de hueso

El tejido 6seo pueddescribirse como un material compuesto que tiene una fase inorganica de
Hidroxiapatita(HAp), unfosfato célcico que le confiere dureza, y una fase organica conformada
principalmente de Colageno Tipo | que le otorga elasticidad, propiedades que etoqoerjoniten

soportar grandes esfuerzos sin quebrarse. Ademas, es un tejido en constante remodelacion por la
accion celular,por lo quesu estructura y composicién estan en permanente cambio segun
esfuerzo que ha de soportAsi, se espera quies implaites que se utilicen para reparar este tipo

de tejido favorecan la formacién de nuevo tejido 6sao osteogénesjsempezando cora
osteoconduccigmuese refiere a l@apacidadiel implante de proveer una estructura sobre la cual

las células Oseas puedanigrar desde el tejido circundante. También se requiere de la
osteoinduccion, propiedad del implante que permite a las células osteoprogenitoéhgas

madre diferenciarse y convertirse en osteoblastos, células que producen la matriz 6sea simtetizand
Colageno Tipo | que luego mineralizan depositando HAp entre sus fileaso de este contexto,

los materiales poliméricos son candidatos de gran potencial en la biusqueda de implantes que
cumplan los requerimientos en ingenieria tisular, ya que susegdaales pueden ser facilmente
cambiadas durante su sintesis, mediante mezclas o modificando sus grupos funcionales. Polimeros
como Poli(Acido L-Léactico) (PLLA), Poli (Acido Glicélico) (PGA), Poli (Etileno) (PE), etc., y de

manera destacada la P@iCaprolactonajPCL), han sido utilizados para este fin.

La PCLen ingenieria tisular de hueso: ventajas y desventajas

La PCL es un excelente material en ingenieria tisular que favorece el crecimiento y proliferacion
de células de cartilagfda Silvaet al 2010, Caspeet al 2010, Garcigsiralt et al 2008,
Schagemanat al. 2010)y células désea@\matoet al. 2007, Ciapettet al 2003) permite una facil
transformacién para su estudio mediante técnicas sencillas smwemt casting/ spin coatey u

otras mas elaboradas para obtener estructura tridimensionalfia@me extration (Izquierdoet

al. 2008, Zhaoet al 2003)y electrospinning(Danesinet al 2012, Pantet al. 2011) Las
caracteristicagde la PCL permitendisefiar materiales que demuestran gran resistencia a la
degradacién en el agresivo ambiente que los liquidos tisulares ofrecen, de 2 §Mafiaff et

al. 2010) cambiando por ejemplo su peso ewmllar y/o porosidad. Pero lo que en principio parece

una ventaja al presentar poca degradacién, se convierte en inconveniente al momento de regenerar
nuevo tejido por parte de los osteoblastos que se adhieren al implante hecho de PCL, ya que si el

implante no se degrada a una velocidad equivalente a la velocidad con que el nuevo tejido se
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forma, se obtiene una regeneracion o curacion incompleta del lugar de la lesién que se pretende

regenerar

Estrategia propuesta en la tesis: Acelerar la degradacion

Asi, estudiar alternativas para acelerar la degradacion de implantes basados en P@erse &on

un aspecto primordial, buscandprovechar las ventajas de este polimero en cuanto a sus
propiedades mecénicas y proliferacion celular, peegorandosu vdocidad de degradacion para
permitir una adecuada regeneracion de tejido 6fmva esto,el correspondienterabajo
experimental fue realizado en el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular de la Universidad
Politécnica de ValenciaEspafia, donde sgilizaron técnicas de caracterizacion como DSC, GPC,

'H NMR, DMA y DRS en el anélisis de los polimerestudiadosAsi, esta Tesis se ha dividido en

tres partegjue describen igual nimero de materiales basados en PCL

Parte | A partir del diol dela PCL y dd Poli (Oxido de Etilieno) (PEQ)en presencia de
hexametilendiisocianato (HMDEe obtierenlos poliuretanosPCL/PEQ En este caso, el aumento

de la degradabilidad habra de obtenerse por el aumento en la hidrofilizidaoroporciona el
PEQ sin embargpesta parte se limittantoal estudio dda caracterizacion de Igsoliuretanos
PCL/PEQ copolimerosque se comportan como un copolimero de bloque al azar y cuyos
segmentos de PCL y PE€bn capaces de cristalizar en todo el irgkrvde compsiciones
estudiados, siendo el grado de cristalinidad la propiedad que rige sus propiedades meeanicas.
presencia d PEOincrementa lanidrofilicidad del copolimero, lo que trae como consecuemaei
mayor capacidad de degradacién; sin emhatg&amol de PEO en el copolimeravidencia una
total falta de adherencia de células osteoblasticas sobre la matriz poljrpérida que se hace
necesariduscaruna composicion que satisfaga los requerimientos de degradaéreniendo

sus propiedadessteoconductivad.os cultivos de osteoblastos sobre los poliuretanos PCL/PEO

fueron realizados por Myriam Lebourg, Codirectora de esta Tesis.

Parte Il. Teniendo en cuenta la informaciéesultantede la caracterizaciérde los poliuretanos
PCL/PEO, se stetizan nuevos copolimerosodificandolas proporciones d®CL, PEO y HMD)
denominados poliuretanos PCL/PHEMW, caracterizados por umayor peso molecularmenor
grado de cristalinidad snenorcontenido dé°EO, siendocapaces de absorber mayor contemido
agua pero con limitadas propiedades osteoconductiPastanto, ala matriz poliméricale fue

incorporadafibronectina,tratamientoque proporciono evidentes mejoras en la adherencia celular



hasta 10%kol de PEO.Se aprovechademada modulacion de la hidrofilicidad paestudiar la
liberacionun farmaco antiosotoporétice| Risedronato d&odio (RSD), parte de la familia de los
bisfosfonatosel RSD espreviamente adsorbido en particulasH®gp, paraluegoserincorporadas
en la m#riz polimérica. La liberacion controlada Id@SD desdeestosmateriales compuestos
mejora laproliferacion y diferenciacion de los osteoblastos twewios.De igual manera, los
cultivos de osteoblastos sobre los poliuretanos PCL/HEW fueron realizadogpor Myriam
Lebourg, Codirectora de esta Tesis.

Parte Ill. Se describela caracterizacion de mezclas porosdes PLLA y PCL degradadas
previamente en solucion buffer fosfato PB& Myriam Lebourg, Codirectora de esta Tesis
este caso el PLLA no posee naturaleza hidrofilica, petieneuna degradabilidad superiorla
correspondiente de la PClo que aumenta la velocidad de degra@fadie la matriz poliméricaSe
obserna durante el proceso de degradacion hidrolitapae el peso y elpeso molecular de las
membranas se reducen a mayor contenido de Pphefoaumentando su resistencia mecamoa
las primeras semanas de degradaaiébido a un proceso deristalizacon del PLLA. Un
contenido de 20% de PCLaumenta la mdstencia dePLLA a ser degradado e inclusive mejora

sus propiedades mecanicas.

Parte de los resultados presentados en la presente tesis han sido publicados segun:

Eventos:

- The Effect of Degradation on PLLA/PCL Membranes Prepared by Frezee Extr&atiapean
Polymer Congress. Grana&gpain, 26th june 1st july, 2011

- Sintesis y Caracterizacion de Poliuretanos con base en PCL y PEG. Xl

SimposioLatinoamericano de Polienos. Bogoté&Colombia, 2326 Septiembre 2012.

Revistas:
- Hydrolytic Degradation of PLLA and PCL Microporous Membranes Prepared by Freeze
Extraction. 2012. Polymer Degradation and Stability, 97, 16532






OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar las propiedades de materiales poliméricos con base en PCL, mezclado con PLLA en

membranas porosas, y obtenido en forma de poliuretano junt@EGn llevando a cabo su

respectiva caracterizacion, con el fin de evaluar su potencial como matnipcdi en materiales

del tipo Fase Polimérica Fase Inorganica, evaluando su aplicacién para regeneracion 0sea en

técnicas de ingenieria tisular o como implantes ortopédicos.

Objetivos Especificos

A

Analizar y entender el comportamiento fisico quimico lae mezclas PLLA/PCL y los
poliuretanos PCtoPEQ, tomando como parametros de evaluacion las propiedades mecanicas,

cristalinidad y biodegradabilidad.

Definir las condiciones necesarias para la obtencion de poliuretanos a partir de PCLdiol y
macrémeros d€EO buscando que el polimero elaborado sea propicio para el crecimiento

celular

Estudiar el comportamiento de los copolimeros €& 2EOobtenidos, evaluando el papel que
juega la incorporacion deitttoxiapatita asi como el efecto de la liberacion de Risedto de

Sodio en el crecimiento celular.

Estudiar el cambio en las propiedades mecéanicas y cristalinas de las membranas porosas
hechas a partir de mezclas de PLLA/PCL durante y después de su degradacién hidrolitica en

solucién buffer fosfato.

Realizar recomendaciones sobre los métodos de disefio de matrices poliméricas con fines

ortopédicos a partir de los datos y conclusiones obtenidos.






1.PARTE I: POLIURETANOS DE PCLY PEO

Se describa continuaciona obtencion y caracterizacion de poliuretanos basadssgnentos de

PCL (0 82000, PEO(D &4000 y HMDI. Es ampliamente utilizado el término Poli (Ester Eter
Uretano) para describir este tipo de copolimeros. Sin embargo, los copolimeros aqui estudiados
son referidos comdipoliuretanos PCL/PE®) cuyacomposiciénes presentadaomo PCL/PEO
mol/mol. El poliuretano compuesto solamente de segmentos de PCL se defipatimeetano de

PCL 100/@; y d poliuretano cuyos segmentos son de PEO serdiea fipoliuretano de PEO
0/100.

Las denominacioneBoli (Etilén Glicol) (PEG y PEQ son empleadopor varios autorepara
nombrar cadenas poliméricas cuya unidad repetitiva e$Oi CH, CH,i. Sin embargo,la
denominaci6rPEG se aplicaoloa pequefas cadenagiya naturaleza quimica tiene significativas
contribuciones por parte de los grupo®H terminales en cada cadena, dado su bajo peso
molecular(Spitzeret al 2002) En cambio, PEO es referido a cadenaaltiepeso molecularen

las que los gruposOH terminalesno aporta significativamentea las propiedades finalete la

cadenapor tantoesta Ultimadenominaciorserautilizada en la presente investigacion.

1.1 ESTADO DEL ARTE

Los poliuretanos biodegradables hsido ampliamente estudiados con el finaggovechar sus
propiedades dentro de ingenieria tisularEstos polimerosfrecen varias ventajas en el disefio de
materiales biodegradables: buena biocompatibilidad, facil funcionalizpar@relcrecimiento y la
proliferaciéon celular, y una velocidad de degradacidodulable Ademas, sus propiedades
mecanicas pueden ser dificadaspara susoentejidos duroso blandos(Vermetteet al 2001,
Bonzaniet al 2007)

Poliuretanos mfifilicos, es decircon caracteristicaidrofébicas e hidrofilicas, han sido
sintetizadosbuscando aprovechar las propiedadescanicas dda PCL como el componente

hidrofébioo, y las propiedades d&EO como el elementdidrofilico; estos materialesdada su
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biocompatibilidad y no toxicidadsonideales en los proceso tiberacion defarmacosy en la
fabricaciébn de implantes cowelocidad de degradaciomvariable, de acuerdo atontenido del
componete hidroflico.

Se han estudiadoofiuretanos con segmentos de PEO y P&L diferentes distribucioneg)
multibloque del tipo PEEPCL-PEO (Yen 1997, Petrovat al 2008) b) poliuretanos dibloque
PCL-PEOde bajo peso molecularinyectablgSosniket al 2003)y c) en bloque al azgiCometa
2010) siendoeste ultimdipo de distribuciorde particular interés en el preseestudio.

Una de las caracteristicas que se bustas poliuretanos PCL/PEO, conpolimeros de interés
paraser materiales implantabless la capacidad de permitir la proliferacion celulsobre su
superficie capacidad que se reduce darpresencia @ PEO(Hubbell 2007) Parafomentaresta
proliferacion,varios procedimientoian sido utilizadasincorporaion de microdominios de PCL
dispersos dentroed poliuretanpcon lo quese logrda adherencia desteoblastog§wWingkonoet al.
2008) como una simplalternativa el contenido de PE@n el poliuretanse mantiene en bajos
valores consiguiendo asla adhesién de fibroblastodRechichi et al. 2008) también se ha
funcionalizadcel poliuretano con la incorporacion pioteinas dentro de la estructura de la cadena

poliméricay sobre su superficie, logrando la adhesiénéelas endoteliale§Guanet al. 2005)

Es particularmente interesante el trabajo realizadoGmnetay colaboradorefCometa 2010,
Cometaet al. 2010) quieneshan centrado su investiganien wliuretanosconsegmentos de PCL
(0 42000) y PB (0 &2000)distribuidoscomo bloques al azacpmprobandsu degradabilidad
hidrolitica y enzimatica sin caracteristicas citoxicas y una adhesidénexitosa por parte de
fibroblastoshasta el 25% de PEO.

Como caracteristicas generalesloetrabajos previoscerca de los poliuretanos PCL/PHES
longitudesdel segmento de PCL y el PEGsonmantedasenel mismo orden de magnitudon
pesos molecularemntre500 y 2000. Ademasse suele limitata composiciénen que etontenido
de PCLes mayoritarip dejando de lado la caracterizacion de aquellas compaosiciones en que el

PEO se encuentra en mayor proporcion.

Por tanto,el presente estudiprecisauna descripciormas complet de las propiedades de los

poliuretanos PCL/PE@n un intervalo mas ampliode composicionefcluyendoel poliuretano



compuesto Unicamentie segmentos de PE@mbién cabaeitilizar segmentos de PEn peso
molecularmayor que el correspondiente B PCL, y evaluando tambiéla capacidad de adhesion
de los osteoblastossobre la matriz poliméricaprueba clave en el éxito de los poliuretanos
PCL/PEO enra reparacion y regeneracion de tejido 6seo

1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Condiciones dePolimerizacion

Seutilizaron HMDI de pureza®9% (Sigma), Tolueno (Scharlab), Octoato de es{&mngOct})
(Sigma) y los prepolimerate PEO(Sigma,0  844000) (PEQ4000 y Policaprolactonadiol (Sigma,
0 &2000)(PCLdiol). Las estructuras de estos reactivos y el poliurathtenido pueden ser vistos

en laFigurali 1.

Figura 1i 1: Estructura quimica de los reactivos y el poliuretand®CL/PEQO obtenido

PCLdiol o .
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Las condiciones de polimerizacion se ajustan segun datos aportados por varios(@otoeta
2010, ChaiParket al. 2004, Nagata 2006, Jiarg al. 2007)y reacciones previas llevadas a cabo.
La polimerizacion en soluciéfavorecela remociénde calorde la mezcla reactiyalebido al
caracter exotérmico de la mayoria de fadimerizaciones ademas depermitir una cémoda

extraccion del producto terminado del balén de reac&bnso de un solvente permite asimismo
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eliminar la posible humedad de los reactivesdiante destilacion azeotropjga que la presencia
de agua prodria un gran numero de reacciorateralesque consumen los grupos isocianato
reduciendda eficiencia de la polimerizaci¢seguna Figurali 2.

Figura 11 2. Reaccioneslternas a partir de isocianatoy agua en presencia de trietmina como
catalizador (Shkapenkoet al 1960)

R-N=C=0 H9% nyco-om
R-NH-CO-OH— R-NH2 + CO,
R-NH-CO-OH + R-NH2 — R-NH-CO-09@ NH R
R-N=C=0 + R-NH2 —> R-NH-CO-NH-R
R-NH-CO-0 O@PNH -R—> R-NH-CO-NH-R + H,0
R-N=C=0+ R-NH-CO-OH -
CO, + R-NH-CO-NH-R —

R-N=C=0 + R-NH-CO-NH-R —> R-NH-CO-NR-CO-NH-R

o-Tolyl Acido ) . Sym-N-o-tolyl anhidrido
Isocianato  Carpamico Amina Urea carbamico

Las cantidadesitilizadas tomando una masan, que incluye los macrémeros y el HMDI, se
calculan asumiendquelos macromeroson monodisperspsegunlas Ecuacionegli 1), que al
ser @mbinalas permitenhallar las cantidades de cada macrémero y del HMDI en funci§pcde

y my, obteniendo las Ecuaciongl 2).

a
Balance molar: =
0 0 0
Balance en masa: a a a a (17 1)
., . a
Fraccion emasa: () :
a a

Donde:

Mect, Mpeo, Y Mawvpr, SON lamasade PCLdiol, PEG4000 y HMDIrespectivamente.
0  =2000es el peso molecular promedio del PCLdiol

0  =4000es el peso molecular promedio é&04000

YecL €5 la fraccién en peso de PCL, libre de isocianato en el copolimero

Mumoi = 168 es el peso molecular del HMDI
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Asi, para obtenemy=13g de copolimero y una fraccipNpc., se hallan las cantidades necesarias
para la polimerizacion segunTablali 1. El solvente utilizado para preparar la mezcla reactiva es

el tolueno,en volimenes d&0 y 100nL buscando el mayor avance de la reacciéon

Tabla 1i 1. Cantidades utilizadas de los reactivos, calculadas a partir del peso molecular promedio de
los macrémerosen la sintesis déospoliuretanos PCL/PEO.

