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RESUMEN

En este trabajo se propone la obtencibn de un material compuesto
nanoestructurado hidroxiapatita — biopolimero para ser utilizado como implante de
tejido cartilaginoso. Se sintetizd una pelicula de este material tratando de imitar las
propiedades del cartilago hialino utilizando hidroxiapatita altamente biocompatible y
un biopolimero similarmente biocompatible (por ejemplo, colageno y grenetina).
Para actuar como la fase inorganica del compuesto, nanofibras de hidroxiapatita
hexagonal altamente cristalina fueron sintetizadas, logrando una. orientaciéon
cristalina preferencial en la direccion [001]. La orientacion preferencial y la
morfologia de las nanofibras son extremadamente importantes ya que son
relevantes para lograr la resistencia mecanica que necesita el implante. La fase
organica, conformada por el biopolimero (colageno / grenetina), otorga las
caracteristicas del cartilago hialino presente en el cuerpo humano. La concentracion
ideal de colageno / grenetina se establecié entre 20 y 25% en peso para obtener
una composicion similar a la del cartilago hialino. Se afadié hidroxiapatita en
concentraciones de 5% y 10% en peso, usando un sonotrodo para mejorar la
actividad quimica y dispersar adecuadamente las nanofibras de hidroxiapatita; se
us6 una solucion de fosfato para facilitar la unién entre las fases. Los analisis DSC
y TGA muestran que se logrd una interaccién quimica entre las fases inorganicas y
organicas, también revelan a que temperatura se comienzan a degradar las
peliculas y como la hidroxiapatita modifica algunas de las propiedades del material.
Los analisis FTIR confirman la union entre ambas fases con una posible interaccion
entre grupos amida de los biopolimeros y el calcio de la hidroxiapatita. Las
micrografias SEM muestra una muy buena dispersion de la hidroxiapatita, una
distribucién homogénea de la misma y una excelente integracién de las nanofibras
con el biopolimero. Finalmente, las pruebas mecanicas muestran un
comportamiento interesante por la manera en que las propiedades cambian al variar
la concentracion de hidroxiapatita en las peliculas compuestas.

(Palabras_ clave: Hidroxiapatita, Colageno, Grenetina, Biomaterial, Cartilago
hialino, Tejido cartilaginoso)
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ABSTRACT

In this work, the obtention of a composite hydroxyapatite — biopolymer
nanostructured material is proposed to be used as a cartilaginous tissue implant. By
using highly biocompatible hydroxyapatite and a similarly biocompatible biopolymer
(e.g. collagen) a film was synthetized trying to mimic the properties of hyaline
cartilage. To act as the inorganic phase of the composite, highly crystalline
hexagonal hydroxyapatite nanofibers were obtained, achieving a preferential
crystalline orientation in the [001] direction. The preferential orientation and the
morphology of the nanofibers are extremely important as it is believed the
morphology modifies the mechanical strength of the composite material. The organic
phase, made of the biopolymer (collagen/gelatin), delivers the features that mimic
the hyaline cartilage present in the human body. The ‘ideal collagen/gelatin
concentration was stablished between 20 — 25 wt. % in order to obtain a similar
composition to that of hyaline cartilage. Hydroxyapatite was added in concentrations
of 5 wt. % and 10 wt. % using a sonotrode in order to enhance the chemical activity
and properly disperse the hydroxyapatite nanofibers, a phosphate solution was used
to enable the union between phases. DSC and TGA results show that a chemical
interaction between the inorganic and organic phases is achieved, they also display
the degradation temperature of the films and how hydroxyapatite modifies some
properties of the material. FTIR analysis confirm the link between both phases by
revealing an interaction between the biopolymer amide groups and the calcium
present in hydroxyapatite. SEM images show a very good dispersion, homogeneous
distribution and excellent integration of hydroxyapatite nanofibers with the
biopolymer. Finally, the mechanical tests show an interesting behavior in the way
the properties of the composite films change as the concentration of hydroxyapatite
varies.

(Key words: Hydroxyapatite, Collagen, Gelatin, Biomaterial, Hyaline Cartilage,

Cartilaginous Tissue)
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1. INTRODUCCION

Aun con los grandes avances en el campo de la medicina, la reparacion del
tejido cartilaginoso contintia siendo un gran reto. Existe una falta de biomateriales
disefiados para reemplazar el tejido danado y que sean capaces de promover la

regeneracion del cartilago (Yang, Zhang, Yue, & Khademhosseini, 2017).

La hidroxiapatita (HAp) sintética es biocompatible y bioactiva. Por esta
razon, ha sido extensamente utilizada en el campo de la medicina como material de
implante para la restauracion de dientes y huesos dafados (Alanis-Gomez et al.
2016). Estas caracteristicas le dan a la HAp el potencial para ser utilizada como

base para la ingenieria de tejidos cartilaginosos.

Al ser utilizada junto con un biopolimero, similarmente biocompatible, como
el colageno, se espera poder reproducir las propiedades mecanicas y estructurales
del cartilago hialino el cual esta localizado al final de los huesos, en las costillas, en
la nariz, en la laringe, en la traquea y enlos bronquios (Paxton, Peckham, & Knibbs,
2018).

El tejido cartilaginoso esta compuesto por una matriz extracelular (ECM) y
por condrocitos, estos son los responsables de mantener la integridad del tejido. La
ECM se compone de una red de colageno y de proteoglicanos, en conjunto, estos
determinan las propiedades mecanicas y las caracteristicas fisicas del cartilago
(Aigner, et al., 2007). El colageno es la proteina estructural mas abundante dentro
de la ECM. Alrededor del 90% del peso en seco del cartilago hialino es colageno
tipo Il (Zhao, Jin, Cong, Liu, & Fu, 2013).

Por esta razén se eligio el colageno y a una de sus formas parcialmente
hidrolizadas (la grenetina) como los biopolimeros a utilizar en conjunto con la HAp

para la sintesis del material que concierne a esta investigacion
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cartilago posee una capacidad muy limitada de auto-reparacion y esta
sometido a muchos esfuerzos a lo largo de la vida, esto provoca un desgaste que
se presenta en forma de distintos malestares, como dolor e incluso pérdida de la
capacidad de movimiento (Ohyabu et al., 2010). Los defectos de la interfaz
osteocondral generalmente involucran lesiones tanto de cartilago hialino (cartilago
articular) como del hueso subcondral subyacente causados por traumatismos,
enfermedades o por envejecimiento (Yang et al., 2017). Ademas, el cartilago hialino
también se encuentra en zonas como la nariz, la cual, al ser afectada
estructuralmente, requiere de cirugias reconstructivas para reemplazar el tejido

cartilaginoso dafado.

Esta necesidad genera una busqueda de nuevos métodos y materiales que
buscan mejorar o reemplazar los procedimientos actuales, entre los que se
encuentran la cirugia reconstructiva o artroplastia total de rodilla (Ohyabu et al.,
2010). Aun con los grandes avances en el campo de la medicina regenerativa, la
reparacion de la interfaz osteocondral continua siendo un gran reto. Esta ineficiencia
se genera principalmente de la falta de biomateriales disefiados para reemplazar
las zonas de tejido dafiadas y que sean capaces de promover la regeneracion del
tejido (Yang et al., 2017).

Ademas, los procedimientos actuales para la reparacion del tejido
cartilaginoso requieren en ocasiones mas de una cirugia, exponiendo al paciente a
los problemas que involucra un procedimiento quirurgico y su recuperacion. En
ocasiones también se requieren donantes y en caso de los autoinjertos, se causa la

morbilidad del sitio donante del tejido (Yang et al., 2017).
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3. JUSTIFICACION

La creacion de un material compuesto HAp-biopolimero como implante de
tejido cartilaginoso ayudara al tratamiento de los defectos y lesiones en el cartilago
hialino. Estos padecimientos involucran a las enfermedades reumaticas cronicas,

incluyendo a la osteoartritis (OA) y también a las lesiones traumaticas.

La OA es una enfermedad cronico-degenerativa que destruye gradual y
progresivamente el cartilago hialino que cubre la superficie articular de rodillas,
caderas, hombros, manos, tobillos y columna vertebral. La osteoartritis es la
enfermedad reumatica crénica que mas se presenta en Méxicoy en el mundo. Sus
sintomas incluyen dolor, deformidad e incapacidad funcional de las articulaciones
de mayor movilidad y que soportan mas carga. Es un padecimiento multifactorial
dentro de los que sobresalen la edad, sobrepeso, lesiones traumaticas, género y

predisposicion genética (Lavalle, 2010).