PCL/PEO | PCL MuymbDI MpcL Mpeo
(mol/mol) | (%w) | (9) (9 (9
100/0 100,0| 1,008| 11,992| 0,000

90/10 81,8| 1,004| 11,876 0,120
80/20 66,7 | 0,851 8,099| 4,050
70/30 538 | 0,790| 6,575 5,635
60/40 429 | 0,737 5,256| 7,008
50/50 333| 0,690 4,103| 8,207
40/60 25,0/ 0,649| 3,088| 9,263
20/80 11,1 0,580| 1,380| 11,040
0/100 0,00| 0,525| 0,000| 12,475

1.2.2 Seguimiento de la polimerizacién

En el seguimiento del avance de la polimerizacion, se utiliz6 un método adaptado a partir de la
norma ASTM D51581 (ASTM International 2001)para cuantificar la cantidad de HMDI
presente en la solucién. Para ello, inmediatamente después de ser tonmdaedeld reactiva,

cada muestra de aproximadamenteLlse mezcla y pesmnto con ZnL de una solucién de
dibutilaming DBA, 2N en tolueno. A continuacién se adicionanldde IsopropangllPA, y 1mL

del indicador Azul de Bromofenol que imprime coloracién azul; la mezcla se titula conG48I O
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hasta el punto final de color aniex. El fundamento de este método se basa en la reaccion de los
grupos isocianato del HMDI con la amina del DBA, los grupos amina del DBA todavia disponibles
(en el momento dsu mezcla cote muestra) se hacen reaccionar con HCI en la titulacion inversa,

con lo cual puede conocerse la concentracion de HMDI, dadtouacion(1i 3):

ca v 08 ed2N o aogos &N %— @iy
P00 OO a a0 gp T T
Donde:
%HMDI: Concentracion en peso de HMDI.
DBA[meqg/mL] Concentracion de la solucién de DBA.
Vo [ML] Volumen gastado de HCI
HCI[meg/mL] Concentraciore la solucion de HCI.
Mhuestrd MY] Masa de la muestra
168mg/meq Peso molecular de HMDI, que corresponde a 2 miliequivalentes.

La concentracion de la solucion de DBA se determireviamenteutilizando el mismo método,

titulando 2nL de DBA Unicamentesegun la Ecuaciogli 4):

[ 4

o e A QN
yop W a0 ¢00 e .
06 6o 6D (11 4)
ao ¢a 0
Entonces el avance de la reaccki® para cada tiempiose calculasegun la Ecuaciéfli 5):
. POOOOPOLOD .
oY Prm (11 5)

P00 ‘OO0
Donde

%HMDI,y %HMDI; son las concentraciones de HMDI en los tienpes de la reaccién.

Asi, d procedimiento definido para producir Igmliuretanos PCL/PEO ese dispone del
prepolimero (PCLdiol +PEQ4000 y se disuelve emn volumen,V, de tolueno. Se realiza una
destilacion azeotrépica al vacio a°60hasta recoger h3l de destilado para eliminar posibles

rastros dehumedad segun el montaje de kigurali 3. Se cambigl montajeal que muestra la
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Figurali 4y seadiciona una cantidad estequiométrica de HMDI disueltongindé tolueno; con
burbujeo de nitrégeno y agitacion constantes se eleva la temperatura li@staon@ento en el

cual se adiciona el catalizador Sn(@¢turante 5 segundos aproximadamente) disueltordn 5

de tolueno; el inicio de la reaccion se asume lemstante en que termina la adicién de este
catalizador. Las muestras son tomadas antes del inicio de la reacciébn y en tiempos de
polimerizacién previamente definidos para medir el avance de la reaccién segin se explic

anteriormente.

Figura 1i 3. Montaje para la destilacion azeotropicgrevia a lasintesis de los poliuretanos PCL/PEO.

Vacio
«— Agua
N Enfriamiento
Solucién de E Recipiente
Prepolimero E Destilado

Placa
Calefactora

Transcurridas Bde reaccion se proced enfriar el sistema y la solucion se tranavasn vaso de
precipitade de 500nL. Para el poliuretano 100/0 se adicionan entre 300 mé@@ etanol entre

5y (°C con permanente agitacion; para los demas poliuretanoPECIse adiciona entre 300 y
400mL de dietil éter también entr& y (°C y agitacion, con lo que el poliuretare insolubilia 'y
precipi. El liquido sobrantese descarta y el polimero se ddjajo campana de extraccion en
recipientes de teflon durante M8y a continuacion durante R2en extraccién continua en
desecador al vacio a temperatura ambiente para alimiralquier traza de los solventes utilizados.
Los poliuretanosse almacena en recipientes con desecante hasta ser utilizados en su

caracterizacion y estudio.
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Para las técnicas de Absorcion de agua, DSC, Ter3MA, y Microscopia Optica, se fabricaron
laminas de estos poliuretanos disolviéndolos en cloroformo en concentraciones que variaron entre
el 5 y el 8%wlv, vertiendo las soluciones en moldes de teflon, permitiendo la evaporaciéon del
solvente. Las laminas obtdas fueron cortadas en las geometrias y dimensi@uggeridas por

cada técnicae caracterizacion.

Figura 1i 4. Montaje para la sintesisde los poliuretanos PCL/PEO

«— Agua
\ 4 H Enfriamiento

1.2.3 Analisis por *H NMR.

Las composicionesde los copolimeros obtenidos fueron analizadas mediante Resonancia
Magnética Nuclear de Prot6tH{NMR), para lo cual se utilizé un espectrometro Brucker AV300 a
300MHz. Tetrametilsilano (TMS) fue usado como referencia y las muestras disueltas en
cloroformo deuterado (CDg}l en concentracion de a@/mL. Los espectrofueron procesados

mediante el programa MestReC 4.8.6.0

1.2.4 Cromatografia de Permeacion en Ge[GPC)

La distribucién del peso molecular de IpsliuretanosPCL/PEOY los macrémeros tilizados
como reactivos fue estudiadaediante GPQutilizando un cromatografo Waters 1525 adecuado

con una bomba binaria HPLC, un detector de indice de refraccion Waters 2414 y cuatro columnas
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en serie Styragel HR 5 THF, Styragel HR 4 THF, Styr&fell THF, Styagel HR 0.5 THF de
7.8x300mm y tetrahidrofuranoTHF, como fase movil a un flujo d&5mL/miny cloroformo para
disolver las muestras atdwv/v (10mgen InL). Para estimael peso moleculadd poliuretanode
PCL 100/0 y del macrémero PCLdisek utilizaron standres deoliestireno(PS SM-105 (Showa
Denkg, con su respectiva curva de calibracion segun se apreciaFeguta 1i 5, y aplicando el
concepto de calibraciéon universs#gun lo descrito pofPainteret al 1997) los parametros de
Mark-Houwink-Sakuradgpara el P$onKps1.14x10'dL/g y aps=0.716 y los parametropara la
PCL son Kpc=1.395x10" dL/g y apci=0.786 (Reijengaet al 2007) segtnla Ecuacion(1-6).
Aunque la PCL difiere del poliuretano de POQO/0debido a la existencia de los segmentos duros
de HMDI, la estimacion depeso molecularutilizando las constantes para la PQiuede

considerarse unaproximaciéradecuada.

Figura 17 5. Curva de Calibracion GPC de patrones dePSen THF 0,5mL/min.
107

10°
105 »

104 ¢

Peso Molecular

[e—

o=
(5]
1

102 I ] ] ] ] ] ] ]
30 35 40 45 50 55 60 65 70
Tiempo de Retencion (min)

0 ¢0 0 @0 (1-6)
Donde

MpcLi Y Mpsison los pesos moleculares de PCL y PS respectivameatéempode retencion.

El poliuretano de PE®/100 y el macromerBEO4000fueron analizadomediante GP@&n THF
como solventebajo las mismas condiciongse el resto de composicionegra ser comparades
funcion del tiempo de retencipademas, conlebjeto de estimar la respectiva distribucion de
peso molecular, el poliuretano de PEO 0/100 y el macrémero PEO4000 tambiérirfiyectados

en fase acuosa compadoloscon estdndares monodispersosP@O (Polymer Standard Service
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GmbH), utilizando losnismos cromatdgrafo y detectattilizando comdase movil agua con azida

de sodiocal 0,5%con un flujo de inL/miny una concentracion de muestra deginlL también en
solucion acuosade azida usando 4 columnas en serie de 7.8x8@0Ultrahydrogel 1000,
Ultrahydrogel 500, Ultrahydrogel 250 y Ultrahydrogel 1R@.curvade calibracion para EIEOse

muestra en l&igurali 6. De marera similar a lo analizado para el poliuretano de PCL 100/0, el
poliuretano de PEO 0/100 posee segmentos duros de HMDI a diferencia de los patrones de PEO,
sin embargo este método también resulta adecuado en la estimacion de la distribucién del peso

molecuar.

Figura 17 6. Curva de Calibraciéon GPC de patrones d€EO en agua, InL/min.
106 ¢

105 =

104 1

[S—
<
(o3

I

Peso Molecular

102 1 1 1 1 1 1 )
22 24 26 28 30 32 34 36
Tiempo de Retencién (min)

A partir de Ia distribucbnesde peso molecular obtenileel Peso Molecular Promedio en Peso
0 ,y el Peso Molecular Promedio en Numebo , fueron calculadgsasi como el Indice de

PolidispersidadPDI=0 /0 , seglrlas Ecuacionefl-7):

0 — 0 w & (1-7)

Donde

X es la fraccion de la cadenale peso moleculavl; presente en el polimero.
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1.2.5 Absorcion de agua

Muestrasde 10x10nm y espesor aproximado dgthm fueron sumergidas en agudayganancia
en pesofue medida mediante gravimetri@.ow asi como el aumento dérea midiendo la

longitud del lado del cuadradG.0», de acuerdo a las Ecuacior{&ss).

. a " 0 0 ,

0 d—¢pnn 0 i 6—¢pnn (11 8)
Donde
Muia Y Ania SON el peso y el area de la muestra hidratada.

Meol Y Apo SON €l peso y el area de la muestra sin hidratar.

Muestrashinchadagdurante 1B, lo suficientemente pequefas pader ser ubicadagentro de
una capsula de aluminio de/&) también fueron cortadas para estudiar el efecia tdaratacion
en lacristalinidad de los poliuretanos PGEO mediante DSCcomo se describe en la siguiente

seccion

1.2.6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las medidas de DSC fueron llevadas a cabo en un Calorimetro Mettler Toledo 823e. Las muestras
se pesaron entreyb10mg, a partir de laminas heatcon wn procedimiento analogo a la seccién

1.2.5 EIl calentamiento inicial se realiz6 a°@dmin desde-80°C hasta 9°C, lo que permiteel

estudio de los poliuretanos despuédadevaporacion del solvent8e mantuvo a 9C durante 3
minutosy se enfridhasta 0C a 2C/min. Entonces se llevé a cabo un segundo calentamiento a
10°C/min hasta 96C para estudiar el comportamiento después de haber borrado la historia.térmica
La temperatura de transicion vitrég, es hallada como el punto medio del aumento del cambio

del calor especificaC,, mientras que la temperatura de fusin, es medida eel maximodel

pico de fusién.

Los grados de cristalinida®cpc. Y Xcpeo, fueron calculadositilizando los valores el calor de
fusion para los cristales pura®°c =1361J/g (Yamet al 1999)y [H%:-=200]/g (Beaumontet
al. 1966, Afifi-Effat et al 1972, Preechatiworgt al 1996) segun lagscuacioneg1i 9):
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. Y0 . yo 19
W f{ o FP T Wh Jo P Tm (119)
Donde

HpcL Y Hpeo sON los calores de fusién calculadogartir area bajo la curva de los picos de

fusibndela PCL yel PEOrespectivamente.

Las muestrashidratadassegun se describe en la seccibr2.5 se sometieron a un Unico
calentamiento en un equipo DSC Pyris (PerEimer) desde 10 hastaa 5C/min.

1.2.7 Microscopia Optica

Con el objeto de verificar el comportamiento cristalinoaggpbliuretanosPCL/IPEQ, se preparan
soluciones de cada composicion al W en cloroformo. A continuacion, sobre un cubreobjeto de
12mm se adicionan 8@ de la solucion y se deja evaporar a temperatura ambiente. Después la
capa polimérica es observada bajamicroscopio optico NIKKON ECLIPSE E6000, en el modo

de transmision utilizando luz polarizagdiltro NCB11, y tomando las respectivas fotografias con

camara de video acoplada al microscopio.

1.2.8 PruebasMecanicas

Para las pruebas mecanicas, se fabricanpnanalizaron 5muestras de 3x2Bmy espesor
aproximado de 0,¥Bm Para estudiar el médulo elastico de los poliuretanos sintetizados, se
sometieron las muestragpeuebas de tensién en una maqudearacciérMicrotest EM1/FR y un
programa de control SCI#00095, aplicando una velocidad de estiramiento den®/mindesde
una longitud inicial de Idm a temperatura ambiente. El médulo elastico fue medido entre 1y 2%

de elongacion.

Las pruebas de mélisis DinAmico Mecanicd)MA, fueron llevadas a cabo en equipo Seiko
DMS 210U, calentando desd80 hasta 40 a 1°C/min aplicando una frecuencia déd4
utilizando también muestras de 3r@Hy una longitud entre mordazas davith Asi, fue medido
el médulocomplejo o dinamicoE*, que relacional Médulo deAlmacenamientoE Hel Médulo
de DisipacionE ¢ y el Factor de Pérdida Bangente de Blta, Tand segunlas Ecuacioneli
10):

g 0 "0 YOE | — (11 10)
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1.2.9 Espectroscopiade Relajacion Dieléctrica (DRS)

Como alternativa aaltécnicaDMA, queesta limitadea bajas frecuencias (hasta decenasigey
por tanto provee informaaidsolamente de procesos relativamente lembsspoliuretanogueron
estudiados utilizando espectroscopia de relajacion dieléctriblrS (Qielectric Relaxation
Spectroscopy técnica similaral DMA en la cualun campo eléctrico alterno es aplicado a la
muestraobteniendda permitividad compleja* a partir de las medidas de fase y amplitud de la
corriente y el voltaje. Igual que d@MA, es posible considerar informacién variando la

temperatura y lérecuenciaentre10? y 10'*Hz (Davis 2004)

Enla técnicaDRS, la muestra actia como un dieléctrico al ser ubicada antrocondensador;

las cargas dentro del material tienden a aproximarse al electrodo de carga opuesta, induciendo una
carga adicional dentro de las placas del condensador desde la fuente de voltaje. Por tanto, la
presencia del dieléctrico incrementa la capatidizl condensador de almacenar cargas. La relacion
entre las capacitancias con y sin dieléctrico es denominada constante dieléctrica o permitividad

gue en realidad no es constante pues depende de la temperatura y frecuencia. Cuando un voltaje
gue varissinusoidalmente es aplicado al condensador que contiene el material dieléctrico, la carga
sinusoidal resultante retrasa el voltaje en un angulo dedé&gakianet al 2002) De ahi surge

la Permitividad Dielédrica Compleja, &, la ConstanteDieléctrica o PermitividadeNjl Factor de

Pérdida Dieléctrig, enj y la Tangente de Pérdida Dieléctridand quese relacionarsegin las
Ecuacionegli 11):

L g Yoe | — (11 1)

Estas medidase realizaroren funcién de la frecuencia (10 10’ Hz) desde-140°C hasta 36Cy

cada BC; fueron llevadas cabo en un espectrometro dieléctrico de banda ancha, consistente de un
analizador de impedancia Alpha S y un control de temperatura por chorro de nitrdgeno Quatro
Cryosystem (Novocontrol GmbH). Se utilizaron muestras de 1BR1Yy espesor medio de
0,15mm Dada la alta rugosidad en las muestras con alto contenidB@eproducida por el gran
tamafo deesferulitasque elPEO forma (evaluada por inspeccion visual), se hizo necesario el
recubrimiento de estas muestras con oro amdsputtering(recubrimiento mediante diferencia

de potenciaknvacio) para garantizar un contacto éptimo con los electrodosspelctrometro. La

muestra se ubica entre dos electrodos de onmr{28e diametro)en un condensadode placas
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paralelas, gg a su vez estd en un criostato BDS 1100 y expuesto aour@nte de nitrdgeno
gaseoso proveniente de un Dewar de nitrégeno liquido.

1.2.10Cultivos Celulares

Para evaluar el comportamiento celularge sutilizan poliuretanos PCREO=100/0,
PCLPEOC=90/10y PCL/PEO=80/20, composiciones que presentan el menor hinchamiento en agua
por su menor contenido de PEDas muestras fueron preparadas a partir de soluciones de los
poliuretanos PCIFEOal 5%w/v (50mgde PCL/PEO enrtiL de cloroformo) adicionando entre 50

y 80mt sobre moldes circulares de teflén entre 8 gndde diametro y pdsrior evaporacion del
solvente una vez el solvente se ha evaporado (en condiciones ambientales) s& straatdo
durante2h para asegurar kvaporacion totadel cloroformo A continuacion las laminas formada
sonseparadadel molde de teflén y almacenadzn recipientes con desecartiastaser utilizadas

en el respectivo cultivd-a preparacion de los medios de cultivo y la siembra de los osteoblastos

sobre las muestras se describen en el Adexo

1.3 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

1.3.1 Avancede laReaccion

El método dditulacion inversd&ue validadomediante lacuantificacion dedos muestras de HMDI
de masa conocida, utilizando una solucion de DBA 2,R834vna solucion de HCI 0,0écuyos

resultados e aprecian en [&ablali 2.

Tabla 1i 2 Validacion del método de titulacion inversa para la cuantificacion del HMDI

Muestra Volumen | Volumen HMDI
HMDI DBA HCI calculado | Error
(mg) (mL) (mL) (mg) %
18,62 0,4 14,7 18,89 -1,4
28,87 0,4 12,0 27,97 3,1

De acuerdo a este resultacel métodopuede considerarsadecuado en la cuantificacion del
HMDI. Sin embargp al momento de semplicado durante la polimerizacigrvarios aspectos

afectansu reproducibilidadCadavez que una muestra era tomatdiaeactor debia ser destapado,
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accionque permie al solvente escapatado elconstantéburbujeo de nitrdgenda cuantificacion
de las muestras se realiz6 mediante gravimeague para liquidos resulta inconveniedssla la
volatilidad del tolueno, perde todos modosina mejor opcién que la medicidon por volumetria,
pues las muestrate alta viscosidad se adherian a las paredes de la pieiendo imposible la
medicién @l volumen tomadola preparacion de la solucion atular con IPA y Azul de
Bromofenol implicé transvasar la muestra del vial a un vaso Erlenmeyer dd 1@&cion que
podria causar pérdida de parte de la muesikada la naturalezandifilica de los pburetanos
PCLPEQ al iniciar el goteo de la solucion de HQ4, solucién a titular se convirti6 en una
suspension lechosa y en algunos casos altamente viscosa, lo que dificultaba enortartosate
homogenizadin como la visualizacién del punto fina dzul a amarillo, como puedbservase al
comparar laFigura 1i 7 con laFigura 1i 8, en las que se aprecialas titulacionesen solucdn
homogéneale baja viscosidag, suspension lechoske alta viscosidarespectivamente

Figura 1i 7. Cambio de color en la itulacién inversa en solucién homogénea de baja viscosidad

Asi, buscando cuantificagl error en el calculo del avance de la reaccion mediante el método de
titulacion inversa, se tomaron y cuantificaron 3 muestras antes de iniciar y otras 3 muestras a las 3
horas de reaccion, esto en la polimerizacién de la compoSGCAPEO=80/20 en 761L. En la

Tablali 3 pueden verse las concentraciones de HMDI antes y despaégdccion, con lo que

se obtienea las 3 horas un avance de 9%t60 que todavia puede considerarse como una

reproducibilidacadecuada, a pesar de las multiples causas de error ya descritas.
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Figura 1i 8. Cambio de color en la itulacion inversa en suspension lechosée alta viscosidad

Tabla 1i 3. Contenido de HMDI en la reaccién

ara la composicién PCIFEO=80/20

Tiempo Concentracion de Promedio | Desviacion
(min) HMDI (% w) (%ow) Estandar
0 1,28 1,27 1,44 1,33 0,09

180 0,02 0,17 0,08 0,09 0,08

Con el fin de compardps rendimientogle la polimerizaciond avance de la reaccién obtenido

por el método de titulacién inversa se representa drigiara 119 y en la Figura 1i 10, para

voliumenes de 70 y 164l respectivamente

Figura 1i 9. Avance de la reaccién en umolumen de 10@nL para los poliuretanosPCL/PEO.
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Figura 17 10. Avance de la reaccion en un volumen de il para los poliuretanosPCL/PEO.
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El avance de la reaccion fue favorecido con mayor concentracion y menor peso molecular de los
macrémeros, lo que permite un mayor encuentro entre grupos termidBlee los macrémeros y

el TN=C=0 del HMDI para formar los enlaces uretano. Esto se vesdfioaja concentracion, en

gue cerca de los 3inutos se ha alcanzado el equilibrio, mientras que a alta concentracion a los
10 minutos el equilibrio ya se ha alcanzado. También se verifica en el desarrollo de la reaccién en
la que se pudo apreciar, possfreccion visual, que se obtenia mayor viscosidad de la mezcla

reactiva a mayor concentracion &&041000, macromero de mayor peso molecular.

Dado que se obtiene un mayor avance de reaccién utilizando un volumemldde/@lueno, el

resto de poliuretanos fueron sintetizados en estas mismas condidi@seseacciones de
polimerizaciona partir de soluciones %6 w/v obtuvieron un avance de reaccion cercano al 95%
como puede apreciarse en Tabla 1i4. Sin embargo el avance final de la composicion
PCL/PEO9/100 alcanzé solamente un 85%, situacion que puede atribuirse a una mayor
viscosidad de la mezcla reactiva, doe dificulta la movilidad de las cadenas y por tanto el

encuentro de los grup®®©H yi N=C=0.

Tabla 1i 4. Avance de lareaccion después de 3 horgmara los poliuretanos PCL/PEQ en 70mL.
PCL/PEQ 100/0| 90/10| 80/20| 60/40| 50/50| 40/60| 20/80| 0/100
(mol/mol)

Avance de la
Reacciéon(%)

95 109 93 97 93 94 104 85
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Las composicioneBCL/PEO90/10 yPCL/PEO=20/80 presentan avances de reaccion superiores
al 100%, lo que no necesariamente indica una total conversion de los grupos isocianato en enlaces
uretano, considerando las causas de emda cuantificacion del HMDla descritas.

1.3.2 Composicion

La estructurale los poliuretanos PCL/PEO se asocia @mpolimeros en bloque, en la que bloques
dePCL) a2000) vy PEO® auedD0de se distribuyen al azar
copolimero, unids entre si por los grupos uretahos diferentes picos reportados en los espectros
de 'H NMR fueroncomparadosen la literatura(Petrovaet al. 2008, Chausson 2008, Ft al

2011) para verificar sus posiciones y calcular la composicion después de la polimerizacion
mediante la relacién entre areas. La identificacide la PCLse puede apreciar en los picos
correspondientes a los protones enlazados con los carbonos nomimados (4,06ppn), a
(2,31ppm), b-d(1,64ppm vy g(1,38ppm). El pico en dppmcorresponda losprotones enlazados

con los carbonoglentificados coma, asociade al PEQ Los protones enlazados con los carbonos

g se asocian al HMDI (25ppn) y el grupo uretano se verifica con los picos del pro@mazado

con el nitrégeno (20 y 470ppm). Estos picos pueden ser identificados lenFigura 1i 11
correspondiente a la composicid®CL/PEO90/1Q siendo un espectrograma tipico de los
poliurganos PCLPEQ

Figura 1i 11 Espectro’H NMR para el poliuretano PCL/PEO=90/1Q
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El analisis de los datos dd NMR se basa en la relacion de las areas entre los picos caracteristicos
de los macromeros. Asi, se normalizan los espectrogramas asignando un Yabéma del pico

een todas las composiciones, excepto phmliuretano de PEQ/100, dondeeno esta presentg

en cuyo caso el valor unitario se asigngiab a. La relacion PCLPEO (W/w) se hallasegunla
Ecuacion(1i 12):

v w oy aP PO
06008~y —
000 . o1 1Q

08 0

(1i 12)

Donde

Ae Area del picog que se lee en 4.ppmcorrespondiente a ZH

Aa Area del picaa, que se lee en 3.pgmcorrespondiente a 4H

1149y 44g son los pesos moleculares de las unidades repetitivas del PEQnespectivamente.

A partir de las relaciones P@EOw/w obtenidas mediantéd NMR, se hallan las composiciones

para cada copolimero y a su vez comparadas con la composicion esperada a partir de los
macrémeros pesados para cada reaccidRigiara 1l 12 muestra esta comparacion, dorwddoria

esperar que los puntosxperimentalesestén sobre la diagonal, pero para la mayoria de

composiciones se aprecia en cambio que el contenitioRIEL después de la reaccidn es inferior

al medid antes de esta.

Figura 1i 12 Composicién ddos poliuretanosPCL/PEO de acuerdo a los resultados ddH NMR
100

£~ =N o0
o o )

%PCL (w/w) 'TH NMR
3]
<o

20 40 60 80 100
%PCL (W/w)



26 MATERIALES COMPUESTOS CON BASE EN MATRICES POLIMERICA
BIODEGRADABLES PARA USO EN REPARACION Y REGENERACIODE TEJIDO OSEO

Aunque esta diferencia parecer no ser significativa, el hecho que la solucién sobrefesiarés

de la precipitacion presentara aspecto lechoso, indica algin grado de pérdida de macromeros u
oligbmeros; ademas, en varias composiciones el avance de la reaccion no alcanz6 el 100%. Asi,
podria afirmarse que parte de la PCL y de bajo peso maledudadisuelta por el dietil éter
utilizado en el proceso de precipitacion; asi como parteEél,pero el mayor peso molecular del

macromerdE4000 habria reducido su pérdida

Para comprobar la presencia del enlace uretano se coehpaga correspondiente a los protoges
(equivalente a 4H por molécula de HMDI)con el area correspondiente a los protohes
(equivalente a 2Hpor molécula dé4MDI), es decir que el area dgha de dividirse entre dos
antes de ser comparada con el aref 8e asigna un valor de 1 a la suma de ambas areas relativas,
por tanto cada area deberia tener un valor%ld 0s valores destas areas pueden apreciarse en la
Figurali 13y estos en promedio tienen una variacion dé& t6éspecto al valor medio esperado

0,5. Este resultado verifica la formacion de los enlacesano

Figura 1i 13 Relacion entrelasareasdefy g en los espectrosH NMR de los poliuretanos PCL/PEO
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1.3.3 Distribucion de Peso Molecular

El aumento del peso molecular después de la reaccion se representaigemadi 14, que es
asociadocon la disnmucion del tiempo de retenciéen los cromatogramassPC de los

poliuretanosobtenidosrespecto a los macromerdsxiste una fraccion de cadenas de bajo peso
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molecular correspondiente a los macrémeros, y por tanto presentes en el producto final, hecho que
se aprecia con mayor facilidad en las distribuciones de peso molecular estimadas para los
poliuretanos de PCL 100/0 y deEO 0/100 segun lasFigura 1i15 y la Figura 1i 16
respectivamentee igualsituacid para los demas poliuretanos obtenidos, lo que produce un mayor

indice de polidispersidad respecto a los macromeczsde con Idablali 5.

Figura 1i 14. Cromatogramas de GPC de los poliuretanos PCBEO en THF, 0,5mL/min
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Ademas, es posiblaferir a partir de las distribucione® peso molecular des poliuretanos de
PCL 100/0 yde PEOO0/100, que se han obtenido copolimetos un indice de polidispersidad
promedio cercano a 2 ge peso molecular promedan pespd , entre 410"y 6x10°, siendo
mayor con un alto contenido dRCL. EI menor aumento en peso molecular, correspondiénte a

poliuretano de PE©Q/100, es acorde con el menor avance de reaccion para esta composicion.



28 MATERIALES COMPUESTOS CON BASE EN MATRICES POLIMERICA
BIODEGRADABLES PARA USO EN REPARACION Y REGENERACIODE TEJIDO OSEO

Figura 1i 15. Distribucion de peso molecular del macrom® y poliuretano de PCL 100/0
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Figura 1i 16. Distribucion de peso molecular del macrémero y poliuretano dBEO 0/100
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Tabla 1i 5. Peso molecular promedi@stimadopara poliuretanosde PCL 100/0 yde PEO0/100

Macrémero | 1 indice de

o Polimero ' Polidispersidad
PCLdiol 2.947| 1.621 1,8
100/0 59.344| 26.953 1,9
PEO4000 4.217| 3.925 11
0/100 42.966| 19.915 2,2
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1.3.4 Fase amorfa y fase cristalina

Los poliuretanos PCIFEOson semicristalinos, como lo son los polimeros de PEE®.Asi, las
temperaturas de transicion vitr8g, reportadagparaPCL y PEOvarian entre70 y -40°C (Mark
1999) Con el objeto de estudiar aansicion vitrea se amplian los termogramas de primer
calentamiento con lo que se aobtienen las curvas representalddSgeira 1i 17. Se identifican las
temperaturas de transicion vitrea sefialadas con una flecha y repltesemtaFigurali 18 (linea

continua)junto con el cambidlel calor especificdC,.

Figura 1i 17. Termograma DSC,detalle de la zona de transicion vitrealas flechassefialan laT4 de los
poliuretanos PCL/PEO

/\IOO/O
w

/ 80/20

70/30
M
50/50
40/60

20/80
| 0.05 W/g 0/100
L 1 1 1

-70 -60 -50 -40 -30
| Temperatura (°C)

Flujo de Calor Endo ——

El comportamiento d&y al aumentar el contenido de@ PCL, presenta un valor maximo en el
poliuretano dePEO 0/100, disminuye hasta alcanzar un minimoP&L/PEO=0/60, y luego
aumenta hasta el poliuretano de PCL 100&mbién puede observarse quégj va en aumento a
mayor contenido de PCL, alcanzando un maximo en la compostc@diPEO=80/20. Se han
descrito modelogSperling 2005)en los cuales la temperatura de transicion vitfgade una

mezclahomogénea de dos polimeros puede ser estimada, segun la E¢ligk$rAplicando este
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modelo, se obtiene ufig para los poliuretanos PCL/PEO y representada enda fiunteada en la
Figura 1118, muy diferente a los resultados experimentales, indicio claro de la naturaleza
heterogénea de la fase amorfa de logipethnos PCL/PEO.

Figura 1i 18 Temperatura de transicion vitrea, T4, datos experimentales {f—) y datos estimados

mediante la Ecuacion(1i 13) (= = = =); cambio del calor especificolCy, en la transicién vitreade los
poliuretanos PCL/PEO.
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- - - >
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Donde:

YecL Y Ypeo SON las fracciones en masa de la PCL y el PEO en los poliuretanos PCL/PEO.

DCypcL Yy OCppe0 SON los cambios de calor especifico para los poliuretanos de PCL 100/0 y PEO
0/100 respectivamente.

TgrcL Y Tgreo SON las temperaturas de transicion vitrea de los poliuretanos de PCL 100/0 y PEO

0/100 respectivamente.

La fase cristalina de los poliurePCL/PEOQO es evidente en las fotografias de microscopia éptica
de b Figura1i 19 y su ampliaciéon en l&igura 1i 20. Se observa un alto contenido de cristales
cuyo tamafo aproximades de 5m en el poliuretano de PCLL00/0, hasta alcanzal menor
tamafioen PCL/PEO=80/20. En las composicionePCL/PEOZ0/30 y PCL/PEO$60/40 se va
algunos cristales de mayor tamafio (entre 20B0y en las composicioneBCL/PEO®0/50 y
PCL/PEO=0/60, se forma esferulitas con tamafios entre 300 y ad(estimado por inspeccién
visual). Las fotografias d®CL/PEO40/60 yPCL/PEG-50/50se apreciaen diferente tono pues
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fue necesario retirar el filtro NCB11 para poder visualizar las zonas brillantes dificiles de definir
filtro que si fue utilizado para observar las demas composici®uesiltimo, las composiciones
PCL/PEO=20/80y PCL/PEO$/100 evidencian una estructura cristalina tipica facil de identificar a
esta escala, con esferulitas que alcanzan inclugived2z anchsiendo evidenta simple vista

Figura 1i 19. Peliculasde poliuretanos PCLPEO (espesor aproximado 106m) bajo microscopio
Optico conluz polarizada.
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nos PCL/PEGAmpliacién de las fotografias de ldigura 1i 19

:
(/U

e i1l

T 100011 4
) -



32 MATERIALES COMPUESTOS CON BASE EN MATRICES POLIMERICA
BIODEGRADABLES PARA USO EN REPARACION Y REGENERACIODE TEJIDO OSEO

EnLa Figurali 21, sin incluir la zona de transicion vitresge aprecial primer calentamiento en
DSC, en el cual sebserva los picos de fusién des cristdes de los poliuretanos PCL/BE
cristales que skan formado desde la solucion del copolimero en cloroformo.

Figura 1i 21 Termogramas de DSC, primer calentamiento para poliuretanos de PCLRE Se
identifica el pico de fusion adidonal en la composiciérPCL/PEO=80/20

Flujo de Calor Endo ——
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La temperatura de fusipmedida en epunto maximo de los respectivopicos de fusiénen los
termogramas DSCy representados en REigura 1i 22, es menoren composiciones intermedias
respecto a aquellas des poliuretanosde PCL 100/0 yde PEOO0/10Q Esto evidenciauna
interferencia entre los segntes de PCL y PE@urante la cristi&acion reduciendo el tamafio de
las lamelas formadoras de cristafendmeno particularmente evidenpara la composicion
PCL/PEO=D/30, cuya temperatura de fusidon es la menor entre todas las composi&enes
identifica ademas en I&igura 1i 21 un pico de fusién adicionad menor temperaturpara la
composicionPCL/PEO=80/2Q y que también serepresenta en ldigura 11 22, indicio de la

presencia de lamelas de diferentes tamafios en esta composicion.