Cuando los defectos en el tejido cartilaginoso no son tratados, la
articulacién se deteriorara progresivamente, conduciendo a la OA y eventualmente
desencadenando en una discapacidad (Chen et al., 2009). Los defectos y las
lesiones relacionadas con el tejido cartilaginoso representan alrededor del 6% de
las discapacidades en personas de 30 afios o0 mas en los Estados Unidos de
América (Felson & Zhang, 1998).

La alta incidencia y prevalencia de la OA la han convertido en un problema
de salud publica global. Esta enfermedad es padecida por alrededor del 15% de la
poblacion mundial mayor a los 60 afios. Ademas, se calcula que la osteoartritis es
de 10 a 12 veces mas frecuente que la artritis reumatoide (Wieland, Michaelis,
Kirschbaum, & Rudolphi, 2005). La presentacion mas significativa de la OA es la de
rodilla y se incrementa a medida que aumenta la edad, 33% de los hombres y 53%
de las mujeres mayores a los 80 afios de edad presentan alguna evidencia de

osteoartritis (Felson et al., 1987).
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En México, la OA se considera la segunda causa de morbilidad en personas
mayores a los 60 afios segun la Encuesta Nacional de Salud (ENSA) (Secretaria de
Salud & Instituto Nacional de Salud Publica, 1998). La incidencia de la osteoartritis
de cadera es de 88/100°000 personas al afio y la de rodilla es de 240/100°000
personas por ano siendo las mujeres las mas afectadas con una incidencia de 1%

en mujeres de 70 a 89 anos de edad (Lavalle, 2010).

Estudios realizados con el fin de determinar los costos de enfermedades
musculo-esqueléticas, reportan a la OA dentro de los primeros cuatro lugares en
cuanto a demanda de atencion, ubicandose dentro de los mismos cuatro niveles en
cuanto a costos. Se estima que México destina 0.4% del PIB a la atencion de
enfermedades musculo-esqueléticas (Lavalle, 2010).  En paises desarrollados,
como EUA, Canada y Reino Unido, la carga economica de la osteoartritis es de
aproximadamente 2.5% del producto interno bruto (PIB) (March & Bachmeier,
1997). Ademas, la osteoartritis es la enfermedad reumatica cronica que mas se

presenta en México y en el mundo.

La pérdida de funcionalidad del cartilago articular debido a enfermedades
cronicas o traumaticas pueden desencadenar en condiciones debilitantes u
osteoartritis (Abbott, 2003). La reparacion de defectos del cartilago articular es un
gran reto en el area de cirugia ortopédica, debido a que muchas de las terapias
regenerativas, como la condrectomia y el perforamiento subcondral presentan

algunos problemas (Ohyabu et al., 2010).

De acuerdo con Yang et al. (2017), se presentan diversos problemas en los
procedimientos e investigaciones actuales en cuanto a la generacion de tejido

cartilaginoso, estas dificultades se exponen a continuacion:

El implante autélogo de condrocitos presenta los siguientes inconvenientes:
escases de una fuente de condrocitos, un largo periodo de recoleccién de
condrocitos, dificultad para fijar la solucién de condrocitos, ablacidon e hipertrofia del
periostio, baja efectividad en pacientes de edad avanzada, incapacidad de reparar
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la interface osteocondral y el cartilago en su totalidad ya que esto requiere de la
reparacion simultanea del hueso subcondral (Tuan, 2007), (Giannoni et al., 2005).
Ademas, el fijar directamente un injerto de condrocitos en un sitio que posea una
forma compleja es todo un desafio para los cirujanos (Chung, Mesa, Randolph,
Yaremchuk, & Burdick, 2006).

En el caso de los aloinjertos, se sufre de una fuente limitada de tejido,
rechazo, integracion insuficiente, baja viabilidad de las células debido al almacenaje
del injerto y la posibilidad de contagio de enfermedades. Los autoinjertos no sélo
carecen de integracion y de una fuente de tejido, también requieren de cirugias

adicionales y producen la morbilidad del sitio donante (Yang et al., 2017).

La dificultad cuando se trata de desarrollar constructos cartilaginosos
artificiales que imiten las caracteristicas del cartilago hialino, se basa en la
simulaciéon de las biofunciones unicas del cartilago hialino y de la interface

osteocondral, las cuales son bastante complejas en composicion y estructura.

Por ultimo, al buscar obtener biomateriales en forma de matrices
extracelulares (ECM), el reto se centra en generar materiales capaces de apoyar el
crecimiento y proliferacién de las células (andamios porosos), mantener los
fenotipos de los condrocitos y osteoblastos ademas de promover la diferenciacion

de las células madre.

De acuerdo a lo anterior, en este trabajo se propone la creacion de un
material nanoestructurado biocompatible con base HAp — biopolimero que pueda
sustituir y/o funcionar como implante de tejido cartilaginoso humano y que pueda
aminorar los efectos del dafo que sufren estos tejidos. Desde el punto de vista
quirurgico se puede eliminar el uso de materiales sintéticos que en ocasiones
generan reacciones adversas ya que no estan naturalmente presentes en el cuerpo
humano, evitando asi tratamientos adicionales que buscan evitar el rechazo del

cuerpo a dichos materiales.
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Desde la perspectiva de la recuperacion, al no tener un material ajeno al
cuerpo funcionando como cartilago, el rechazo sera mucho menor por lo que el
riesgo de sufrir una reaccion adversa del sistema inmunologico disminuiria
considerablemente. De esta forma se evita una reintervencion quirurgica y se logra

una recuperacion mas rapida y con minimos efectos secundarios.
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4. Estado del Arte

4.1 Antecedentes

Las terapias actuales para reparacion de cartilago son en su mayoria
quirurgicas e involucran procedimientos como: la estimulacion de la médula 6sea a
través de una microfractura (Mithoefer, McAdams, Williams, Kreuz, & Mandelbaum,
2009), implantes autélogos de condrocitos (los cuales pueden o no contener
biomateriales) (Harris, Siston, Pan, & Flanigan, 2010), autoinjertos y aloinjertos
osteocondrales (Raikin, 2009), entre otros. Asi mismo, células madre
mesenquimales (MSC’s) derivadas de la médula 6sea han sido investigadas como
células candidatas para la regeneracion de tejido musculo-esquelético, incluyendo

cartilago y hueso (Jancar et al., 2007), (lkoma, Muneta, & Tanaka, 2000).

La estimulacion de la médula 6sea involucra un tratamiento a base de
microfracturas en el cual se realizan pequefias perforaciones a través del tejido
cartilaginoso y del hueso subcondral con el fin de crear un flujo sanguineo y de traer
médula 6sea desde los tejidos circundantes. Se espera una regeneracion y
remodelamiento del cartilago y del hueso debido a la introduccién de células madre
y biomoléculas en los defectos. Sin embargo, este procedimiento puede resultar en
la generacion de fibrocartilago el cual posee biofunciones inferiores a las del
cartilago hialino (Galperin et al., 2013), (Kreuz et al., 2006).

El implante autélogo de condrocitos para regenerar el cartilago hialino ha
sido utilizado a lo largo de dos décadas con resultados quirurgicos hasta cierto punto
satisfactorios (Yang et al., 2017). Los inconvenientes de este tipo de implantes
incluyen la escases de una fuente de condrocitos, un largo periodo de recoleccion
de condrocitos, dificultad para fijar la solucién de condrocitos, ablacion e hipertrofia
del periostio, baja efectividad en pacientes de edad avanzada, incapacidad de
reparar la interface osteocondral y el cartilago en su totalidad (Tuan, 2007),

(Giannoni et al., 2005). Ademas, el fijar directamente un injerto de condrocitos en
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un sitio que posea una forma compleja es todo un desafio para los cirujanos (Chung
et al., 2006).

En el caso de los aloinjertos, se sufre de una fuente limitada de tejido,
rechazo, integracion insuficiente, baja viabilidad de las células debido al almacenaje
del injerto y la posibilidad de contagio de enfermedades. Los autoinjertos no sélo
carecen de integracion y de una fuente de tejido, también requieren de cirugias

adicionales y producen la morbilidad del sitio donante (Yang et al., 2017).

Existe también la sintesis de soportes porosos, los cuales constan de una
esponja de colageno la cual incorpora un compésito, por ejemplo,
hidroxiapatita/condroitin sulfato (pCol-HAp/ChS), que contiene materiales que se
asemejan a matrices extracelulares en los tejidos 6seos y cartilaginosos, los cuales
requieren de una alta resistencia a la compresién para ser usados en el area médica
(Ohyabu et al., 2010).

El tratamiento de los pacientes con algun problema en el tejido
cartilaginoso, a menudo requiere un implante con un diametro de 3 cm o mas, lo
que hace muy complicado la preparacion de un implante. Para estos casos,
soportes para la interface hueso-cartilago han sido estudiados, utilizando colageno
y sulfato de condroitina los cuales poseen una resistencia a la compresion facil de

usar clinicamente (Ohyabu et al., 2010).

Segun Yang et al. (2017), las dos principales maneras de abordar la
reparacion de la interface osteocondral y del cartilago hialino desde el punto de vista

de la ingenieria de tejidos son:

Desarrollar constructos cartilaginosos artificiales que imiten las
caracteristicas estructurales, las propiedades mecanicas y las funciones biolégicas
del tejido cartilaginoso. Por ejemplo, la generacién de piezas de tejido tridimensional
con una rigidez mecanica similar a la del cartilago hialino a través de la combinacién

de biopolimeros especialmente diseiados y tecnologias de manufactura avanzadas
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(Moutos, Freed, & Guilak, 2007). No obstante, la simulacién de las biofunciones
unicas del cartilago hialino y de la interface osteocondral, las cuales son bastante

complejas en composicidon y estructura, aun representa un gran reto.

El otro acercamiento se enfoca en la medicina regenerativa. La idea es
obtener biomateriales adecuados en forma de matrices extracelulares (ECM) que
promuevan el crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular en la zona de los
defectos lo que deja la tarea de regeneracién de los tejidos a los procesos biolégicos
locales. En estos casos, los materiales de las matrices no tienen que ser tan
resistentes como los tejidos nativos ya que soélo funcionan como ambientes
temporales para que las células progenitoras, condrogénicas u osteogénicas,
generen el cartilago. El reto en este caso es generar materiales capaces de apoyar
el crecimiento y proliferacion de las células, mantener los fenotipos de los
condrocitos y osteoblastos, y también promover la diferenciacion de las células
madre (Yang et al., 2017).

Estudios biolégicos han establecido que, ademas de satisfacer los
requerimientos del material en cuanto a composicion, se requiere de una estructura
tridimensional porosa interconectada con el fin de permitir el acoplamiento,
proliferacion y diferenciacion de las células, asi como para proporcionar caminos
para los biofluidos (Alonso-Sierra et al., 2017), (Ramay & Zhang, 2003).

A lo largo de la ultima década, la mezcla de materiales compuestos
conformados por polimeros naturales y una fase ceramica reforzante y bioactiva, ha
visto- una mejora. Gracias a esto, algunos de estos materiales compuestos han
logrado ser usados clinicamente. El colageno es usado ampliamente como un
biomaterial de andamiaje o soporte debido a sus propiedades biocompatibles y
biodegradables, mientras que la HAp sintética, casi idéntica a la bioapatita del
hueso, se ha utilizado ampliamente como un sustituto 6seo artificial (Padmanabhan
et al., 2015).
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Asi mismo, se ha encontraron que, al trasplantar colageno,
condroitinsulfato e hidroxiapatita dentro de un defecto del cartilago hialino, se
produce un efecto que promueve la regeneracion del tejido cartilaginoso (lkoma et
al., 2000).

Para los fines de la presente investigacion se requiere de hidroxiapatita
(HAp) hexagonal, altamente cristalina. Existen muchos métodos de sintesis
reportados para la sintesis de HAp, entre estos métodos se pueden encontrar la
sintesis hidrotermal, electrospinning o electrohilado, precipitacion quimica e
irradiacion de microondas. Todos estos son capaces de generar HAp
nanoestructurada, cada una con propiedades caracteristicas otorgadas por la

manera en que la hidroxiapatita fue sintetizada (Méndez-Lozano et al., 2017).

Estudios previos han demostrado que algunos aminoacidos son capaces
de inhibir el crecimiento de los cristales de HAp en algunas direcciones especificas,
debido a la adsorcion de estos aminoacidos en la superficie del cristal a través de
atraccion electroestatica o de la formacién de compuestos coordinados entre el
calcio de la HAp y los grupos funcionales amino y carboxilo de los aminoacidos, lo
cual influencia la morfologia de los cristales de apatita (Chander & Fuerstenau,
1984).

Sin embargo, lo que mas concierne a este trabajo es que se ha encontrado
que algunas proteinas con alto contenido de acido glutamico juegan un papel
importante en la biomineralizaciéon de tejidos, esto se debe a la mencionada
interaccién entre grupos carboxilo y los iones de calcio en la superficie de los
cristales de hidroxiapatita (Zhang, Zhu, & Wang, 2005).

La creacion de un material compuesto HAp-biopolimero como implante de
tejido cartilaginoso ayudara al tratamiento de los defectos y lesiones en el cartilago
hialino. Estos padecimientos involucran a las enfermedades reumaticas crénicas,

incluyendo a la osteoartritis (OA) y también a las lesiones traumaticas.
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4.2 Fundamentacion teorica

A diferencia de la mayoria de los tejidos, el cartilago es avascular, es decir,
no tiene vasos sanguineos, y posee un conteo bajo de células. Por esta razén el
cartilago carece de la habilidad de auto-curacion ya que su naturaleza provoca una
ausencia de nutrientes y de células progenitoras (Huey, Hu, & Athanasiou, 2012).
De acuerdo con lo encontrado en la literatura, esta es la razon principal por la que
se han obtenido resultados poco favorables al utilizar los tratamientos actuales
(Adegawa et al., 2009), ademas, los condrocitos presentes en el tejido cartilaginoso
son células altamente diferenciadas cuya capacidad de auto-reparacion esta

severamente limitada.

La hidroxiapatita hexagonal sintética.cuenta con excelentes propiedades
de biocompatibilidad y bioactividad. Como consecuencia, la HAp sintética ha sido
extensamente utilizada en el campo de las ciencias de la salud como material de
implante para la restauracion de dientes y huesos dafiados (Alanis-Gémez et al.,
2016). Estas caracteristicas le dan a'la HAp el potencial para ser utilizada como
base para la ingenieria de tejidos cartilaginosos y al ser utilizada junto con un
biopolimero, como el colageno, se espera reproducir las propiedades mecanicas y

estructurales del cartilago hialino.

Se espera obtener una HAp con un alto grado de cristalinidad y pureza
utilizando un método de sintesis hidrotermal asistido por microondas utilizando
acido glutamico como el agente guia del crecimiento cristalino de la HAp (Cabrera,

Veladzquez-Castillo, & Rivera-Mufioz, 2011).

Se ha encontrado que se pueden elaborar estructuras diferentes y
jerarquicas de tejido duro durante el proceso de biomineralizacidn, y estas estan
constituidas de diferentes morfologias de cristales de hidroxiapatita. Por esta razén
muchos esfuerzos se han enfocado en el desarrollo de nuevos métodos de sintesis
que permitan controlar la morfologia de esos cristales. Este control es de suma

importancia debido a que el control de la morfologia de las particulas HAp a lo largo
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del proceso de sintesis es crucial para las diferentes aplicaciones del material. Asi
mismo, las caracteristicas estructurales determinan las propiedades micro y
macroscopicas de la hidroxiapatita (Rivera-Mufioz, Velazquez-Castillo, & Cabrera-
Torres, 2010).

4.2.1 Hidroxiapatita (HAp)

La hidroxiapatita (HAp) cuya férmula quimica es Ca1o(PQ4)s(OH)2, es el
equivalente sintético mas parecido quimicamente al principal componente mineral
presente en los huesos humanos, el cual es una apatita carbonatada de calcio con
una deficiencia de grupos hidroxilo y que incluye pequenas cantidades de materiales
dopantes como el magnesio y el sodio que sustituyen al calcio. Mas de veinte afios
de investigacion han mostrado consistentemente que la HAp exhibe una excelente
biocompatibilidad, bioactividad y, si es porosa, osteoconduccion in vivo (Roeder,
Converse, Leng, & Yue, 2006), (Ramay & Zhang, 2003).