Para la caracterizacion mediante DSBS huestras se han preparado por evaporacién de una
disoludén del copolimero en cloroformduen solvente para ambos componentes, por lo que
puede esperarse que los ovillos de las cadenas de copolimero se encuentren mezclados
homogéneamente en la disolucidd.evaporarse el disolventég separacién de fases lfeva a

cabo dadda propia inmiscibilidacentrela PCL y el PEQBogdanovet al 1998, Qiuet al 2003)
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que haria que, incluso en ausencia de cristalinidad, los bloqueadde componenten el
copolimero tendieran a formar dominios de tamafios nanométricoi0 se encuentra

frecuentemente en copolimeros en bloque de componentes inmi§8jideting 2005)

Figura 1i 22. Temperatura de Fusion T.,, delos poliuretanos PCLPEOQ. 6 y DZorresponden al pico de
fusion principal. eey z corresponden al segundo pico de fusidn de la composicion PCL/PEO=80/20

70
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La formacién ddamelas de PCLy lamelasde PEO requiere el plegado slespropios bloques y
también reunir bloques adyacentes para hacer crecer cristales de tamafios mayores que los que la
longitud de un Unico bloque permitiria. Este efecto es muy claro en el caso de PEO, un polimero
cuya cristakacion desde la disoluciéon o desde el fundido permite la formacién de esferulitas de
gran tamafio. Como se ve erfFigurali 19, el hecho de interrumpla cadena de PEO pparte de

los grupos uretano no impide la formacion de estas grandes esferulitas en el poliuretano de PEO
0/10Q y la formacion de ldamelapareceser capaz de apartar estos grupos a regiones amorfas
inter-lamelasin que se vea impihb el crecimiento del cristal. Bl copolimeroPCL/PEO=20/80,

el fenbmeno podria ser similal crecimiento de lalmelas de PEO expulsaria los bloques de la

PCL a regiones intdamela Este fenbmenda sido reportaden mezclas de PEO con otros
polimeros con los que es miscible en fase liqgRiadhakrishnaet al. 1996) Es posible ademas

gue los pequerios cristales de PCL sirvan como nucleos para el crecimiento de cristales de PEO.

Tanto las imagenes defagurali 19y la Figurali 20, como bs termogramade DSC del primer
calentamientcen la Figura 1i 21, prueban quéos poliuretanos PCL/PEO cristalizan emalquier

composicion, es degigue la evaporacion del disolvente conduce a la formacitardelas
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cristalinas de uno y otro componeng&n embargoja cristalizacion egarcial y por tantolas
lamelas coexisten con una fase amorfa intercristalitondecristales o blogues en fase amorfa de
PCL estandentro de las regiones intkermelade las esferulitas de PE@stopuede deducirse de
los valores decalor de fusionrepresentados en Eigurali 23, los cualesestan por debajo de la
linea recta que marca una relacién lineal con la composicion, es decir, valores menques del
tendrian si cada componente cristalizara en el poliuretano copolimer@ual manera quesi
cristalizara ersu respectivgpoliuretano homopolimerdl grado de cristalinidacho es posible
calcularlo para composiciones intermedias dado que los cristales dg PBEXQ funden en el
mismo intervalo de temperatura, formando un solo pie fusién durante el calentamiento del
DSC, por tanto el grado de cristalinidad es calculadosaalos poliuretans de PED 0/100 y de
PCL 100/0comose muestra en laablali 6.

Figura 1i 23. Calor de Fusion para poliuretanos PCLPEOQ. La linea discontinua corresponde a una
relacion del calor de fusién proporcional a lacomposicion.
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Tabla 1i 6. Grados de cristalinidad, X, de los poliuretanos de PCL 100/0 y de PEO 0/100

PCL/PEO DH ., Xe
(mol/mol) (J/9) (%)
100/0 65,9 48,4

0/100 128,6 64,3

Las cadenas de PCL dificultan la cristalizacion de las cadenas de PEO y viceversa, asi como la
presencia de los segmentos formadores de grupos uretano, por tanto el calor de fusién y la
temperatura de fusion se ven disminuidos. Sin embargo, no se pnasatdtal inhibiciénde la

cristalizacionde igual manera a lo reportado en el estudio de cristalizacién de mezclas de PCL y
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PEO(Chuanget al. 2006) Esto se sustenta en que los valordsdi®r de fusion soimayores que
aquellos correspondientes a la cristalizacion de un solo componente Por ejemplo, si la PCL no
cristalizara en el poliuretan®CL/PEO=0/30, la entalpia de fusion seria maxir6J/g
correspondiente al PE@ientras que el valor experimental8&J/g, andlisisque arrojael mismo
resultadoen todas las composicionessi, es posible calcular un déficit porcentual del calor de
fusién, Def, que mide la diferencia entre el calor experimental y el espesagdn la Egacion(1i

14) y representaden funcion del contenido de PG@lcorde da Figurali 24.

o s @ O w0
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Donde
[H, vax€s la suma de los calores de fusion maximos esperados de PEO y PCL

[Hnesel calor de fusion experimental

Figura 1i 24. Déficit del Calor de Fusion Def, en los poliuretanos PCL/PEO
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Esto demuestrgue la cristalizacion de los poliuretanos PCL/PEO es impetiaaayor medida al
aumentar ekontenido de PCly sigue una tendencia lineal puede ser asociado a diferentes
cinéticas de cristalizacién en que el PEO al cristalizar en primer lugar limita la cristalizacion del
PCL (Loh et al. 2008) La desviacion eef paraPCL/PEO#60/40 concuerda conistalizacones
simultanes, y en menor medidaestrictivas entre si, como ha sideportada paraopolimeros en

blogue de PEO y PCén proporciones comparablgéojima et al. 1992)
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Todo esto es compatible cana estructura compuesta de regiones de esferulitas en lasngles

de PCL encierran regiones amorfas con PCL y PEO y otras regiones en lamejage de PEO

encierran regiones amorfas intamelaconteniendo también PCL y PEO; por supuesto en estas
regiones amorfas también se encuentran los grupos uretano que no pueden ser parte de la estructura
cristalina. Las imagenes de los poliuretano®CL/PEO$60/40, PCL/PEO50/50 vy
PCL/PEO40/60, que muestra esferulitas de diferentes tamafios, ragsy@ tipo deestructura

como puede apreciarse erFigurali 19.

Otro detalle de interésn laFigurali 21 esel picode fusion durante el primer leatamiento El
proceso de fusiémo puede interpretarse como caractergstie uno u otro componenen el
poliuretano PCL/PEO, ya queCL y PEOfundenen el mismo intervalo déemperaturaEl
termograma de la muestCL/PEO-=80/20 evidenciaun pico de fusién que ® encuentra
alrededor ded0°C, y que podria ser asociados la fusiébn delamelas de bajo espesoEl
termograma DSC no permite identificar si edeaselss de pequefio espesor son de unotro
componentepero podria asociarse & formacion de pequefios cristales de Pdgdtro delas
regiones confinadas por los cristales de PE&tos pequefos cristales estarian formados por la
fraccion de bajo peso molecular rica en RPE@a presencia se compruetsgin los resultados de
GPC

El enfriamiento de las muestrasepresentado en I&igura 1125, parte de un estado de
inmiscibilidadentrela PCL y el PEO en estadondida De forma analoga a fasién del primer
calentamiento, las temperaturas de cristalizacibn son menores en composiciones intermedias
respecto a los poliuretanos de PCL 100/0 y de PEO 18Mbién se presenta un doble pico de
cristalizacion en la composicion PCL/PEO=80/20, e godria ser indicio de la formacién de dos

tamarfos de cristal de forma similar a la cristalizacion desde la disolucion.

Este andlisis de la cristalinidad de los poliuretanos PCL/PEO es coincidente con lo reportado por
Nojima y colaboradores para copodias en bloque de PCL y PEO. Ellos describen una
cristalizacion preferente del componente de mayor contenido, relegando las cadenas del
componente minoritario hacia las capas amorfas entre las lamelas del cristal. Sin embargo, en
contenidos comparablessldos componentes cristalizan simultdneamente y los dos tipos de cristal
coexisten dentro de una misma region cristalina. Durante la cristalizacion, se forma una estructura
lamelar alternada de PEO y PCL influenciandose mutuamente, reduciendo el espeesamdi

(o aumento de la fase amorfa intercristalina) y por tanto disminuyendo la temperatura de fusién en
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estas composiciones con respecto a los homopoliniBiajsna et al 1992) Los barridos de

fusion que se miden después de cristalizar la muestra desde el furmdidel segundo
calentamiento, representado enFigura 1i 26, vuelven a mostraigual comportamiento que el
descrito para el primer calentamiento, lo que nuevamente confirma la mutua interferencia entre los
componentes durante la cristalizacion estadesde el estado fundido, disminuyendo el tamafio de

las lamelas cristalinas y por tanto la temperatura de fusion en composiciones intermedias. También
se presenta una resuelta diferencia entre dos tipos de cristal para PCL/PEO=80/20, evidente en los

dos pcos de fusién, aunque no es posible asociar cada pico a uno u otro componente.

Figura 1i 25. Termogramas de DSC, enfriamiento después de borrar la historia térmica, para
poliuretanos de PCLPEO. Se identifica el pico de fusion adicional en la composici§ACL/PEO=80/20
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Figura 1i 26. Termograma de DSC, segundo calentamiento, para poliuretanos de PGEHO. Se
identifica el pico de fusion adicional en la composicioRCL/PEO=80/20

100/0
90/10
80/20
70/30
60/40
50/50
40/60

ﬁ/— 20/80
0/100
I1wig

L 1 1 1 1 1 1 1 1 J

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Flujo de Calor Endo ——




38 MATERIALES COMPUESTOS CON BASE EN MATRICES POLIMERICA
BIODEGRADABLES PARA USO EN REPARACION Y REGENERACIODE TEJIDO OSEO

1.3.5 Absorcion de agua

En laFigurali 27 se aprecian las ganancias en p&&gyw, Y €n areaCu.0, de las muestras de

los poliuretanos PCL/PEO después de su hidratacion. Es evidente que a mayor contenido de PEO
en los poliuretams PCL/PEO, mayor es la cantidad de agua absorbida dada la alta hidrofilicidad
del PEO. El poliuretano de PCL 100/0 olstuvoun hinchamiento apreciable, dada la naturaleza
hidrofébica de los bloques de PCL, mientras el poliuretano de PEO 0/100 se datalmi@nte; la
composicionPCL/PEGC=20/80 después de la hidratacion no soport6 la manipulacion desarmandose
con facilidad, esto debido a la alta hidrofilicidad de las cadenas de PEO. Las demas composiciones
mantuvieron su forma y consistencia a pesar d®hlamiento y su manipulacion, lo cual es
posible dada la presencia del enlace uretano entre los segmentos de PCL y PEO, situaciéon que

evita la total solubilizacién de las cadenas hiitinafs de PEO.

Figura 1i 27. Cantidad de agua absorbida por los polimeros PCBEO, en pesCi.owY €n areaCuoa
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Los resultados de calorimetda las muestras hidratadas evidencian picos de fusibn mas pequefos
durante el calentamiento en DS@presentados en Rgurali 28. Esto indicague la cantidad de
cristales en lopoliuretanos PCL/PEO ha disminuido por accion de la hidratacion de las cadenas de
PEO. También puede apiase que el pico de fusidon no es solamente mas pequefio, sino también
se desplaza hacia menores temperafyagjue el agua actuando como impureza reduce el punto
de fusién de los cristales. Esto egidente enPCL/PEO90/10 y PCL/PEO=80/20, y todavia

apreciable erPCL/PEO=0/30, mientras en cantidades mayores de PEO el pico de fusion para los
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poliuretanos hidratados es inexisterita. hidratacion de las muestras se traduce en calores de
fusion de menor valor respecto a las muestras secas, acordeFigur#eli 29. Estos calores de

fusion, LHm po, fueron calculados con base en el peso de la muestraeggoala Ecuaciogli 15).

Figura 17 28 Termogramas deDSC para poliuretancs PCL/PEO secos ——_) y después de su

hinchamiento en agua £ — — — ), normalizado respecto al polimero seco.
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Hnhia €S el calor de fusion de la muestra hidratada, calcwdaukrtirdel 4rea bajo la curva del
termograma de DSC

Muig Y Mpo SON l0S pesos de la muestra hidratada y sin hidiegpectivamente.

El cambio en las caracteristicas del pico de fupidedeatribursea la hidratacién de las cadenas

de PEQ Yy dada la presencia de agua dentro de la matriz polimérica, al tratarse de una impureza
disminuye la temperatura de fusj@stes cadenas hidratadas, dadios enlaces uretano con las
cadenas de PCL, no estan en la capacidadbdadonalda matriz poliméricapor accion de la
hidratacién, aunquia presencia de cadenas de bajo peso molecular, segin los resultados de GPC,
no descartauealgunas cadenaw enlazadakayan salido durante la hidrataci®or otro ladq

dada su hidrofobicidadexiste una reorganizacion de los cristales de E€lida a la tension
impuesta por el hinchamiento de las cadenas de BiE@cion que se manif&a en unamayor

intensidaddel pico de fusid®n menores temperaturas
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Como se observa en Eigura li 29, a partir de la composiciGARCL/PEO=0/30 hacia mayores
contenidos de PEO, se presenta una baja cristalizacién indicando una total plastificacion de las
cadenas, convirtiendo la matriz poline& del estado semicristalino a un estado amorfo; esta
situacion también podria asociarse a una minima presencia de cristales de PCL en poliuretanos con
alto contenido de PEO, como ha sido reportado para copolimeros en bloque de PCL y PEO
(Nojima et al. 1992) por lo que la cristalinidad de estas muestras secas corresponderia en mayor

parte a los segmentos de PEO.

Figura 17 29. Calor de fusién correspondiente anuestras depoliuretanos PCL/PEO hidratadasy secas
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1.3.6 Ensayos de Tensid

En laFigura1i 30 puede observarse el comportamiento de los poliuretanos PCL/PEO durante los
ensayos de tensidn; con propésitos comparativos, las curvas fueron desplazadas del origen y
ubicadas con una diferencia de 2% de elongacion entre ellas. Los datos del puntacdefleé

punto de fractura se resumen e &blali 7. Dado que la temperatura de transicién vitrea (entre

58 y-50°C) es menor que la temperaturataente (aproximadamente 2 en que se realizaron

los ensayos, todas las muestras son flexibles pero en menor medida para aquellas muestras con
menor contenido de PEO. En lineas generales, el esfuerzo que soportan los poliuretanos PCL 100/0
y PEO 0/100 € mayor que el esfuerzo de las composiciones intermedias tanto en la fluencia como
en la fractura, segun puede apreciarse daldali 7. El poliuretano de PCL 100/0 exhibe ademas

alta resistencia a la traccion al fracturarse al 55% de elongacion, mientras que el poliuretano de

PEO 0/100 al 8% de elongacién ya habia mostrado signos de rasgado, a pesar de lo cual su

estiramiento alcanza al menos 25%.
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Figura 17 30. Curvas de Esfuerzaa partir de ensay® de tensiénpara los poliuretanos PCL/PEO a
temperatura ambiente.
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Tabla 1i 7. Puntos de Fluencia y Fractura déos poliuretanos PCL/PEO a partir de las medidas de
tension a temperatura ambiente

Fluencia Fractura

PCL/PEO | Elongacion Esfuerzo Elongacion Esfuerzo

(mol/mol) (%) (MPa) (%) (MPa)

100/0* |10,1 + 29|95 =+ 24| 550 * 196/ 80 =+ 19
90/10' |18,3 + 25|73 £ 03| 462 =+ 175/ 68 * 0,2
80/207 - - 88 + 16| 58 = 0,0
70/30* | 179 + 7,7/55 + 03| 658 + 04| 54 * 04
60/40° - - 56 + 06| 55 % 02
50/50* 98 = 06|58 + 02| 153 + 13| 40 %= 03
40/60° 115 + 14|68 =+ 04| 118 * 17| 68 =+ 05
20/80° | 11,4 + 05|72 + 02| 377 = 41| 68 + 02
0/100%* 75 + 0,194 =+ 04 79 £ 00| 94 + 04

! Muestras dictiles, fractura después del punto de fluencia.
 Muestras fragiles, fractura antes de alcanzar el punto de fluencia.
% Rasgado de la muestra.

* Alcanza hasta 25% de elongacién después del rasgado.

El comportamientale la elongacidmantes de la fracturentre las composiciones PCL/PEO=80/20
y PCL/PEO=60/40puede asociarse a un debilitamiento de las zonas intercristalinas en

composiciones cercanat50%w de PCL,en que se presentaria una prominente segregacion entre



42 MATERIALES COMPUESTOS CON BASE EN MATRICES POLIMERICA
BIODEGRADABLES PARA USO EN REPARACION Y REGENERACIODE TEJIDO OSEO

los segmentos de PCL y PE€egun discusion de la seccitr8.4 haciendo que dentro de las
zonas amorfas lasadenas de un componente estén en mayor proporcion, rodeando las regiones
correspondientes al otro componentproduciendo grandes limites entension entre ellag?or

otro lado, en el poliuretanoPCL/PEO=0/30, las fases de PCL y PEO estarian uniformemente
distribuidas y en menores tamafios, lo que implica la existencia de pequefios limites entre estas

zonas, lo cual se traduce enmayorestiraniento de la matriz polimérica.