4.2.2 Tejido Cartilaginoso

El tejido cartilaginoso (ver Figura 1) estd compuesto por una matriz
extracelular (ECM) y por células llamadas condrocitos, estas células son las
responsables de mantener la integridad del tejido. La matriz extracelular se
compone de una red de colageno (I, IX y XlI) compleja y de proteoglicanos (en su
mayoria agrecano). En conjunto, el colageno y los proteoglicanos determinan las
propiedades mecanicas y las caracteristicas fisicas del cartilago segun su funcién
(Aigner, Haag, Martin, & Buckwalter, 2007).

El colageno es la proteina estructural mas abundante dentro de la matriz
extracelular. Alrededor del 90% del peso en seco del cartilago hialino es colageno
tipo Il. La red de colageno cruzada se compone de aproximadamente 70% de agua
y le proporciona la forma y resistencia mecanica al cartilago durante la articulacién
(Zhao et al., 2013).

23



Zone 1:
Tangential zone

i Zone 2:
Chondracytes o) N @ Y Transitional zone
: , V7ot
@ ) -.__. . .I'I
Collagen fibers ———8 ——» ® .I |
o2 ©/®
@ - (& TN Zone 3:
Ground s bstanm—-@ ) ®@ (O @y ©) oo el 0
u u i
@ o\l @)Dk
Tide mark ——> (o). 0 o = ~
Hypertrophic ’ ( Zone 4:

chondrocytes Calcified cartilage

Subchondral bone

Cancellous bone

Figura 1. llustracion del tejido cartilaginoso hialino presente en el cuerpo humano
(Matta & Zakany, 2013).

De acuerdo con (Paxton et al., 2018), existen tres tipos de cartilago en el

cuerpo humano:

*  Cartilago Hialino: Es el mas comun, se encuentra en las costillas,

nariz, laringe y traquea. Es un precursor de los huesos.

* Fibrocartilago: Se encuentra en los discos intervertebrales, capsulas

de las articulaciones y ligamentos.

*  Cartilago Elastico: Se encuentra en el oido externo, en el canal

auditivo del oido medio y en la epiglotis.
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Figura 2. Ubicacion del tejido articular en una rodilla humana (Schmidler, 2018).

El tejido cartilaginoso hialino es el mas comun y es el tipo de cartilago que
forma al esqueleto embrionario. Permanece en la edad adulta en forma de cartilago
articular localizado en las articulaciones al final de los huesos (ver Figura 2), al final
de las costillas, en la nariz, en la laringe, en la traquea y en los bronquios. Tiene una
apariencia brillante de color entre blanco y azul y posee una alta resiliencia. El
fibrocartilago es un tejido muy fuerte y tenaz, es similar a otros tejidos fibrosos, pero
contiene condrocitos. El cartilago elastico es de color amarillo y es mas flexible que
los otros dos tipos de cartilago ya que contiene fibras elasticas ademas de colageno

(The Editors of Encyclopeaedia Britannica, 2018).
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5. Hipotesis

La adicibn de las nanofibras de hidroxiapatita hexagonal, altamente
cristalinas, obtenidas a partir de un método hidrotermal asistido por microondas, a
un biopolimero a través de un proceso sonoquimico, resultara en la obtencién de un
andamiaje que tendra la resistencia mecanica necesaria para ofrecer el soporte
mecanico y la flexibilidad necesarios para permitir la recuperacion del tejido
cartilaginoso hialino, ademas este material permitira el flujo de células y nutrientes
para favorecer dicha regeneracion y que, con el paso del tiempo, el material de

implante sea gradualmente sustituido por tejido cartilaginoso natural.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Obtener un material compuesto nanoestructurado con base HAp-
biopolimeros que sea un andamiaje, el cual tendra aplicaciones potenciales como
material de implante o sustituto de tejido cartilaginoso para su uso en el area de la

nanomedicina regenerativa.

6.2 Objetivos especificos

Aplicar un método de sintesis hidrotermal asistido por microondas para
obtener nanofibras de HAp con las caracteristicas cristalinas requeridas para la

formacion de un biomaterial compuesto.

Desarrollar un material compuesto nanoestructurado, y lograr una unién,
entre la fase inorganica de la hidroxiapatita y la fase organica del biopolimero, a
través de un tratamiento sonico, en la que exista una interaccion quimica tal que

genere propiedades mecanicas sinérgicas en el material compuesto.

Determinar las caracteristicas estructurales y las propiedades mecanicas
del material compuesto nanoestructurado, utilizando métodos de caracterizacion
como el SEM, XRD, TGA, DSC vy utilizando las normas ASTM para las pruebas
mecanicas, con el fin de comprobar que posee las caracteristicas adecuadas para

ser usado posteriormente como sustituto y/o implante de tejido cartilaginoso.
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7. Metodologia

La sintesis de los materiales se llevd a cabo en el laboratorio de
nanotecnologia en la planta baja del Centro Académico Multidisciplinario de la
Universidad Auténoma de Querétaro Campus Aeropuerto, localizado en Carretera

a Chichimequillas s/n, Ejido Bolafios, C.P. 76140, Querétaro, Querétaro, México.

7.1 Materiales
7.1.1 Nitrato de Calcio

El nitrato de calcio es un compuesto inorganico, cuya féormula es
Ca(NOs3)2¢4H20, es una sal incolora y ha sido clasificado como un fuerte electrolito
pero se espera que ocurra alguna asociacion iénica en soluciones acuosas.
Variaciones en la conductancia equivalente de acuerdo a la concentracion,
temperatura de dilucion y a los espectros de absorcion ultravioleta sugieren la
presencia de efectos interidnicos (lrish & Walrafen, 1967). El nitrato de calcio es la

fuente de iones calcio durante la sintesis de la HAp.

7.1.2 Hidréxido de Potasio

El hidroxido de potasio, KOH, actua como precursor de varios compuestos
en donde el potasio esta presente, es la fuente de grupos OH para la HAp. Es
utilizado en la manufactura de detergentes, fertilizante, papel y productos del
petréleo. En el campo de la quimica organica el KOH actua como una base y es
utilizado en la sintesis de diversos compuestos organicos. También posee
aplicaciones como electrolito en baterias. Es incompatible con acidos, compuestos
nitrogenados, metales alcalinos, magnesio, cobre, halégenos, azidas y anhidridos.
El contacto con el aluminio, el estafio y el zinc provoca la liberacién de hidrégeno
(Aesar Alfa, 2018).
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7.1.3 Fosfato Dipotasico

El fosfato dipotasico es una sal altamente soluble en agua que es
comunmente utilizada como fertilizante, aditivo alimenticio y como agente
intermediario. Es una fuente comun de fésforo y potasio. Su férmula quimica es
KH2POs4 (Branen, Davidson, Salminen, & Thorngate Ill, 2001). Durante la sintesis

de hidroxiapatita, este compuesto sera la fuente de grupos fosfato.

7.1.4 Acido Glutamico

El acido glutdmico es un aminoacido cuya féormula es CsHoNO4°H20 es
utilizado por casi todos los seres vivos para llevar a cabo la biosintesis de proteinas.
En el caso de las nanoestructuras, el acido glutamico es usado para guiar el
crecimiento de los cristales de HAp, ademas de que tiene influencia en la morfologia

de las nanoestructuras (Méndez-Lozano et al., 2017).

Una reaccion de sintesis de hidroxiapatita sin acido glutamico produce
particulas con formas irregulares, diferentes tamafos y superficies asperas. El
crecimiento de los cristales se dio de forma aleatoria. Al anadir el acido glutamico,
se pueden obtener varias morfologias (como listones, nanoplacas y nanofibras)
dependiendo de la concentracion del acido glutamico. El acido glutamico permite
que el cristal crezca preferencialmente en algunas direcciones, como consecuencia,

las nanoestructuras adquieren formas definidas (Cabrera et al., 2011).

7.1.5 Colageno

El colageno es uno de los materiales estructurales primarios dentro de los
animales vertebrados y ademas es la proteina mas abundante en los mamiferos,
conforma aproximadamente de 20 a 30% de las proteinas totales del cuerpo
humano (Harkness, 1961). Esta presente en tejidos que llevan a cabo funciones
principalmente mecanicas y se puede considerar como uno de los biomateriales
mas utiles. Posee muy buena biocompatibilidad y es seguro utilizarlo debido a sus

caracteristicas biolégicas, como la biodegradabilidad y la poca capacidad
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antigénica, superiores a la de otros biopolimeros, como la albumina. El colageno
desempefa un papel importante en la formacién de tejidos y 6rganos y es un buen

agente tensoactivo (Lee, Singla, & Lee, 2001).

La razon principal para usar colageno en la biomedicina ortopédica es que
el colageno puede formar fibras de alta resistencia y estabilidad gracias a sus

caracteristicas de autoagregacion y reticulacion (Lee et al., 2001).

7.1.6 Grenetina

La grenetina es un producto de la hidrélisis parcial del colageno (Zhou et
al., 2012). Pero, a diferencia del colageno, esta es mas estable y genera menos
reacciones antigenas por parte del cuerpo, es decir es mas biocompatible (Babaei,
Jahanshahi, & Rabiee, 2013). Ademas de que el menor costo, mayor disponibilidad
y mejor biodegradabilidad le otorgan ventajas sobre el colageno (Yanovska et al.,
2016).

7.2 Métodos
7.2.1 Hidroxiapatita

Para llevar a cabo la sintesis de la hidroxiapatita se tomb como base el
trabajo realizado por Alanis-Gomez (Alanis-Gomez et al., 2016). Se comenzd
preparando dos soluciones acuosas. La primera de acido glutamico (CsHgNO4+H20)
y nitrato de calcio (Ca(NOs3)2:4H20) en agua destilada. La segunda de hidroxido de
potasio (KOH) y fosfato de potasio (KH2PO4) en agua destilada.

Posteriormente, la primera solucién se agité durante una hora iniciando la
agitacion a temperatura ambiente y alcanzando una temperatura de 41° C después
de los 60 minutos de agitacion. La segunda solucion se agitd durante diez minutos
iniciando la agitacion a temperatura ambiente y alcanzando una temperatura de
35°C después de 10 minutos de agitacion. Después del proceso de agitacion, se

mezclaron ambas soluciones en un vaso de precipitados y se agité por 2 minutos

30



mas. Se hizo una lectura de temperatura y pH a todas las soluciones después de
finalizar el calentamiento y mezclado de las mismas. Posteriormente, la solucion se
vertio dentro de tubos de cuarzo los cuales fueron cerrados herméticamente y

colocados dentro de contenedores de teflon.

La reaccion se llevd a cabo cuando la solucion fue sometida a un
calentamiento en horno de microondas a una potencia de 1200W durante 85
minutos. Se calent6 la mezcla hasta los 170°C con una curva de calentamiento de
11.33°C/min, la presion maxima de operacion fue de 80 bares. Las fuerzas motrices
para la formacion de la hidroxiapatita fueron solo los efectos termodinamicos y
dispersantes propiciados por el microondas usando al acido glutamico como guia
para el crecimiento de los cristales. Se obtuvo un sélido blanco en forma de polvo
el cual fue filtrado y lavado con alcohol etilico absoluto. Se dejé secar el polvo a

temperatura ambiente y se obtuvo la hidroxiapatita mediante un raspado.

Acido
Glutamico
4.04 gr

Agitacién
1hr
T=41°C
pH=3

300 ml Agua
destilada

Microondas
90 min
170°C
80 bares

Solucion 1

Nitrato de
calcio
1.16 gr

Solucién 3

Filtrado y
lavado

Hidréxido de
potasio
0.76 gr

Se vierte la
solucién en
tubos de cuarzo

Agitacion
10min
T=35°C
pH=12

100 ml Agua
destilada

Solucion 2

Cierre hermético
de los tubos

Fosfato de
potasio
1.10gr

Figura 3. Proceso de sintesis hidrotermal asistido por microondas para la

hidroxiapatita.
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El control de la velocidad de calentamiento y de enfriamiento dentro del
reactor, asi como el uso de acido glutamico son criticos para controlar el crecimiento
cristalino (Alanis-Gomez et al., 2016). Esto se debe a que el acido glutamico guia el
crecimiento del cristal hacia una orientacion preferencial y la velocidad a la que se
calienta y enfria la solucion afecta la forma en que se acomodan las nanoparticulas
pudiendo formar esferas o placas en lugar de las fibras que se desea obtener. El

procedimiento de elaboracion de HAp puede ser observado en la Figura 3.

7.2.2 Matriz de Colageno / Grenetina

La matriz de colageno / grenetina fue preparada colocando 4.29 gr
(concentracion al 30%) de colageno / grenetina a-una razon de 1:1 6 1:2 en 10 ml
de agua destilada. El agua se calentd previamente a aproximadamente 50 °C para
disminuir el aglutinamiento del colageno provocado cuando este entra en contacto
con el agua. La solucion se agité a velocidad moderada por 15 minutos, o hasta que
se disolvié por completo a una temperatura de 50 °C. Con el fin de eliminar las
burbujas generadas por la agitacion, y mantener a la solucion en estado liquido, se
mantuvo la agitacion y la temperatura durante 15 minutos mas; pero utilizando
velocidades de agitacion bajas. Una purga de burbujas mas profunda se llevo a cabo
manualmente con la-ayuda de una espatula. Es muy importante disminuir lo mas
posible la presencia de burbujas en la solucidbn ya que estas pueden alterar
significativamente las propiedades mecanicas de la matriz de colageno ya que se
asume de manera general que las porosidades tienden a debilitar los materiales al
reducir su resistencia a las fracturas (Cohen-Tanugi & Grossman, 2014), (Roark &
Young, 1989).
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Afiadir Agitacion
. Ag}:ad Grenetina / baja 15 min
estilada Colageno a50°C Eliminacién de

Disolucion del
colageno

0,
70 wt% 30 wit%

\ burbujas

Se retiran las
burbujas de
la superficie

Precalentar
elaguaa
50°C

Agitacion
media 15 min
as0°C

La pelicula se
deja enfriar por
30 minutos

Se deposita la
solucion en una caja
de Petri previamente
calentada

Se desprende la
pelicula de la
caja de Petri

Gelificacién

Figura 4. Proceso de sintesis de la matriz de colageno/grenetina.

Posteriormente la solucion fue depositada en una caja de Petri previamente
calentada y se dejo enfriar la solucién, sin-moverse, durante 30 minutos para formar
una pelicula. Por ultimo, se desprendio la pelicula de la caja de Petri, se tapd y se
sell6 con Parafilm para conservar la humedad. El procedimiento puede ser

observado en la Figura 4.

7.2.3 Compuesto Hidroxiapatita — Biopolimero

La hidroxiapatita, fase inorganica del material compuesto, y el colageno /
grenetina, fase organica del mismo, seran mezcladas a través de un proceso de
sonicado el cual puede ser observado en la Figura 5. Este procedimiento modifica
la forma en que se prepara la matriz de colageno, ya que la sintesis del material
compuesto requiere que la HAp sea anadida a la solucidén de colageno antes de que
esta se solidifique. El tratamiento de sonicado fue aplicado con el fin de aumentar
la actividad quimica entre ambas fases y para dispersar las nanofibras de
hidroxiapatita de manera adecuada. Un buffer fosfato fue utilizado como agente
dispersante para fomentar aun mas la unién entre fases (Alanis Gémez, 2018). Se
utilizé un procesador ultrasénico UP200Ht de la marca Hielscher con una punta de
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7 mm al 20% de amplitud, la amplitud maxima es de 70 ym y la proporcion de la

amplitud al utilizar la punta de 7 mm es de 1:2.5.

Al momento de sintetizar materiales compuestos HAp / colageno, uno de
los factores que controlan las propiedades del material es una fina dispersion de las
particulas de HAp en la matriz de colageno. Cuando las particulas de HAp se
dispersan uniformemente en la matriz de colageno, las propiedades del compuesto
pueden mejorar significativamente. Sin embargo, resulta dificil lograr una dispersion
homogénea de las particulas de HAp en el gel de colageno. La aplicacion de un
proceso sonoquimico durante la sintesis de las peliculas HAp — colageno / grenetina
proporciona una opcion viable para lograr materiales compuestos con una

dispersion homogénea (Padmanabhan et al., 2015).