El modulo elastico,E, para la PCL se ha reportagor varios autoresercano é280MPa para un

peso molecular alrededor de 2% E0temperatura ambienf@verouset al 2000, Vertuccicet al.

2009) para el PEO el modulo elastico se ha reportado alrededor M#P53@n peso molecular de

3x10 a temperatura ambien{®gataet al 1997, Yuet al 2013) awnque no corresponden a
polimerosigualesa los aqui estudiadosstosvalores deE seutilizan aquicon fines comparativos
presentandwalorescercans al doble de los medidos para los poliuretanos de PCL 100/0 y de
PEO 0/100y representdos en la Figura 11 31, lo que apunta hacia una naturaleza de mayor
flexibilidad de los poliuretanos PCL/PE®specto a los polimeros de PCL y PEStopuedeser

asociao a lossegmentos de HMDI dentro de las cadenas, ya que estos segmentos se hallan en la

fase amorfa, adjudicando mayor movilidad a las cadenas.
La Figurali 31 muestra los valores dede los poliuretanos PCL/PEO.

Figura 1i 31 Mddulo Elastico, E, medido a temperatura ambieng y obtenido de pruebas de tension
para poliuretanos PCL/PEO. La tendencia lineal ercomposiciones intermediagsasociala al tamafio
de esferulita.
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Los valores deE de lospoliuretanos PCL/PEO no presentaaioresproporcionalesespecto a los
correspondientes des poliuretanos de PCL 100/0 y PEO 0/100, sino que exhiben mddulos de
menor valor, siendo estos valores concordantes con lo reportado para poliuretanos con segmentos
de PCL y PEO (Mn~2.000), y peso molecular estimado aproximado dé @dieta 2010)EI

tamafo de cristal es determinante en el comportamiento del médulo elastico; a mayor tamafio de
esferulita se obtiene un modulo elastico mas alto, como en el caso de poliuretanos con alto
contenido de PEO, con lo quedsta aplicarse una tendencia linealnabdulo elasticpara las

composiciones intermedias de los poliuretanos PCL/PEO, segun el tamafio de la esferulita.

1.3.7 Analisis Dindmico Mecéanico (DMA)

Partiendo de altas temperaturas en el estado liquidate una apliacibn mecanicael polimero
responde medianteeordenamiento de grandes tramos de cademasavés demovimientos
cooperativos en los que tramos de cadena arrastran a cadenas adyacentes. En polimeros
semicristalinos a temperaturas por debajo de la fusibmayores que la transicion vitrela

movilidad de las cadenas principadegran escalde la fase amorfa permite también movimientos

de laslamelas cristalinasquesedeformade manera similar @omo lo haia un mazo de cartas. Al
disminuir la temperara, estos movimientos cristalinos se pierden en un proceso de relajacién en

el queel médulode almacenamientd paumenta y se aprecia un pien el factor de pérdida

Tand al disminuir la temperaturd&n temperaturas menores que el punto de fusidprireipal

proceso deelajacion denominadaelajacidéna, esta asociado a la pérdida de movilidad de las

cadenas que se encuentran en fase amatialeasociasecon la transicion vitrea.

El comportamiento del modulo de almacenamie&@que se aprecia en kigura 1i 32, es
caracteristico de las r@a&ionesa. La caida del mdédulo en la relajacion comienza alrededor de la
temperaturale transicion vitrea calorimétricpero para el poliuretano de PEO 0/1@0produce

una caida continua hasta la temperatura de fusioén, tendencia diferente a la caida caracteristica que
generalmente se produce en temperaturas superiores a la temperatlegadiona, Ta. En el

estado vitreo, antes de la transicién vitrea, se aprecia con claridad una menor rigidez en el
poliuretano de PCL 100/0 respecto a las demas composiciones, manteniendo la tendencia hasta
aproximadamente 2Q. Los valores ddEN temperatura ambient@oncuerdan cota tendencia

del médulo elasticoE, medido enlos ensayos de tensides decir, un menor valor para las
composiciones intermedias respecto a lo que se esperaria proporcionalmente entre las
composiciones extrem&CL/PEO-100/0 yPCL/PEO/100.
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Figura 11 32 Modulo de AlmacenamientoENpara poliuretanos PCL/PEO
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Teniendo presente que @sta relacionado con la capacidad del polimero de reaccionar de forma
directasegunla deformacién aplicada, puede inferirse que mientras los segmentos mayoritarios
son de PEO, el comportamiento de la matriz polimérica sera regida por este componente, pero a
mayor contenido de PCL, la relacién enEdy la composicion no sigue la misma tendia,

situacion que podria asociarse a la independencia con que actuan las fases amorfas de PCL y PEO,
segun cuan segregadas estén entre ellesacuerdo a si estan distribuidas homogéneamente con
tamafos similares, o si existe uha ellasen mayor catdad rodeando la otra y manteniéndola en

regiones aisladas.

Con el objeto dédentificar la temperatura en que se presentaligaciona, Ta, sesueleubica

en el valor maximo del factor de pérdidiand medida a la frecuencia deHi para cada
composicion segin se aprecia enfégurali 33. Sin embargppara las composiciones caitos
contenidosde PEO Ja forma caracteristica de la curVand estadistorsionala entre-40 y-20°C,
sobre todo en las curvas 8€L/PEO50/50 yPCL/PEO$60/40, por tantose ubicaTa en los
puntos maximos de las curvas Hebde laFigura 1i 34. Los valores ddla asi obtenidos son
representados en Egurali 35 junto con los valores dig provenientes de los resultados de DSC.
Se aprecia entonces una tendencia similar en ambas tempeeatugae los valores dEa son

menores en las compaosiciones intermed@aparadoson las composiciones
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Figura 17 33 Factor de Pérdida, Tand| para poliuretanos PCL/PEO
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Figura 17 34. Modulo de Disipacion Enj para poliuretanos PQL/PEO
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La distorsion de las curvas danden temperaturamayores qud a, se presenta solamente con

altos contenidos de PEO, lo que podria asociarse a la presencia de agua dado el caracter hidrofilico

del PEO, pero se hdemostradogue los efectos que evidencia la humedad se manifiestan

solamente a temperaturia$eriores alg (Callejaet al. 1991, Gomez Ribellest al 1992, Sabater i

Serraet al 2007) Dado que en los poliuretanos PCL/PEO hay dos fases amorfas separadas, la

distorsién en las curvas dendtambién podria relacionarse con una segunda transicion vitrea,

correspondiente a regiones amorfas ubicadas en zonas intercristalinas dentrorigéales de

PEO, que no adquirieron la movilidad suficiente emdapero quea mayores temperaturas
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lograron esta relajaciorBuscando describir la naturaleza dsta distorsion, se analizan las
muestras utilizando la espectroscopia de relajacidféctica o DRS, cuyos resultados se
describa en la secci6i.3.8

Figura 17 35. Representacion ded temperatura de transicion vitreaa partir de DSC, Tgpsc, Y SU
equivalentea partir de los datos de DMA,Tapua, paralos poliuretanos PCL/PEO
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1.3.8 Relajacion Dieléctrica(DRS)

Muchos polimeros exhiben multiples relajaciones, en los que las curvas del Factor de Pérdida
Dieléctrica, e, presenta varios maximos. Estas relajaciones son designadasacdmg etc.

segun la temperatura decrece. En algunos polimeros semicristalinglajacion que aparece a

mas alta temperatura es debida a movimientos danada cristalinas, en polimeros amorfos la
relajaciona, o relajacion principales debida a movimientos conformacionales, cooperativos, de
las cadenas del polimero, es deéme el mismo origen molecular que la transicion vitrea. A una
frecuencia del orden de 36z, la temperaturanla que aparece el maximo e correspondiente
alarelajacion dieléctrica esta cerca de [&g medida por calorimetria, mientras que a frecuencias
mas altas aparecera a mayores teaipers. La cooperatividad es el rasgo caracteristicta de
relajaciona, en la cuakl reordenamiento de una cadena de polimero arrastra a varias mas, en un
proceso ga globalmente puede involucrar a varias decenas enagas de unidades monoméricas

pertenecientes a varias cadenas del polimero.

Las relajaciones secundarias a menores temperaturas son atribuidas a movimientos locales de

cadena, movimientos no coopévat. En el andlisis dieléctrico todas las relajaciones suceden a
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mayores temperaturas a medida que la frecuencia aumenta. La ubicacién de los valores maximos
de & puede hacerse en las curvas de temperatura a frecuencia constante, o en curvas da frecuenci
a temperatura constant@vakian et al 2002) Las relajaciones secundarias se deben a
movimientos localizados de los enladesla cadena principal, involucrando entre 4 y 8 enlaces de

la cadendflexion y estiamiento) ya movimientos de cadenas lateml€uanto mas pequefio es el

grupo responsable de la relajacién ésta aparece a una temperaturgBogeorl968) En los
poliuretanos PCL/PEO, a pesar ge naturalezesemicristali@ no existe ningunarelajacion
atribuible a la fase cristalinga que estan ocultas por los procesos com@daductividadDC o

los fendmenos de polarizacion interfadaxwell-Wagner(Alig et al 2006)

Se ha reportado quas cadenas de@EO exhiba tres relajacionesn temperaturas menores que el

punto de fusiona, by g de mayor a menor temperatura. La relajacién debida a movimientos
cristalinos muchas veces no es observada dada la alta irludeda conductividad en altas
temperaturas y a bajas frecuencias. La relajaciése origina en movimientos cooperativos
correspondientes a segmentos ubicados en regiones no cristalinas. La relajacion de mas baja
temperaturag ha sido asignada a movimies locales de la cadena principal, Unicamente en la
fase amorfa, que permiten reorientar los dipolos permanentes de los grupos éter de la cadena bajo
la accion del campeléctrico aplicadoTambién se ha reportado una relajacién intermedia éntre

y g denominada epor algunos autoresomo g', y que ha sido asignada a la relajacién de

segmentos en la regiones entre fgdeset al 2002)

Para las cadenas de PCL, también se ha reportado que la relgideigual manera se asocia a
movimientos locales dentro de las cadenas, que en este caso reorientan los dipolos presentes en el
grupo éster, y la relajaciéa se relaciona con la transicion vitré€dabater i Serrat al. 2009)

También se reporta la relajacidn pero como producto de la presencia de humedad dentro de la
matriz polimérica, tanto en una red entrecruzgizbater i Serrat al. 2007) como parte de un

poli (éster uretano) siendo la PCL el segmento bldBdgdanowet al. 1999)

En laFigurali 36 se presentaras curves de la Permitividad, & y en laFigurali 37 las curvas del
Factor de Pérdida Dieléctrica), para los poliuretanos deCL 100/0 y de PEO 0/108 una
frecuencia de 1®iz en funcién de la temperatyrg que ilustran la forma de lasurvas

caracteristicas para los poliuretanos PCL/PEO. La curégapmirmite identificar las relajaciones
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para la PCL y el PEO pero no sond®inites las relajacionésni g dada su baja intensidafisi, la

curvadeed en efecto per mite ubigyapringemivista parece honent e | a
existir la relajaciérb, en ninguna de las frecuencias utilizadas. En la curva correspora i@

es evidente un aumento pronunciadogdea altas temperaturas, que es debido al aumento en la

conductividad del polimero, lo que impide a bajas frecuencias la ubicacién de las relajaciones.

Figura 1i 36. Permitividad, &) para los poliuretanos de PCL 100/0y de PEO0/100a 1GHz.
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Figura 11 37. Factor de Pérdida Dieléctrica,e, para los poliuretanosPCL 100/0 y de PEO 0/10@
10°Hz.
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Se ubican entonces solamente las relajaciongsy g segunla Figura 1i 38, aunque en
composiciones intermedias estas relajaciones no pueden ser identifimadasocrespondientes a

la PCL o al PEO de forma independierita este proces@e analizarsolamente las frecuencias
mayores d0Hz, ya que en menores frecuencias se producen curvas con gran cantidad de ruido, lo
gue no permite identificar pico algunBaa mayor claridad, se muestran solamente algunas

curvas, pero en total se analizan 31 curvas por cada composicion desde 10'Hasta 10

Figura 17 38 Factor de Pérdida Dieléctrica,enj a frecuencia constante para poliuretanos PCIFEO

05 r Iy 0.5 r
ill |.' i
10'Hz= Ao 10°Hz
04 | |l 04
03 | | [==100/0 03 | —o= 1 00/0)
- " -*-80/20) - " ~e-80/20
w 5 —~—60/40 w ——60/40
0.2 -4-50/50 02 ~&-50/50
==/ 60 o | == 40/60
0.1 ~+-0/100 0.1 ¢ g [-*-0/100
0.0 0.0
-150 -120 90 -60 -30 0 30 -150 -120 -90 -60 -30 0 30
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
05 r
0.4
03 L ~—100/0 ~—100/0
- ” -o-80)/20 < -o-80/20
w ~—60/40 w |~ 60740
02 | -&-5()/30 -x-30/30
= 40/60 ~=40/60
0.1 f ~+-()/100) ~+-0/100
0.0 LI | s
-150 -1200 90 -60 -30 0 30 -150 -120 90 -60 -30 0 30
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
05 r 05 r
S 10°H= .
04 10%Hz ) PN
03 s A== 100/0 ~—100/0
- ” -8-80/20 - -e-30/20
w ~—60/40 w ~—60/40
0-2 -&=50/50) -&=30/50)
ki ~—40/60 = 40/60
0.1 ' Wi Higaad|+-0/100 B |-e-0/100
0‘0 AngggaRE"" . A e
-150 -1200 90 -60 -30 0 30 -150 -120 -90 -60 -30 0 30

Temperatura (°C) Temperatura (°C)



50 MATERIALES COMPUESTOS CON BASE EN MATRICES POLIMERICA
BIODEGRADABLES PARA USO EN REPARACION Y REGENERACIODE TEJIDO OSEO

En laFigura 1i 38 seobserva que las relajacionasson mas evidentes en elevadas frecuencias

altas temperaturasjientras que las relajaciong$o son a bajas frecuencigdajas temperaturas.

A medida queel contenido de PEO se incrementa, el efecto de la conductividad se hace més
evidente en bajas frecuencias, lo que solo permite la lectura de la relaga@dnelevadas
frecuencias. Es destacable la coincidencia de la posicién de las relajacionescdieldet PEO y

la PCL en temperatura y frecuencia, pese a sus diferentes origenes moleculares, lo que representa
una dificultad al analizar los espectros de relajacion en los poliuretanos de diferentes
composiciones. LaFigura 1i 38 también evidencia que las relajacionesy g para ambos
componentes, se presentan en temperaturas similares entre si en cada frecuencia. Esto no debe ser
identificado como @dencia de una zona amorfa homogénea, ya que existe separacion de fases

entre los segmentos de PEO y PCL, segun discusion presentada en lalsetion

La cuna dea a 1Hz correspondiente al poliuretano de PEO 0/IR&cribeunaformaentre-90 vy -

60°C que podria ser asociada con un posible ,piotervalo en el que se esperaria encontrar la
relajacbn 6 correspondiente al PEQin et al 2002) Para un mejor analisis, se construyen en escala
logaritmica las curvas d® entre 4 y 18Hz, seglria Figurali 39. Puede apreciarse que efectivamente

a bajas frecuencias no existe la concavidad que si hay entre las relajacjoges altas frecuencias,

lo que podria corresponder a la relajachry por tanto confirmar su presencia en el poliuretano de

PEO 0/100. Desafortunadamente, las curvas a bajas frecuencias muestran grandes distorsiones que no
permiten diferenciar entre ruido y el pico de relajacion, ademas del ya descrito efecto de la

conductividad en el analisis del PEO, por tanto no es posible ajustar modelo alguno a la réajacion

Figura 1i 39. Relajacionesa, by gpara el poliuretano de PEO 0/100Laslineas discontinuas
corresponden a 4y @° Hz.
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Dado el efecto de la conductividad sobre la curvaddéos datos recogidos de los ensayos de DRS

no permiten concluir respectola distorsion que se obserea las medidas de DM#4e laFigura

1i 33 para lascomposiciones ricas en PEEn mayorestemperaturaque la transicion vitred@or

tanto no es posible aportar elementos adicionales para describir si se trata de una segunda
transicdn vitrea, dados lodos tipos de fase amonfaesentes.

Asi, con el objeto de ajustar los datos obtenalasodelos cominmente utilizados en la técnica de
DRS, se identificalgpunto maximo en la curvad, el cualdetermina la temperatuela que se
presenta las relajacbnesa y gque pudieron ser identificadas para los poliuretanos PCL/ERO
ambos casose precisau correspondiente Tiempo de Relajacifyren funcién de la frecuencig,

segun la Ecuaciofli 16).

T WQ (17 16)
Una vez ubicados los puntos maximos para todas las composiciones, se construyen laegturvas
vs T/100Q tanto para la relajaciagmcomo para la relajaciéa, segun leFigurali 40y la Figurali
41 respectivamentd.os puntos fueron leidos solamente en las culea® donde el maximo era
inequivoco, pues en las curvas correspondientes a las composiciones ricas en PEO, el efecto de la
conductividad impide su localizaciéra relacion entre temperatura y frecuencia, para las
relajacionegy se expresa en términos debdelo de ArrheniugRoland 1999)segun la Ecuacién

(11 17) y ajustando los valords, y A se obtienetos datos que se presentan efdblali 8.