El nanomaterial compoésito HAp — Biopolimero fue sintetizado preparando
una solucién de colageno / grenetina con un porcentaje en peso del 20 o 25%
(dependiendo de la concentracion de HAp) en un buffer fosfato. El buffer fue
calentado previamente a aproximadamente 50 °C para facilitar la disolucién del
biopolimero. La solucion se agitd a velocidad moderada por 15 minutos a una

temperatura de 50 °C.

Con el fin de eliminar las burbujas generadas por la agitacion, y mantener
a la solucion en estado liquido, se mantuvo la agitacion y la temperatura durante 15
minutos mas; pero utilizando una velocidad de agitacion lo mas baja posible.
Después se anadié 5 6 10% de porcentaje en peso de hidroxiapatita altamente
cristalina, la adicion de HAp disminuye drasticamente la cantidad de burbujas
presentes en la matriz colageno/grenetina por lo que no fue necesario retirar

burbujas manualmente con una espatula.

El vaso con la solucién fue transportado a una cama de hielo e
inmediatamente se comenzo el sonicado. Se aplicaron 30 ciclos de 30 segundos
cada uno con el sonotrodo configurado a una amplitud del 25%. Se eligi6 esta
amplitud con el fin de lograr la dispersion deseada de la HAp en la solucién y
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fomentar la actividad quimica entre las fases organica e inorganica sin alterar de
manera considerable la integridad de las particulas del material nanoestructurado
(Alanis Gomez, 2018). Después de cada ciclo de 30 segundos con el sonotrodo
encendido, se dejaba de aplicar tratamiento sonico por diez segundos. Durante el
procedimiento soénico la temperatura se mantuvo entre 45 y 55 °C para evitar, por
un lado, la gelificacion y, por el otro, la degradacion de las proteinas del biopolimero.
Para lograr el control de la temperatura, se midié la temperatura de la solucion
inmediatamente después de cada ciclo de tratamiento sénico. La cama de hielo
utilizada se removia o se colocaba de acuerdo a las variaciones de temperatura

(Alanis Gémez, 2018).

Posteriormente la solucion fue depositada en una caja de Petri previamente
calentada y se dej6 enfriar, sin moverse, durante 30 minutos para formar la pelicula.
Por ultimo, se desprendio la pelicula de la caja de Petri, se tapo y se sellé6 para

conservar la humedad. La Figura 5 ilustra el procedimiento descrito.

Afadir Afadir HAp
Buffer Grenetina / 5-10 wt%
fosfato Coli

olageno Disolucion del

70 wt%
20-25 wt% colageno

Agitacion

Precalentar Agitacion baja 15 min
el buffer a media 15 min a50°C
50°C as50°C

Se coloca el vaso
con la solucién en
una cama de hielo

Se mantiene la
solucién entre
45y 55°C

Se aplican 30 ciclos de
30s con el sonotrodo
a 25% de amplitud

Sonicado

La pelicula se
deja enfriar por
30 minutos

Se desprende la
pelicula de la
caja de Petri

Se deposita la
solucién en una caja
de Petri previamente
calentada

Gelificacion

Figura 5. Método de sintesis del nanomaterial compuesto HAp — Biopolimero.
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8. Resultados y discusion

8.1 Difraccién de Rayos — X (XRD)

Se logro obtener una alta calidad cristalina y pureza en la HAp, a través de
un meétodo de sintesis hidrotermal asistido por microondas utilizando- acido
glutamico como agente para guiar el crecimiento cristalino, lo cual esta reportado
que produce mejores resultados en términos de obtener diferentes morfologias en

las nanoestructuras de la HAp y en su cristalinidad (Cabrera et al., 2011).

Con el fin de identificar la especie de hidroxiapatita obtenida en la sintesis
hidrotermal asistida por microondas, se llevoé a cabo un analisis XRD por polvos a
las muestras sintetizadas. Se utilizé una radiacion CuKa con una longitud de onda
de 1.5406 A. Todos los andlisis fueron realizados en el intervalo angular de 5° a 80°
del angulo 26 con un salto angular de 0.02°. Las muestras no fueron sometidas a
ningun tipo de preparacién con el fin de determinar una posible orientacion

preferencial de los cristales de hidroxiapatita.
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Figura 6. Difractograma representativo de la hidroxiapatita obtenida. Se indican los
indices de Miller (hkl) correspondientes a cada reflexion de Bragg de acuerdo al PDF ICDD-
PDF#09-432.
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Los difractogramas muestran resultados similares para todas las muestras
analizadas a excepcion de una de ellas la cual fue contaminada durante el proceso
de sintesis. Al comparar los difractogramas con los archivos de difraccién de polvos
(PDF) contenidos en el banco generado por el Centro de Datos de Difraccion (ICDD)
se observé que todas las muestras corresponden a la misma fase de hidroxiapatita
hexagonal correspondiente al ICDD-PDF# 09-432. A partir de estos datos y
sumando el hecho de que no se identifico otro componente cristalino en las
muestras es posible asegurar que la HAp sintetizada posee una alta pureza. El
difractograma mostrado en la Figura 6 es un ejemplo de los resultados obtenidos,
los demas resultados presentan algunas variaciones en las intensidades que no
afectan en la identificacion de la fase cristalina de la hidroxiapatita sintetizada. A

continuacion, se detallan y analizan los resultados de la difraccion de rayos — X.

Se puede observar en la Figura 6 que la HAp obtenida posee un alto grado
de cristalinidad, evidenciado por la escasa presencia de ruido en el difractograma,
las reflexiones de Bragg que estan bien definidas, asi como la intensidad de las
mismas. Asi mismo se puede apreciar un claro crecimiento cristalino preferencial
producido por el incremento en numero de los planos (300), lo cual resulto en un
aumento en la intensidad de la reflexion de Bragg a 32.93°, siendo
aproximadamente, tres veces mayor que la intensidad obtenida para la reflexion
correspondiente a los planos (211), que de acuerdo al PDF antes mencionado, es
la mas intensa. Con lo anterior se concluye que la estructura cristalina de la HAp
tiene una orientacién cristalina preferencial en la direccion [300], mientras que las
fibras de la hidroxiapatita crecen en la direccion [001] (Alanis-Gémez et al., 2016).
Se puede considerar también que el tamafio de cristalito es relativamente grande al
tomar en cuenta que las reflexiones son muy esbeltas, el tamafio de cristalito es

calculado mas adelante.

Al comparar los difractogramas con el PDF ICDD-PDF#09-432 (Figura 7),
algunas reflexiones de Bragg presentan variaciones en su intensidad. Por ejemplo,

en el PDF la reflexibn mas intensa corresponde a los planos (211) mientras que en
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el difractograma de la Figura 7, esta reflexion sélo es de aproximadamente 30% de
la intensidad de la reflexion producida por los planos (300). Se pueden percibir
variaciones similares en la intensidad de otras reflexiones, como es el caso de
aquellas producidas por los planos (100) y (200), las cuales también tuvieron un
incremento en su intensidad. En contraste, la reflexion generada por los planos
(002) present6 un decremento en su intensidad, segun lo establecido en el PDF. De
acuerdo con lo reportado por Alanis — Gomez (2016), esto se debe a una notable
orientacioén cristalina preferencial sobre el eje “a” de la estructura cristalina de la
HAp. Asi mismo se reporta que la orientacién cristalina preferencial y la alta
cristalinidad del material son caracteristicas logradas' a través del uso del acido
glutamico como orientador del crecimiento cristalino, asi como del control sobre la

temperatura y la presion dentro del reactor (Alanis-Gémez et al., 2016).
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Figura 7. ICDD-PDF#09-432 superpuesto sobre una de las muestras de HAp

obtenidas en el estudio.
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8.2 Tamafo de cristalito (Debye — Scherrer y Williamson — Hall)

Se determino también el tamafio promedio de cristalito, L, de los cristales
de la HAp a partir de los datos arrojados por el analisis XRD. La primera
aproximacion fue calculada en base a la ecuacion de Debye-Scherrer, Ec. (1).

KA (1)

~ W-cos@

Donde: K = constante de Scherrer, dependiente de la forma del cristalito,
oscilando en el rango 0.8 < K < 1.1; para el caso de la HAp en cuestion se tomara
un valor K = 0.90 (Ohyabu et al., 2009); A es la longitud de onda de la radiacion
monocromatica (Aa1 = 1.5406 A). W es definida como el ancho de la reflexion de
Bragg mas intensa del difractograma, a la mitad de su altura (intensidad), y 6 es la
mitad del angulo (20) en el que aparece dicha reflexion en el difractograma obtenido
del analisis XRD (lda, 2015; Langford & Wilson, 1978; Ungureanu, Angelescu, lon,
Stoian, & Rizescu, 2011). Al resolver la ecuacion, utilizando la reflexién del plano

(300), se obtiene un tamafio de cristalito de 38.0817 nm.

En la literatura, la medicion del tamafio de cristalito de la HAp utilizando el
mismo plano (300) como referencia, resulta ser muy similar, 24.8 nm (Ohyabu et al.,
2009). La diferencia se atribuye a las diferentes morfologias en los agregados de la
HAp y a la diferencia de calidad cristalina que se logra debido al método de sintesis

utilizado.

Desafortunadamente, la ecuacién de Debye — Scherrer no toma en cuenta
la tensidén en la red y esto resulta en una medicién poco precisa del tamafo del
cristalito. Para considerar la tension en la estructura cristalina de la hidroxiapatita y
obtener una mejor aproximacion del tamafio de cristalito, se aplicé el método de
Williamson-Hall, Ec. (2), a los datos obtenidos del analisis XRD.

KA
Lcos6

Bwt-cose=Ce-sir16+KT'/1 Btot = P + B = Ce-tanb + (2)
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Donde: B;,: es el ancho total de la reflexion de Bragg a la mitad de su
intensidad, el cual es producido por el aporte debido al tamafio promedio de cristalito
(BL) y por el aporte de la tensién de la red (B;). La Ce es el componente de tension,
el cual se obtiene de la pendiente de la linea en una grafica fcos@ vs senf. Al

sustituirla en la ecuacién de la recta, Ec. (3):
y=mx+b (3)

Al graficar después BttcosO contra sen8 (Figura 8), se obtiene la pendiente
(Ce) y la ordenada al origen (KA/L), esta ultima permite la obtencion del tamano de
cristalito (Barnes, Jacques, & Vickers, 2006), (Mote, Purushotham, & Dole, 2012).
El tamafio resultante al aplicar el método Williamson-Hall fue de 63.0245 nm. Se
puede observar el efecto de la tensién en la red al comparar los resultados obtenidos
por ambos métodos (ver Tabla 1) y, lo que es mas importante para este trabajo, una

mejor estimaciéon del tamafio de cristalito de la HAp sintetizada.
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Figura 8. Grafica Williamson — Hall Bitcos0 vs sen6.

El tamafio de cristalito de la HAp es similar al reportado en la literatura

(Rusu et al., 2005). Un tamanio de cristalito pequeino es importante debido a que la
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resistencia de un material se incrementa a medida que el tamafo de cristalito
decrece (Fang, Yang, Jia, & Zhang, 2008). Esto ocurre porque un cristal con un
cristalito de tamafio mas pequefio requiere de una mayor cantidad de dislocaciones
para lograr una determinada cantidad de tension plastica, entonces el cristal se
vuelve mas dificil de deformar debido a que los nudos de dislocaciones son mas
densos (Fleck, Ashby, & Hutchinson, 2003).

Por otro lado, un cristalito mas pequeino afecta también la flexibilidad del

material de forma que disminuye la capacidad del mismo para flexionarse.

Tabla 1. Comparacion del tamafio de cristalito de acuerdo al método utilizado.

Método Tamano de Cristalito
Debye-Scherrer 38.0817 nm
Williamson-Hall 63.0245 nm

Ademas de obtener un tamafo de cristalito mas preciso al utilizar el método
Williamson — Hall, los resultados llevan a la conclusién de que existe una tension
considerable en la red cristalina de la hidroxiapatita debido a la diferencia entre
resultados arrojados por los métodos Debye — Scherrer y Williamson — Hall, el
método Williamson — Hall arroja un tamario de cristalito de casi el doble de tamario

que el calculado por el método Debye — Scherrer.

8.3 Matriz de Colageno / Grenetina

Se prepararon varias soluciones de colageno / grenetina en agua destilada
con el fin de conocer los efectos de la concentracion de colageno en la soluciéon. Se
realizaron ensayos con 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 1.0 y 4.29¢r. El ensayo de 4.29 gr
representa una concentracién de 30% de colageno / grenetina en la solucion, esto
es debido a que la red de colageno cruzada se compone de aproximadamente 70%
de agua y es esta concentracion la que le proporciona la forma y resistencia

mecanica al cartilago durante la articulacion (Zhao et al., 2013).

41



Se observo que, a medida que la concentracién de colageno / grenetina
aumenta, los materiales se vuelven mas dificiles de disolver debido al incremento
en la concentracion del soluto y al aumento de la viscosidad de la solucion. Esto
genero la necesidad de aumentar la temperatura a la que se llevd a cabo la
agitacion, asi como la velocidad de agitacion, con el fin de lograr que el colageno /
grenetina se disolviera por completo. EI aumento de la velocidad de agitacion
provocé que se formaran burbujas de aire dentro de la solucidn, lo cual no es
deseable, ya que estas burbujas pueden alterar la resistencia de la matriz de
colageno posterior a la solidificacion. Después de la completa disolucion del soluto,
se modificd la velocidad de agitaciéon, se disminuyd al minimo permitido por la
viscosidad de la solucion, esto con el fin de disminuir la formacién de burbujas

durante la preparacion de la solucion, 1o que aumento el tiempo de preparacion.

Los resultados fueron los esperados; a medida que aumenta la
concentracion de colageno / grenetina, el material resultante aumenta su resistencia
a la compresion y se torna menos elastico. La matriz de colageno presenta una

relacion inversamente proporcional entre dureza y elasticidad.

Posterior a la elaboracion del material, se realizaron pruebas de solubilidad
en agua. Las muestras se suavizan al ser introducidas en agua y se vuelven liquidas
cuando se les aplica calor. Esto es un posible indicador de una baja estabilidad del
material si este llega a entrar en contacto con los liquidos presentes en el cuerpo

y/o si estuviera expuesto a la temperatura promedio de un ser humano.

Todas las matrices muestran un comportamiento similar al ser expuestas
al agua y a un aumento de temperatura, siendo la unica variante el tiempo que estas
tardan en suavizarse o en disolverse. Se tomara como ejemplo a la matriz con una
concentracion de colageno / grenetina del 30%, a temperatura ambiente (en este
caso 23 °C) la matriz se hace bastante suave al ser sumergida en agua y aplicar
agitacion, su integridad estructural se pierde al aplicarle fuerza. Al calentar la

muestra a 34 °C estando sumergida en agua, esta comienza a disolverse vy, a los
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37 °C, se encuentra completamente disuelta. Los resultados se aceleran al
aumentar la temperatura o al aumentar la velocidad de agitacion. La pelicula que
mas tardo en disolverse fue la que contiene 5 wt. % de HAp hexagonal, los detalles

de las pruebas de solubilidad pueden observarse en el apéndice 11.2.

Al dejar las muestras cubiertas en el laboratorio, las matrices desarrollan
hongos, debido al contenido de materia organica (proteinas) en el colageno y en la
grenetina. Asi mismo al ir perdiendo humedad progresivamente, las matrices se
endurecen y pierden su elasticidad. Esto sugiere que, a pesar de que la presencia
de agua altera significativamente las propiedades mecanicas del material, este
requiere estar hidratado para evitar su endurecimiento y pérdida de flexibilidad.
Estas observaciones hacen creer que se requiere encontrar un material con una
permeabilidad adecuada para mantenerse hidratado sin perder sus propiedades
mecanicas. También, el mantener en  refrigeracion las peliculas ayuda

enormemente a mitigar el problema de los hongos y la deshidratacion.