Y BdgQF (1i117)
Donde
Als: Factor preexponencial
E.[J/mol]: Energia de activacion
R: Constante dos gasess8,314J.mol*.K*
TI[K]: Temperatura asociada a la relajacgpdondeamjes maximo

Los valores deA y E, para el poliuretano de PCL 100/0 corresponden con los reportados en la

literatura: 3,810"% y 37,1kJmol respectivamentéSabater i Serrat al 2009) lo queconfirma
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gue durante la relajaciog los segmentos de la PCL en los poliuretanos PCL/PEO presentan los
mismos movimientos localizados que la PCL en estado oo.el contrarip el valor deE,
reportado para el PEQ5kJ/mol (Jin et al 2002) no es coinidente con el obtenido para el
poliuretano de PEO 0/100, aunque si se encuentra en el mismo orden de magnitud.

Figura 17 40. Ajuste al modelo deArrhenius para las relajacionesgmedidaspor DRS para los
poliuretanos PCL/PEO
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Esto evidencia una diferencia en los movimientos localizados que presenta la fase amorfa del PEO
en los poliuretanos PCL/PEO. La energia de activacion aparente de la relajdeloREO es
menor que la de la PCL en general, al aumentar el contenido de PEO en los poliurgtanos

energia de activaciork,, disminuye. Sin embargo este efecto debe atribuirse solamente a la
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superposicién de las relajaciones debidas a uno y otro componente. Al tratarse de relajaciones
secundarias, las barreras de energia que se oponen a los movimientos que originan la relajacién son
de tipo local y por lo tanto no es de esperar que la presencia de un compl@heatgolimero

tenga influencia sobre la energia de activacién delcoimponente.

Tabla 1i 8. Valores de las constantes segun el ajuste al modeloAtehenius en los poliuretanos
PCL/PEOQ para las relajacionesg

PCL/PEO A Ea
(mol/mol) (9 (kJ/mol)

100/0 2,8x10"° 40
80/20 1,5x10% 37
60/40 2,2x10%° 37
50/50 5,6x10™° 39
40/60 5,2x10™° 36
0/100 4,0<10* 34

De manera analogda relacion entref y T para las relajacionea se expresa en términos del
modelo de VogeFulcherTammanHes® VFTH (Roland 1999)segun la Ecuacién(1i 18),

ajustando los valores, B, y T,, y obteniendo los datos que se presentan &aldali 9.

ry ot (1i 18)
Donde:
t[s]: Tiempo de Relajacién para un valor infinitotdeperatura
B[K]: Constante
To[K]: Temperatura de Vogel, donde los movimientos de cadena estan congelados

T[K]: Temperatura asociada a la relajac#mondeamjes maximo

Revisando la literatura, no se hallan reportados valores del modelo VFTH pelegaeiona del

PEO, muy seguramente por la alta conductividad que limita su identificacion en la técnica
dieléctrica. Para los poliuretanos PCL/PEO se encuentran valoBesiglgficativamente menores

y valores deT, mayores que en la PCL pura, es detidiagrama presenta mayor curvatura como
se puede apreciar enfiigurali 41 Para la PCL se han reportados valore$,8e10™s, 1.70K y

167K parat, B, y Ty respectivamentéSabater i Serrat al 2009) que se aproximan a los

obtenidos para el poliuretano de PCL 100/0.
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Figura 11 41 Ajuste al modelo de VogeFulcher-Tamman-Hesse para las relajacionea de los
poliuretanos PCL/PEO
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Tabla 1i 9. Valores de las constantes segun el ajuste al model6™\AH de los poliuretanos PCL/PEO
para las relajacionesa.

PCL/PEO to B To
(mol/mol) () (K) (K)
100/0 1,6x10" | 1.320| 178
80/20 | 8,6x10™ | 1.329| 189
60/40 | 4,0x10"% | 500| 212
50/50 | 5,7x10™ | 500| 209
40/60 | 5,1x10% | 499| 208
0/100 | 6,9x10™ | 168| 228
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Utilizando las constantes del model-TH, se procede a hallar las temperaturas de relajacion
correspondientes| diempo de relajaciornr=100s, que es el tiempo de relajacion ampliamente
utilizado para hallar la temperatura de transicion vitrea dieléclijsas y asiser comparaalcon

los valores obtenidos mediante DMA y DS€egun laFigura 1i42. Es de esperarse que el
comportamiento de las temperaturas que describen eldeh®stado vitreo al estafimdido sea

similar en las tres técnicas de medicion utilizadas. La tendencia comun, desde un 100% de PEO, es
la disminucion de la temperatura hasta aproximadamenté&s%w 2le PCL;con un contenido

mayor de PCL T prspresentauna totaldesviacionde la tendenciguelos resultados de DMA y

DSC mostraron.

Figura 1i 42 Temperatura de transicion vitrea a partir de DSC Tgpsc, SU equivalente a partir de
DMA, Tapwma, Y la transicion vitrea dieléctrica a partir de DRS, Typrs, €n los poliuretanos PCL/PEO.
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Es necesario tener presente gllanodelo VFTHpredice la transicion vitrea dieléctridaprs a
partir de datos experimentalepero estos estdaejados dd tiempo de relajaciérrequerido,
t=100s, dadoel ruido en bajas frecuencias y el efecto de la conductividad sobre las cuaas de
siendo #=6,3x10% & maximo valor disponiblePor tanto para verificar la tendencia de la
temperatura deelajaciona medida por DRSe construye ldigura 1i 43, en la cual se puede
apreciarlas diferentes tendenciaentre los datos estimados a bajas frecuenciaksydatos
experimentales altas frecuenciapresentando estos Ultimos un comportatoienenos variable
guela Tgprs Medida ent=100s, comportamiento que no es replicado por el modelo VFTH a bajas
frecuenciasSin embargo,ds constantedel modelo VFTHson similareentreel poliuretano PCL

100/0 y lo reportado para la P@&abater i Serrat al 2009) pero no hay datos reportados contra
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los que contrastar los valores del modelo VFTH pdrpoliuretano de PEO 0/100 y las demas

composiciones.

Figura 17 43 Temperaturas de relajaciona experimentales(z ) mediante DRSy estimadas §)
medianteel modelo VFTH, para los poliuretanos PCL/PEO.
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1.3.9 Comportamiento Celular

Para evaluar el comportamientgutar sobrelos poliuretanos PCL/PEGse realizaroly evaluaron
unos cultivos usando un ensayo metabatieda linea celular osteoblastica de ratdn, basado en el
compuestoMTS (3-[4,5-dimethylthiazol2-yl]-5-[3-carboxymethoxypherjy2-[4-sulfophenyjF2H-

tetrazoliun), segln se describe enfaglexoA.

Como se observa en KEgurali 44, la adhesiorsobre elpoliuretanode PCL100/0es similar al
control de poliestireno tratado para cultivdutar TCPS (Tissue Culture Pobtyrend. Al incluir
PEOen la matriz polimérica, seiminatotalmentda adhesion celular debido a la inhildinide la
adsorcion de proteas, dada precisamerite presencia dePEO en la superfici€Hubbell 2007,
Saltzman 2000)kEsta limitadaadhesiorsobre los poliuretanos que contied®O, permite que las
célulassean aspiradas facilmergkutilizarse una micropipeta para succionar el medio y adicionar
medio nuevoPor otra parte, se obserddrante el cultivo sobreuestras déas compaosiciones
PCL/PEO-90/10y PCL/PEO-80/2Q que seedyo la cantidad de células adheridas en el fondo del
pocillo, y que éstas adoptaban una morfologia redondeada en veandefdéogia aplanada y
extendidatipica de cultivos 2D. Estpodria estarelacionado con la liberacién de cadenas de bajo

peso molecularicas en PP y que permanecedisueltas erel medio Esto podria explicarse
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debido al bajo peso moleculgruesa pesar que el peso molecular promedio de los poliuretanos
PCL/PEO es mayor respecto a los macromeros PCLdiol y PEOZ@0& (i 5), en el polimero

final todavia existen cadenas de estos macrémeros, que al no estar enlazadas quimicamente a
cadenas de mayor peso molecujaparael caso especifico de PEO4)(ueden ser disueltas y
lixiviadas fuera de la matriz polimérica hacia el medio de cyltl® que afectaria

desfavorablemente el desarrollo de las células tanto en la muestra como en el fondo del pocillo.

Figura 1i 44. Adhesion celular sobre los poliuretanos PCL/PEO
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El contenido de PEO minimo aqui estudiado corresponde a la compd3iCldREO90/10

(18%w PEO), menoal 25%w reportado como adecuado para la adhesion de fibrohl@stogta

et al 2010) Esta diferencia de resultados puede atribuirse a la longitud del segmento de PEO, que
es el doble para el presente estudio respecto a lo reportado en la literatura, lo que podria formar
zonas hidrofilicas de mayoarhafio lo que trae como consecuencia la inhibicion de la adhesion
celular. También es necesario tener presente que las células utilizadas para evaluar la proliferacion
sobre los poliuretanos PCL/PEO en el presente estudio son osteoblastos, célulaseatéstizaiact

y funciones diferentes a aquellas correspondientes a los fibroblastos.

Por tanto, los poliuretanos PCL/PE@ las composiciones estudiadasceptuando 100/0, rsmn
adecuadogara cultivos en dos dimensiones, decir, con la incorporaciéon deeEO y la PCL
mediante la sintesis de poliuretanos, se facilita la degradacién de la matriz polimérica dado el
aumento de la hidrofilicidadcomo se haeportadcen pruebasle degradacién hidrolitigaara este

tipo de poliuretanogCometa 201Q)pero al mismo tiempo se han perdido las propiedades de
adherencia caracteristica de la PCL






2.PARTE Il : POLIURETANOS DE ALTO PESO
MOLECULAR Y LIBERACION DE
RISEDRONATO DE SODIO

Se describe en esta seccidmsilatesisy caracterizacidme copolimerosa partir de los macromeros
PCLdiol y PEO4000, utilizando el HMDQpara formar epoliuretano Con el fin de mejorar las
propiedades de los poliuretanos PCL/PEO sintetizadatescritosen la secciénl, en esta
oportunidad se utilizamayores ontenidosde HMDI para aumentar el peso molecuiaa su vez

se reducda concentracion del PE@araasi obtener materialegue se espera seaptos para
permitir la adhesion de osteoblastba. composicion de los copolimeros estudiados en esta seccion
es referidgambién emrelacion molar y nombrada ademas con el sufijo HMW, siendo la expresion
PCL/PEGHMW la notacion utilizada en esta seccigoara asiser diferaciados de los
poliuretanos PCL/PE®studiados en la secciéanterior El Risedronato de Sod{&SD) adsorbido

en particulas de Hidroxiapati{edAp), se incorpora a los poliuretanos PCL/RE®IW y estudia

sus efectos en laroliferacion de los osteoblastegbre su superficie.
2.1 ESTADO DEL ARTE

La labor de la ingenieria tisular actualmente se enfoca, entre otros, en el estudio de materiales para
fines muy especificos: liberacion de farmagogeparacion de tejidosEn el campo de la
regeneracion 6sea dos propiedades son importantes para los materiales de implante
biocoompatibles: la osteoconductividadaycapacidadie osteoinduccion. La osteoconductividad

es esencialmente una propiedad fisica, en que los materialespaéebstir la adhesion celutay

permitir la migraciérde estas célulasacia el interior del implante (poros de tamafio adecuado y
estructura interconectada). La osteoinduccion es la capacidad de un material o0 una sustancia de
favorecer la diferenciacion osteogénica de células pitgas (por ejemplocélulas madre
mesenquimales procedentes de la médula dsea); esta propiedad puede ser modulada por la
liberacion de factores de crecimiento como los BMBene Morphogenetid®roteing, o la
liberacion de farmacos. Con este fise desaollan materiales que permait la liberacién de

farmacos o factores con cinéticas apropiadas para la remodelacion del tejido. Raes ello
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necesaricestudiar y conocer la capacidad de carga de farmacccinética de liberacioen los
materiales implaiibles dentro del tejido.

A pesar que los poliuretanos PCL/PEO estudiados previamente en esta tesis no permiten la
adhesion de osteoblastos sobre su superficie dada la presencia del aPE@patidad
osteoconductiva detros copolimeros en bloquéasados re PCL y PEOsi estda demostradal

permiir la adhesion yproliferacion celular sobre su superfi¢Rechichiet al 2008, Guaret al

2005) También se han realizado investigaciones acerda ldeeracion controlada de farmaces

este po de polimeros refifilicos (Liu et al. 2008, Weiet al. 2009a) en esencia, se emplean
copolimerosen bloque del tipo PCPEOGPCL, y en forma de nano particulas, para el estudio en el
tratamiento de tejidos cancerogd¥adavet al. 2008, Fenget al. 2008, Zhangt al 2010, Shahiet

al. 2010)y la administraciorde diferentes farmacos, como el Honokiol de uso antiinflamatorio y
guimoteapéutico(Guanet al. 2005, Weiet al 2009b) Nimodipine para tratar la alta presion

sanguinedHu et al 2003) o antigenos para la produccion de anticueffbsuet al 2003)

Enfocandoel presente estudien posibles materiales pala reparacion del tejido 6sean tipo de
farmacode especial interésorresponde d0s compuestos denominados bisfosfonalas cuales
estancaracterizados pda presencia denlaces FosfoidCarbondFésforo, PCi P, establesal

calor y a la mayoria de agentes quimicos, ademas de ser completamente resistentes a la hidrélisis
enzimatica. La mayoria dediisfonatos inhiben la formacion y agregacion de cristales de fosfato

de calcio, CgPQy),, y ademas disminuyen su disoluci&stos efectos son producto de la afinidad

de estos compuestos hacia la superficie de los cristales@)a en este caso perteneciente a la

HAp 6sea produciendo una disminucion de la resorcion del tejido dseo, acompafiado por un
balance positivo del aicio y un incremento del contenido mineral en el hueso. Varios
bisfosfonatos, en especial el Risedrond¢osodip RSD,cuya estructura se aprecia erFlgura2i

1, inhiben la resorcion local de tejido 6seo y cartilaginossoyudan greservala estructura de las
articulaciones. Los bisfosfonatos se depositan donde el mineral 6seo esta expuesto a los fluidos
tisulares, en especial donde el hueso es formado y resdmidianet al. 1996, Fleischet al

2002) Se ha reportado qu# RSD disminuyesignificativamente las fracturagertebrales y de
caderaproducidas por osteoporosisiendo5mg al dia una dosis adecuadgpara mujeres con
osteoporosis postengdausica (Brown et al 2002, Papapoulos 2001Sin embargo, la
administraciéon oral u intravenosa del RSD puede presentar desventajas, ya que sélo una pequefia

parte llega alugar que requiere tratamienfmor lo tantq serequeriia una dosis mayor que puede
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tener efectos sistémicos peligrosos, como lesiones gastrointestinales serias u osteonecrosis de la
mandibula(Abu-Id et al 2008) Por estas razones, es necesastudiar materiales capaces de
liberar bisfosfonatos localmente para concentrar su accién y evitar efectos secundarios
(Czuryszkiewiczt al 2005)

Figura 2i 1. Estructura del Risedronato de Sodio HemipentahidratadoRSD-HPH, y el Risedronato de
Sodio Anhidro, RSD-Anh.
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La HAp es fundamental en la estructura del tejido 6seo, ya que otorga rigidez y resistencia al
permanecer entras fibras de Colagenks necesario distinguir la HAp 6sea y la piéristalina o
mineral, siendo esta ultimempleadacomo agente adsorbente del R&B.HAp dseaes analoga a

la HAp cristaling Cao(POy)e(OH),; en el hueso, laHAp presenta deficienciade calcio yde

grupos hidexilo, permitiendo a otros iones ocupar su lugar (Carbonato, Potasio, Fluoruro, Citrato,
etc.). Los cristales de este mineral en el hueso son relativamente pequefios, cex6aBoradh

el tejido recién formado y algo mas graretetejido mas viejo. Este pequefio tamafio es lo que
facilita la incorporacion y adsorcion de iones externos, y permite su facil disolucion en el medio
acido creado por los osteoclastos durante el proceso de remodelgBaskey 2006, Gokhalet

al. 2001)

Asi, d tratamientomedianteRSD adsorbidoen particulagie HAp, ha sidoformulado comauna
alternativa novedosa en el tratamiento de la osteopdqi®alsanaet al. 2013) y hasta ahora se

reporta como una referencia Unica para este tipo de aplicacién del RSD eS8ikl&mbargo, no

se han realizado estudios en que se evallen tanto las capacidades regeneradoras como las de

liberacion de farmeosenun solo material.
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El presenteestudioevallala adsorcion y liberacion del RSD en HAp, sistema que a su vez se
incorpora en los poliuretanos PCL/PEMW, paraposteriormente evaluar su comportamiento
como sustrato en el cultivo de osteoblastos.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Se utiliza Risedronato de Sodio Hemipentahidraté&&D-HPH), con un99,%6 de pureza (USP
Rockville MD) y protegido de la ludurante su almacenamiento y uso, ya que es susceptible a ser
degradaddAluoch et al. 2004) HAp grado reactivo (Sigmaldrich) y tamizada hasta tamafio
inferior a 53m. Las demas sales utilizadas en la preparacién de los medis la solucién
acuosa deCloruro de PotasidKCl) parael estudio deadsorcion,y solugén buffer de fosfato

(PBS (Phosphate Buffer Solutipse usa en grado reactivo.

2.2.1 Condicionesy seguimiento de laPolimerizacion

En una reaccion de polimerizacion por pasos, como la llevada a cabo para sintetizar los
poliuretanos del tipo PCL/PEO y PCL/PEDAW, dada la naturaleza bifuncional de ldisles
PCLdioly PEO4000Qy el diisocianatddMDI, estosno solamente reaccionantresi, sino también
reaccionan cotos producte de mayor peso molecujasi, entre mayor longitud de cadersa
adquiriendoel producto, menor la probabilidad de reaccionar entre sus grupos terminales y los
reactantes originalefvermetteet al 2001) Como consecuencia, una mayor concentracion de
HMDI en los reactantes, otorga mayor probabilidad a las largas cadenas ya formadas enlazarse
entre si y por tanto obtener un alto peso molecular, como en efecto sucetleaso de los
poliuretanos PCL/PE®GIMW en comparacién con los poliuretanos PCL/PE®enficadosegun

los resultadosbtenidos.

El proceso de polimerizacion para la sintesis de poliuretanos se realiza de manera analoga a lo
descrito en la secciéh.2.1 utilizando 13 de reactivos en 1®iL de tolueno;el avance dda
reacciénse determina de iguebrmaquela descrita ema secciérl.2.2 La diferencia radica en el
aumento del peso molecular y la disminucién en la fraccidREI@ en el copolimero finalun

mayor peso molecular &l copolimero se obtiene con una mayor proporcion de HNDé se

calcula al utilizar la distribucién molecular del PCLdiol y 8804000a partir de los resultados

de GPCsegun laFigurali 15y la Figurali 16, enlugarde sus pesos negulares promedjy de
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acuerddas Ecuacionefi 1). Los valores de las sumas se hallan a partir de las distribuciones de
peso molecular de los macromeros PCLdIBB0O4000, y se representan endasacioneg2i 2).

, w , w
Balance molar: a a —
U 0 0
Balance en masa: & o} o} G (21 1)
g . a

Fraccion en masa: w

a a
Donde:

MpcL, Meeo, Y Mumpr, PESO utilizado de PCLAIdREO4000y HMDI en la reaccion.

MecLi, Mpea, SOn los pesos moleculares de las fracciodedos respectivos macrémeros.
XpcLi, Xpeq, Son las fracciones en los macromeros con peso moleddiar; v Mepea
respectivamente

YecL €S la fraccién en peso de PCL, libre de isocianato en el copolimero

Mumor = 16819 es el peso molecular del HMDI

MUMNEPPXOX g~ TMHMICUTXYT (21 2)

Combinando lagcuaciones(2il) y (2i 2), se hallan las cantidades de cada macrémero y del
HMDI en funcion de la fraccién da PCL, Ypc(, Y la masa total del copolimenmy, obtenienddas
Ecuacioneg2i 3):

P_ap &
a b ) &
T W BB— P W BB—
s —gp & ga
a - v (21 3)
P & B2 P © BY
0 0 0
. W BB— p Bﬁ—a}
P . ) [
T @ BB— P W BB—
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Asi, para obtenem=13g de copolimero y unaleterminadaYpc. Se hallan las cantidades

necesarias para la polimerizacion como se muestralabla2i 1.

Tabla 2i 1. Cantidades utilizadas de los reactivos, calculadas a partir de la distribucién maléar de
los macrémeros, en la obtencion de poliuretand3CL/PEO-HMW .

PCL/PEO-HMW PCL Muymp) MpcL Mpeo
(mol/mol) %w) | (9) 9 9

100/6HMW | 100,0| 1,222| 11,778| 0,000
99,5/05-HMW | 99,0 1,215|11,667| 0,118
97/3HMW | 94,2 1,184|11,128| 0,688
90/10HMW | 81,8| 1,102| 9,734| 2,163
0/100HMW 00| 0,534 0,000| 12,466

De acuerdo a los resultados deTabla 2i 1, y comparados con los correspondientesiate

poliuretanos PCL/PEQde laTablali 1, es posibledeteminar quela cantidad de HMDI aumenta
en mayor medida para el poliuretano de PCL (pasando dew7a%®,4%w), que para el

poliuretano de PEO (cambio d€Z%w al 4,11%).

2.2.2 Caracterizacion de los poliuretanos PCL/PEGHMW

Las técnicas de GPC, DSC, DMA, Ensayos de Tension y Absorcion de Agua utilizadas en la
caracterizaciéonde los poliuretanos PCL/PEEMW siguen los mismos procedimientos y
condiciones que las descritas en la secdidgh La distribucion de peso moleculae midio
Unicamenteparalos poliuretanosie PCL100/0HMW y de PEOO/100HMW con el fin deser
comparados con los correspondientesiuretanos de PCILO0O y de PEOO0/100 descritosen la

seccionl.

2.2.3 Adsorcion de Risedronato de Sodien Hidroxiapatita

Para la adsorcion del RSD en HAp se adapta el raédedcrito por AKattan y colaboradores
(AlZKattan et al 2010) y se realiza protegiendel RSD de la luz en cada instante del
procedimiento Se disuelven g de RSDHPH en 8nL de solucién de KClhM vy se calienta
hasta 37C. A continuacion se introducen @ de HAp en la solucion, para que el RSD sea
adsorbido manteniendo la temperatura constante durdmt&e8 toman muestras de /20y
completan hastar@L con agua destilada, para ser luego analzadadiante HPLC. Una vez

cumplidas las B se procede a la separacion de la HAp mediante centrifugacion, el liquido se



65

descarta y la HAp con el RSD adsorhidonjunto denominadblAp+RSD, se somete a secado al
vacio a temperatura ambiente hasta alcanzsw penstanteobteniendgparticulas finaqque se
almacena protegicsde la luz.

2.2.4 Liberacion de Risedronato de Sodio en PBS.

Las muestras que incluyen HAp+RSDPCL/PEOHMW, se preparan con una soluciéon de
PCLPEOHMW en cloroformo 5%w/v (75mgde PCLPEOHMW en 1,5nL de cloroformo). Una
vezalcanzada total disoluciéee adiciona 15mgde HAp+RSD, equivalente al 20%/w de HAp

respecto al polimero, se suspende y homogeniza mediante agitacion manual inmediatamente antes
de ser goteadas sohremolde de tBon de 1Gnmde diametro. Se realizan 3 adiciones det80e

esta suspension sobre el mismo mojdasegurando que el solvente se haya evaporado antes de la
segunda y tercera adicidohteniendaina muestra aproximadamente circular de un peso cercano a
10mg Todo el proceso se realiza protegiendo las muestras de l&llymoceso sepuede

observarse ela Figura2i 2.

Figura 2i 2. Preparacién de las muestras para la liberacién de RSE partir de una suspensiérde
HAp+RSD en solucion de PCL/PEGHMW en cloroformo.

Micropipeta

Suspension -
Solucion CHCl;+ // g
PCL/PEO-HMW | . .0 =" :{ Goteo sobre
R Molde
—
Particulas
HAp+RSD

Las muestras de poliuretano PEEEOHMW con HAp+RSDincorporada fueron sumergidas en
1,5mL de PBS a 37 durante 24 con el objeto de estudiar la liberacion del R&ED.tiempos

definidos se tomaron 3@ del liquido, para luego completar a B@0con agua destilada para su
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posterior analisis mediante HPLEI PBS fue preparado en concentracion 1x acorde con la
informacion de laraba 2i 2.

Tabla 2i 2. Composicion de PBS en concentracion 1x para®Q de solucion

Sal Cantidad (mg)
KCI 2,5
NaCl 400,0
KH,PO, 10,0
Na;HPO, 57,0

2.2.5 Concentracion del Risedronato de Sodio mediante HPLC.

Las muestras de las soluciones de adsorcion y liberacion fueron analizadas mediante cromatografia
liquida, procedimiento adaptado @duoch et al 2004, Jieet al 2006) se utiliz6 un cromagfrafo
equipado con bomba binaria HPLC Waters 1525, adaptado con una columna XBridge Shield RP18
5mm, 4,6x150mmy diametro interno de,2mm empleando un detector UV Waters 2489 a una
longitud de onda de 26&nh Como fase movil se emple6 una mezclaalacion buffer de KKEPO,
50mM a pH 6,8 y metanol en un flujo denl/min con relacion Buffer/Metanol de 88/12v. El
cromatograma caracteristico del RSD puedeseren la Figura 2i 3, pero un pico plenamente
definido no es obtenido, ya que no parte de la linea basepasi] objeto de limitar el aredel
pico que se forma en aproximadamentering sele realiza un ajuste a la suma de tres funciones
del tipo distribucién normal mediante minimos cuadradegresentadas en Fgura2i 4 y segun
la Ecuecion (2i 4) .
Figura 2i 3. Cromatogramade HPLC tipico dd RSD
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Figura 2i 4. Ajuste del pico correspondiente al RSD utilizando funciones de distribucion normal.

Donde:

3 @ P>

0,015

0,010

(262nm)

0,005

Unidades de Absorcion UA

0,000

Tiempoen minutos

Sefal de absorcion.

Q (2 4)

. VG

Variables para el ajuste de minimos cuadrados.

Desviacion estandar de la funcién nornsal0,03, igual en las tres funciones

Valores medios, constantes=1 , i = 1 ,mi0m= 1 ,mi5

En laFigura2i 5 se presenta unzurva de calibracién construida a partir de soluciones patrén de

concentracion conocida. Los valores fueron corregidos pues el farmaco se pesa cohBHRSD

de peso molecular 58g/mol mientras la concentracion corresponde al @B de peso

molecular 30§/mol
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Figura 2i 5. Curva de Calibracion de HPLC de la concentracion del RSPAnh
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Concentracion RSD (pg/mL)
=
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2.2.6 Cultivos Celulares

Las muestras para el culbicelular se preparan solubilizanids poliuretanoCL/PECGHMW al
1% w/v. Una vezalcanzada la total disolucipse divide en tres solucionpara producir tres clases
de mezclas, con su respectiva identificaclén

Mezclal: No sufre modificaciones$D: PCL/PEO-HMW

Mezcla2: Se adiciona particulagpurasdeHAp; ID: PCL/PEO-HMW -HAp

Mezcla 3: # adicionan particulas de HAp+RSID: PCL/PEO-HMW -HAp+RSD.

Enlas mezclas 2 y 3 ebntenido de HAp e80%w/w respecto al polimerdtdAp+RSD seprepara

de acueailo alprocedimiento descrito en la seccihi.3

Inmediatamente antede ser goteada sobren cubreobjeto de vidrio de f#n la mezcla se
suspende y hoageniza mediante agitacion manual. Se realiza una adicioniie BQina vez el
solverie se ha evaporado en condiciones ambientales se somhktal asatio para asegurar la
eliminaciontotal del cloroformo.Sin ser retiradas de los cubreobjetos de vidrio, las muestras se
almacenan protegidas de la jen recipientes con desecante, hastausilizadas en el respectivo
cultivo. La preparacion de los medios de culfisiembra de los osteoblastpssus métodos de

evaluaciérsedescriberen el AnexoA.
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2.3 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

2.3.1 Avance dela Reaccion

Figura 2i 6. Avance de la reaccion para poliuretanos PCBEO-HMW
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En la Figura 2i 6 se observa la evolucién de la reaccion de polimerizacién de los poliuretanos
PCL/PEGHMW. Es evidente la dispersién de los puntos experimentales haciendo dificil la
identificacion de una temghcia, en especial para el poliuretano de PEO GHNIW; esta
dispersion puede atribuirse al aumento de la viscosidad de la mezcla reactiva, mas prominente que
la correspondiente al poliuretano de PEO 0/100, teniendo en cuenta el aumento de HMDI utilizado
en la reaccién (Ver discusion de las causas de error del método de titulacion inversa en la seccion
1.3.1). Las curvas correspondientes a las composiciones rida€le, desdel poliuretano de PCL
100/6HMW hastaPCL/PEGHMW=90/10HMW, presentan un comportamiento similar entre si,
alcanzando un avance entre 85 y 90%; la curva correspondieptdivretano de PE@/100

HMW parece obtener un mayor avance de reacemdmenor tiempo, alcanzando entre 90 y 95%.

2.3.2 Distribucion de Peso Molecular

El mayor peso molecular obtenido por parte del poliuretano de PEGIBM®) comparado con
el peso molecular del poliuretano de PCL 108MW, segin se observa en Teabla 2i 3,

corresponde con un avance de reaccion superior para los polimeros de PEO. El poliuretano de PCL
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100/0HMW registra un mayor peso molecular que lo obtenido en el poliuretano de PCL 100/0 y
todavia presenta fracciones correspondientes al macromero PCLdiol, segin se aprédtiguean la

21 7; de otro lado, el poliuretano de PEO O/HRIW no registra cadenasorrespondientes al
macromero PEO4000 segun Rigura 2i8, y presenta un peso molecular mayor que el
correspondiente al poliuretano de PEO 0/100; esto se atribuyenal mumento del contenido de
HMDI (cambio de 4,0%w al 4,11%v de HMDI) que produce pocos grupos y terminaciones de

cadena capaces de reaccionar, formandose solamente cadenas de alto peso molecular.

Tabla 2i 3. Peso molecular promedio para poliuretano®CL/PEO y PCL/PEO-HMW

Macrémero | 1 indice de
o Polimero ) Polidispersidad
PCLdiol 2.947 1.621 1,8
100/0 59.344| 26.953 1,9
100/0HMW | 112.093| 46.688 2,4
PEO4000 4.217 3.926 11
0/100 42.966| 19915 2,2
0/100HMW | 187.060| 103.801 18

Figura 2i 7. Distribucion de peso molecular déospoliuretanos de PCL 100/0 y100/GHMW
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Figura 2i 8. Distribucion de pesomolecular delospoliuretanos de PEO 100/0 y0/106HMW
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2.3.3 Fase amorfa y fasestalina

Se evidencia una disminucion de las temperaturas de fOsionde transicion vitred,,, para los
poliuretanos PCL/PE®BIMW respecto a aquellas correspondientes gptidsiretanos PCL/PEO,
como puede observarse enlabla2i 4, que resume los datos obtenidos del primer calentamiento
segun laigura2i 9. También es evidente una menor temperatura de cristalizacion, cef€aate 0
contenido mayoritario de PCL, y 3D en el poliuretano de PEO 0/X6IMW como puede
observarse en ligura2i 10.

Tabla 2i 4. Propiedades térmicas de los poliuretanos PCL/PEGIMW comparados con los
poliuretanos PCL/PEO, medidos en el primer calentamiento.

PCL/PEO-HMW PCL/PEO
PCL PCL Tg Tm DH Tg Tm DH
(% mol) | (%ow) | (°C) | (°C) | (I/g) | %Cristal | (°C) | (°C) | (J/g) | %Cristal

100,0| 100,0| -561| 37,8| 378 27,7 -53,2| 45,5| 659 48,4
99,5| 99,0/ -54,9| 35,8| 417 -~ -~ -- -- --
97,0 94,2| -55,9| 36,4| 387 -- -- -- -- --
90,0 81,8|-58,3| 35,0| 41,7 -- -54,4| 42,2| 61,8 --

0,0 0,0| -58,1| 55,0|112,1 56,1 -509 | 50,8| 128,5 64,3
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Figura 21 9. Termogramas de DSC, primer calentamiento paréos poliuretanos de PCLPEO-HMW,
comparados conos poliuretanos FCL/PEO
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Figura 2i 10. Termogramas de DSC, enfriamiento después de borrar la historia térmica, para
poliuretanos PCL/PEO-HMW, comparados con poliuretanos PCLPEO
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La disminucién del valor d&,, se atribuye a la presencia de cristales de menor tamafio, dado el

alto peso molecular de los poliuretanos, ya que los segmentos de PEO y PCL poseen menor
movilidad debido a su inclusién dentro de cadenas de gran longitud, impidiendo su organizacién en
lamdas. Esto se asocia a la viscosidad del polimero, la cual aumenta con un mayor del peso
molecular, tanto en solucién como en el estado fundido. Asi, cuanto mas viscoso es el medio hay

mayor dificultad de difusion de las cadenas para incorporarse a tadesrisn crecimiento. Esto es
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valido tanto en el primer calentamiento (muestras cristalizadas a partir la evaporacion del solvente
de su disolucién) y en el segundo calentamiento (muestras cristalizadas a partir del estado
fundido). Estas limitaciones eralformacién de cristales, también explican el menor grado de
cristalinidad obtenido, siendo evidente en el tamafio de los picos de fusiéon y a su vez en menores
valores del calor de fusiofH, en igual situacién durante el segundo calentamiento segun la
Figura2i 11

Figura 2i 11 Termograma de DSC, segundo calentamiento para poliuretanos PGEO-HMW
comparados corpoliuretanos PCL/PEO
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Se observan picos dobles de fusién durante el primer calentamiento, donde las muestras se fabrican
a partir de la evaporacion de solvente; al igual que los poliuretanos PCL/PEO, esto puede
explicarse por la presencia Benelas de EEO dentro de una fase mayoritaria de PCL, que también

ha formado sus propidamelss; la formacion de estdamela se lleva a cabo después de la
evaporacion del solvente pero no de manera simultanea; es de aclarar que a partir de estos
termogramas no esopible asegurar que cada pico corresponda a uno u otro componente. El
desdoblamiento del pico de cristalizacién no se aprecia durante el segundo calentamiento, en que
las muestras han sido fundidas y posteriormente enfriadas, lo que apunta a una ddataliza
simultanea de cada componente en fases separadas durante el enfriamiento, procesos que no

influyen entre si.
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En los poliuretanos PCL/PEBMW, al igual que en los poliuretanos PCL/PEO, existe influencia
mutua entre los segmentos de PCL y PEO en elentorde la cristalizacion, principalmente en
cantidades comparables de cada compor(®dgma et al 1992) Esta influenciacausaria que el
tamafo de ldamelacristalinasea menor y asi reflejado en menoresnesl deT,, respecto a los
poliuretanoglie PCL100/0HMW y de PEQO/100HMW.

El aumento en el peso molecuti un polimeramplica una mayor longitud de cadepaor tanto
un mayor impedimento para su organizagitin que se traduciria en un aumento Tge Sin
embargo, el mayor peso molecular de los poliuretanos PCI-HM® en comparacion con los
poliuretanos PCL/PE@roduceel efecto contrario, seglge reporta en [&abla2i 4. Esto se puede
explicar por el menor grado de cristaliniddellos poliuretanoBCL/PEGHMW, lo que adjudica a

las cadenas en fase amorfa una mayor movilidad y por tanto una Taenor

2.3.4 Absorcion de Agua

La FiguraZ2i 12 representa la capacidad de absorcion de agua de los poliuretanos PEIVREO
sin incluir el poliuretano de PEQ/100HMW que se disuelve totalmente,etipoliuretano de PCL
100/6HMW en laque no fue detectada capacidad de absorcion. Se utiliza una escala logaritmica

para observar en mayor detalle las curvas.

Con tan solo 1% de PEQ los poliuretanos PCL/PEBMW adquiere aproximadamente un 4%

de agua, aumentando con mayor contenido de RBE®Unices composicbnesque puede ser
comparadas son PCL/PEO=90/10 y PCL/PH@W=90/10HMW, donde se observa una
diferencia en la hidratacion cercana a 15% en favor del poliurdd@gPEQHMW=90/10

HMW. De igual manera, parece que la capacidad de @bsoha de ser superior para los
poliuretanos PCL/PE®IMW, aungque no es posible confirmarlo con los datos disponibles. Sin
embargogesta mayor capacidad de absorgi@dria explicarse mediante el grado de cristalinidad,

gue es menor para estos polimerosalttepeso molecular; es decir, poseen mayor cantidad de fase
amorfa que es mas susceptible de ser hidratada que la fase cristalina. En la descripcion de la
degradacién hidrolitica de este tipo de polimeros en solucién acuosa, la fase amorfa se degrada
preferentemente sobre la fase cristalfivondalet al 2012) lo que se produce como consecuencia

directa de una mayor absorcion de agua por parte de la zona amorfa.



75

Figura 2i 12 Cantidad de agua absorbidapor los poliuretanos. @mparacién entre PCLPEOYy
PCL/PEO-HMW
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2.3.5 Propiedades Mecanicas

Figura 2i 13. Curvas de Esfuerzoa partir de los ensayos de taion para los poliuretanos PCL/PEG
HMW a temperatura ambiente
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Segln se observa en Fgura 2i 13, los poliuretanos PCL/IPEEMW presentan menor rigid

gue los poliuretanos PCL/PEO. Aumentando el contenido de PEO hasta (FB%L/PEQ
HMW=90/10HMW), los poliuretanos soportan menores esfuerzos a la fractura que los
poliuretanos de PCL 106#8MW y de PEOO/10GHMW, lo que podria extenderse a las demas

composiciones intermedias, no evaluadas en este estudio. Ademas, segun los valOiaslals |
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5, el poliuretano de PEQ/1I00HMW alcanza los mayosevalaes del modulo elasticg, lo que
concuerda con una naturaleza de mayor rigidez respecto a las demas composiciones. Por tanto, una
mayor rigidez puede asociarse al grado de cristalinidad. Asi, los poliuretanos PCL/PEO tienen
mayor grado de cristalidad, por tanto presentan mayor rigidez respecto a los poliuretanos
PCL/PEGHMW; de igual manera, a mayor contenido de PEO, mayor cristalinidad y a su vez
mayor rigidez.

Tabla 2i 5. Propiedades mecanicas desdgoliuretanos PCL/PEGHMW a partir de las medidas de
tension a temperatura ambiente

Fluencia Fractura
PCL/PEO E Elongacion| Esfuerzo | Elongacion | Esfuerzo
(mol/mol) | (MPa) (%) (MPa) (%) (MPa)
100/0 53+ 3 - - 65 + 1| 48 + 0,0
99,5/05 | 54 + 2 - - 58 + 14| 52 + 0,1
97/3 36 + 13 - - 64 + 1| 42 + 04
90/10 P2+ 2 - - 45 + 6| 35 = 02
0/100 (141 + 6| 12 + 1| 8+ 0,0/ 40 + 0 70 £ 0,0

Muestras ddctiles, es decir, la fractura ocurre después del punto de fluencia.

El médulo de almacenamienth, frepresentado en kigura 2i 14, confirma la reduccion de la
rigidez en composiciones intermedias en los poliuret&@sPEQHMW, en comparacion a$
poliuretanos de PCLLOO/GHMW y de PEOO/10GHMW, de manera similar al comportamiento

observado para los poliuretanos PCL/PEO.

Figura 2i 14. MAdulo de Almacenamientq E Ppara poliuretanos PCL/PEO-HMW
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Asignando la temperatura de relajaci#&nTa, al maximo valor del médulo de disipacidn,o que

se representa en Rigura 2i 15, de igual manera a lo hecho con los poliuretanos PCL/PEO, el
comportamiento d&a tambiénexhibeuna reduccion en composiciones intermedias respec® a |
poliuretanos de PCLOO/OHMW y de FEO 0/100HMW, segun se resume enTabla2i 6.

Figura 2i 15. Modulo de Disipacion E ¢ para poliuretanos PCL/IPEO-HMW
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Tabla 2i 6. Tg medido mediante DSC yT a medido mediante DMA, comparandolos poliuretanos
PCL/PEO-HMW y PCL/PEO

PCL/PEO PCL/PEO-HMW

PCL | PCL | Tg(°C) | T.(°C) | T,(°C) | T.(°C)
% mol) | (%w) | DSC DMA DSC DMA
1000| 100,0| -575 -50,0 -56,0 471
99,5 99,0 - - 54,9 -463
97.0| 94,2 - - -55,9 519
90,0| 81,8 - - - -54,0
00| 00| -51,0 422 58,1 42,1

La presencia de una posible relajacion adicional enttengeratura deelajaciona, Ta, y la
temperatura de fusiéi,, puede ser consideraéa el poliuretano de PEO 0/:6IMW seguin se
apreciaen laFigura2i 16 y ampliada en l&igura2i 17, distorsién que se tratbmouna segunda

transicion vitreaen los poliuetanos de PCL/PEO con mayor contenido de PEO. De hecho, al
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realizar la comparacion del comportamiento Eléen la Figura 2i 18 puede observarse que
efedivamente ambos poliuretanos con 100% de PEO, describen un segundo punto de inflexion en
20°C aproximadamente, quegriaser asignado anarelajacionentreTay Ty,

Figura 2i 16. Factor de pérdida, Tand, para poliuretanos PCL/PEO-HMW .
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Figura 2i 17. Factor de Pérdida,Tand| para el poliuretano de PEO 0/10eHMW. Se indica la distorsién
entre -30 y 20°C, asociado a ungposiblerelajacién de cadena
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Figura 2i 18 Mddulo de Almacenamiento E fcomparando poliuretanosde PEO 0/100 y 0/10B{MW.
Se sefiala un segundo punto de inflexipasociado a una posible relajacion de cadena
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Una relajaciérintermedia entr&ay Tn, en efecto ha sido descrita en la literatura por R. F. Boyer
en varias publicaciones, y cuyo trabajo ha sido resumido por D. W. Van Kré¢VelerKrevelen

et al. 2009) Ellos describen que algunos polnwe semicristalinos revelan un pico en las curvas
del médulo de disipaciors, § justo antes d&,,. La temperatura en que este pico presenta su valor
maximo se denomiTac, y Se asocia a una rotacion impedida de las cadenas de polimero dentro
de los cristkes plegadogVan Kreveleret al. 2009) Aungue en el caso diespoliuretans de PEO

0/100 y 0/106HMW, el pico asociado a esta relajacion no es evidente en las cun&as die
podria asociarse ka distorsid presenteentreTa y T,, en las correspondientes curvasTaad,
aungue no hay elementos suficientes para conchspecto a la naturaleza de esta posible

relajacion.

2.3.6 Adsorcion y Liberacion deRisedronatode Sodio

El proceso de adsorcion del RSD se representakgusa2i 19, la cual describf&a concentracion

del RSD dentro de las particulas de HAp presente en las muestesrasmunmersas en la
solucién de KCl y RSD durante la adsorcidstosdatos se obtienen a partie las diferencias
entre laconcentradn inicial en la solucién y la concentracién en cada tiempo en que se toma la
respectiva muestra, medidas mediante PLC. Los datos obtenidos se ajustan a un modelo de
seudo segundo ordesegun laEcuaciéon(2i 5), guede manera empiricha podido seajustalo a

procesos de adsorcion de un soluto sobre un adsoBerze@n 2004)
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Figura 2i 19. Concentracion de RSDAnh, [RSD], en las particulas de HAp durante el pceso de
adsorcion Ajuste al modelo de seudeegundo orden
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Donde:
[RSD] Concentracién del RSBnh en HAp
[RSDs] Concentracion del RSBnh en el equilibrio. 66,89zsg/Mguap
K [min] Constante

Al integrarla Ecuacion(2i 5) entre los limite$-=0 y F=F, t=0 yt=t, se obtiene la Ecuacidgi 6).
El valor dek halladoes 0,%6min" parala adsorcion de RSD en HAmsignando un valor de
[RSDp]=66,979rsdmguae aproximado al obtenido a las 8e adsorcion, donde al parecer se ha

alcanzado el equilibrio.

r%;;bsé YYO (2 6)

YYO
p

La liberacion del RSDdesde las muestras de poliuretano PCL/BON con HAp+RSD
incorporado,hacia lasolucion de PBS seepreserd en la Figura 2i 20, donde se describe la
concentracion de RSD en la solutién que se introduce la muestra con el RSD previamente

adsobido. Los valores porcentualesrsreferidosa la maxima concentracion posible en la solucion
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si todo el RSDpresente en la HAp de la muestliberara, que corresponde a 44—,5T y se

aplica para todas las muestr&e analizantambién muestras de cantidesl equivalente de
HAp+RSD, para efectos de comparacion con aquellas muestras en que HAp+RSD esta
incorporado en los poliuretanos PCL/PEMW. Se puede observar un periodo inicial en que el
RSD no es liberado durante los primet@min en las muestras que contienen PEO. Este periodo

es mayor parel poliuretano de PCILOO/0CHMW que dura hastah? Esto podria indicar que dado

el caréacter hidrofilico del PEO, el RSD se difunde a través del PEO hidratado desde las particulas
de HAp lacia la solucion de PBS, y en mayor proporcion con mayor contenido de PEO. Esto no
sucede coel poliuretano de PCILOO/O0HMW, pues siendo la PCL hidrofébica no se hidrata y por
tanto el RSD no puede pasar a través

Figura 2i 20. Concentracion de RSD en la solucién de PBS durante alggeso de liberacion de RSD
desdelos poliuretanos PCLPEO-HMW . Todas las muestras contienen RSD+HAp.
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La liberacién con mayor velocidad y concentracion corresponde a laddidpjurante Halcanza

un maximo correspondiente a 45% aproximadamente. Esto puede asociarse a una mayor superficie
de contacto, pues no existe polimero que rodee las particulas, gredmitina mejor difusion del

RSD.

En la mayoria danuestrasse manifista una disminucién de la concentracion de RSD en la
solucién, lo cual pedeasociarse con la degradacion ffemaco,que en efecto ha sideportada

en solucion acuosa &0°C. (Aluoch et al 2004) Por el contréo, la composicion EL/PEO
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HMW=90/10HMW muestra uraumento de la concentracion 8D enla solucion durante todo
el procesade liberacionlo que podria atribuirse a una contirdifusion del RSDa travésde la
matriz poliméricay hacia la solucidrsituaciénposibledadoel alto contenido de PEQLO%mol), a
una velocidad superior a \velocidad eue el RSD se degradaria en la solucion.

Para verificar si existe degradacién del RSD, se comparan los cromatogramas de liberacion de las
muestras de HAp+RSBin incorporarse al poliuretanopn el correspondiente a una solucion
patron, en los que puede apreciarspi@ principal en 1,&in asociado al RSPsegun se puede
observar en I&igura2i 21.

Figura 2i 21 CromatogramasHPLC deliberacion de RSDdesdemuestras de HAp+RSD Se evidencia
la degradacion del RSD en solucion por el cambio de posicion del gpien aproximadamente 2,in
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En los cromeogramas de liberacién es evidentepieo adicionalen aproximadamente 2yiny

gue no esta presente en la curva patedte pico parecdesplazaehacia tiempos mas largos de
deteccibéry con mayor intensidaal medida que el tiempo de liberacion aumenta su vez el pico
en 1,6nin disminuye su intensidadzstas observacionesu@denasociarse a la formacion de
productos de degradacion que forman el pico emid, 1o que se produce simultaneamente con la

disminucién del RSD en la solucién, verificando por tanto la degradacion del RSD en solucion.
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2.3.7 Comportamiento celular.

A pesar del menor contenido de PEO en los poliuretanos PCHANE® en comparacion con los
poliuretanos PCL/PEO, las células sembradas sestes materiales no presentan buena
adherencia; aunque la presencia de las células fue evidente durante el cultivo, las células se separan
del material debido a la tensién de cizalime elliquido ejerce sobre ellas durarites cambios de

medio, lavadoy la fijacién al cultivo final Por tanto, se decide incorporar fibronect{f&l) a

todas las muestras con o sin HAp, segun procedimiento descrito en el Anewa el fin de
favorecer la adhesion celular. FN es una glicoproteina presente en la matriz extracelular, en el
plasma y en otros fluidos corporales, y posee prominentes propiedades adhesivas hacia otras
proteinas; entre sus funciones se dmstau participacion en la migracion celular durante la
curacion de heridas, asi como la regulacion del crecimiento y diferenciacion ¢&jadret al.

1998)

Figura 2i 22. Adhesion de osteoblastosh3después de la siembra sobre muestras de PCL/PEAMW*
sin incorporacién de FN.
100/0-HMW 99.5/0.5-HMW

97/3-HMW 90/10-HMW
* Imagen tomada utilizando microscopio de fluorescencia. El nacleo celular y el citoesqueleto son
teflidos con DAPI yPhalloidin respectivamente, segin procedimiento descrito en el AneRo

Segln puede apreciarse enHmura 2i 22, las células se adhirieren y extienden sobre los
poliuretanos PCL/PE®IMW después delBen cultivo. No se observan células redondeadas o

despegadas, como si era evidente sobre lagrpt@inos PCL/PEO de menor peso moleculdo.
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fue posible seqguir cultivando las muestrasP@t /PEGHMW=90/10HMW durante el periodo
planteado porque las muestras se desprendian de su soporte de vidrio haciéndose inmanejables,
debido al hinchamiento del PEO; este desprendimiento también sucedié en tiempos mas largos
para las muestras d@CL/PEGHMW=99,5/9,5HMW y PCL/PEOGHMW=97/3HMW, pero en

menor medida y sin comprometer la integridad de la muestra. Asi, se descartan la muestras que
contienen el poliuretandCL/PEQGHMW=90/10HMW para posteriores cultivos.

Se procedié entonces a la siembra sobre las rase8CL/PEGHMW-HAp y PCL/PEGHMW -
HAp+RSD, con el fin de evaluar el efecto del RSD en el comportamiento de los osteoblastos. En la
Figura 2i 23 se presdian los datos de absorbancia de las muestras de los cultivos después de

aplicar el procedimiento colorimétrico utilizandéamar Blue seguiin se describe en el Anexo

Figura 2i 23. Ensayo deAlamar Blue. Proliferacion celular de osteoblastos sembrados sobre muestras
basadas en poliuretanos PCL/PEEHMW
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La absorbancia leida esta relacionada con l@idatl metabdlica de los osteoblastos; entonces,
considerando una actividad metabdlica constante por célula, una creciente absorbancia se relaciona
con una mayor poblacién celular, es decir, las células proliferan. En las muestras del poliuretano de
la PCL 100/GHMW-HAp y 100/6HMW-HAp+RSD, no hay una marcada evolucién en la
absorbancia; eso puede ser debido a que las células ya estan en confluencia desde el primer tiempo
de cultivo ensayado (4 dias), por lo cual no se aprecia un cambio significatifecten s sabido

gue los osteoblastos presentan una curva de proliferacién logaritmica hasta llegar a confluencia,

donde la proliferacion cesa y las células empiezan a diferenciarse, momento en que inician la
















































































































