Posteriormente, la relacion colageno / grenetina fue modificada con el fin
de determinar el efecto de cada uno de los dos biopolimeros en las caracteristicas
estructurales de la matriz, una razén 1:1 se habia estado utilizando como base. Para
establecer la proporcion ideal para cada uno de los compuestos, se obtuvieron
matrices con relaciones de colageno / grenetina de 5:1, 2:1, 1.5:1, 1:1.5 y 1:2,
manteniendo la concentracion de la mezcla colageno / grenetina de 30% en peso
dentro de la solucién. Las observaciones sefialan que la grenetina es el compuesto
con ‘mayor influencia en las propiedades mecanicas de la matriz colageno /
grenetina ya que, al aumentar la concentracién de la grenetina, la solucién gelifica
con mayor dureza y, al disminuir la concentracion de grenetina, la pelicula resulta
mas flexible. Ademas, para poder manipular comodamente la pelicula, se debe
utilizar un minimo de 10% en peso de grenetina. Si se usa menos grenetina, la

matriz no puede mantener su forma sin romperse al despegarla de la caja de Petri.
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Aun cuando es la grenetina la que le confiere la mayor parte de las
caracteristicas mecanicas a la pelicula sintetizada, es deseable mantener la
concentracion de esta al minimo. Esto se debe a que es el colageno, no la grenetina,
el compuesto mas abundante en el cartilago hialino, sin considerar el agua (Zhao et
al., 2013). La importancia de la presencia de colageno no puede ser subestimada

ya que los condrocitos prosperan en un ambiente rico en colageno.

8.4 Pelicula compuesta Hidroxiapatita — Biopolimero

Se fij6 la concentracion de colageno en 10% para asi poder variar la
concentracion de grenetina al cambiar los contenidos de hidroxiapatita. Se decidi6
hacerlo asi, en lugar de utilizar el 10% en peso minimo requerido de grenetina, para
que las peliculas sintetizadas fueran menos vulnerables a los cambios de
temperatura. Una concentracion de colageno de 10% en peso hace necesario el
enfriamiento de la solucion a menos de 20°C para que esta gelifique, cosa que no
sucede con mayores concentraciones de grenetina. Cabe mencionar que una vez
gelificada, la pelicula con el minimo de grenetina establecido, es capaz de mantener

su forma a temperaturas mayores a 20°C.

Se sintetizaron dos tipos de peliculas compuestas HAp - Biopolimero, la
primera con un 5% en peso de HAp y la segunda con un 10% en peso de HAp. El
contenido de colageno se fij6 en 10% en peso, mientras que la concentracién de

grenetina varié de 15% en peso a 10% en peso.

8.5 " Analisis Termogravimétrico (TGA) y Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Al menos una de las peliculas HAp — biopolimero mostré una mejora
aparente sobre las matrices de colageno / grenetina. Aunque las peliculas
compuestas todavia son solubles en un medio acuoso. En un intento inicial para
confirmar este supuesto, se llevaron a cabo analisis TGA y DSC. Los parametros

para ambos analisis son idénticos, la temperatura inicial se ajusté a 25 °C con una
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temperatura final de 400 °C, mientras que la rampa de calentamiento se establecid

en 20 °C / min, las muestras fueron analizadas en una atmaosfera de nitrégeno.
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—— Pelicula 70% BFos - 10% Colageno - 10% Grenetina - 10%HAp
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Figura 9. Termograma TGA de HAp hexagonal; pelicula colageno — grenetina;

pelicula con 5% en peso de HAp hexagonal; pelicula con 10% en peso de HAp hexagonal.

El andlisis TGA (ver Figura 9) parece confirmar la mejora, al menos para
uno de los compuestos, ya que muestra como la pelicula, con 10% en peso de
colageno, 15% en peso de grenetina y 5% en peso de HAp, se descompone a una
velocidad mucho mas lenta que la matriz de colageno / grenetina. Esto da una idea
de los resultados de cambiar las proporciones de los materiales en las peliculas
compuestas y como la interaccion entre colageno, grenetina y HAp cambia la
estabilidad térmica y la velocidad de descomposicion de las peliculas. Es posible
que las nanofibras de HAp al ser un ceramico, actuen como centros de calor y al
estar dispersadas en la pelicula de proteina, provoquen que ésta se descomponga
a menor temperatura y mas rapidamente, por ello un contenido mayor de nanofibras
es menos estable. La morfologia de particula en la HAp comercial tiene menos area

superficial, haciendo que este efecto disminuya.
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El analisis DSC (ver Figura 10) muestra como las tres peliculas comienzan
su proceso de deshidratacién casi al mismo tiempo, con diferencia de apenas unos
grados. La forma de la sefial en el termograma nos indica que se trata de una
perdida de humedad y no de un cambio de estado del material. El cambio de estado,
en este caso una fusion de las regiones cristalinas, se da entre los 100 y 125 °C,
caracterizado por una sefial mas esbelta. EI cambio de estado se presenta primero
en la pelicula con una concentracion de 5% en peso de HAp, a la par de la pelicula
que solo contiene colageno y grenetina. Esto parece indicar que la pelicula con la
concentracion de 10% en peso de HAp es mas estable. Aun asi, las peliculas sélo
presentarian una pérdida de humedad a las temperaturas normales del cuerpo
humano. Puede también argumentarse a favor de la pelicula con 5% en peso de

HAp, que es capaz de absorber mas energia al momento de cambiar de estado.

Para fines de comparacion, el analisis DSC del colageno y la grenetina se
muestra a continuacion (ver Figura 11), los graficos demuestran la diferencia en la
absorcion de energia entre los componentes por si solos y las peliculas sintetizadas,
favoreciendo a los productos sintetizados.

—— Pelicula 70% H20 - 10% Colageno - 20% Grenetina
—— Pelicula 70% BFos- 10% Colageno - 15% Grenetina - 5%HAp
—— Pelicula 70% BFos- 10% Colageno - 10% Grenetina - 10%HAp
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Figura 10. Termograma DSC de pelicula colageno — grenetina; pelicula con 5% en

peso de HAp; pelicula con 10% en peso de HAp.
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Figura 11. Termograma DSC del colageno y la grenetina

Se sintetizaron también peliculas compuestas utilizando HAp de grado
comercial. Esto con el fin de comparar el efecto de la cristalinidad de la HAp en el
material. La HAp comercial, aunque idéntica en composiciéon a la HAp sintetizada,
no posee un crecimiento preferencial bien definido, ademas de que sus atributos,
como su pureza y grado de cristalinidad, no son tan buenos como los de la HAp

hexagonal altamente cristalina que se sintetizé.

El analisis TGA de las peliculas elaboradas con la HAp sintetizada y la HAp

comercial puede ser observado en la Figura 12.

Como sucedi6 en el caso de las matrices y las peliculas compuestas, se
puede observar como la pelicula elaborada con 5% en peso de HAp sintetizada
presenta una velocidad de degradacion mucho mas lenta que las otras 3 peliculas.
También se puede concluir que esta pelicula sera mucho mas estable a
temperaturas normales del cuerpo humano presentando practicamente una nula

degradacion al menos hasta los 50 °C.
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Figura 12. Analisis TGA de HAp hexagonal; pelicula con 5% en peso de HAp; pelicula
con 10% en peso de HAp; pelicula con 5% en peso de HAp comercial; pelicula con 10% en

peso de HAp comercial.

Por otro lado, la pelicula con una concentracién de 10% en peso de HAp
sintetizada sigue siendo la mas afectada por la aplicacién de calor. En este caso y
debido a la diferencia que se presenta con su contraparte de HAp comercial y la
cual no se repite en el caso de ambas peliculas con 5% en peso de HAp, puede ser
que la muestra usada para la pelicula elaborada con HAp sintetizada al 10% en
peso, haya sido expuesta a una mayor o menor cantidad de humedad durante su

almacenamiento, lo que alteraria los resultados del analisis.

El comportamiento de las peliculas preparadas con HAp comercial parece
indicar que, al menos a las temperaturas presentes en el cuerpo humano, las
peliculas con una concentracion de 5% en peso de HAp son las mas resistentes a
la degradacion lo que las hace mas aptas para la aplicacibn como material de
remplazo del tejido cartilaginoso, siendo la pelicula elaborada con la HAp que se

sintetizo la que presenta mejores propiedades.
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Nuevamente el analisis DSC, el cual puede ser observado en la Figura 13,
muestra como las peliculas comienzan su proceso de deshidratacion casi al mismo
tiempo, con diferencia de apenas unos grados. El cambio de estado se da entre los
100 y 125 °C. Observandose primero en la pelicula con 5% en peso de HAp
sintetizada y al final en la pelicula con HAp comercial al 10% en peso, sugiriendo
una mayor estabilidad para esta ultima, aunque irrelevante a temperaturas normales
del cuerpo humano. Aun asi, la ventaja en cuanto a absorcion de energia la sigue

teniendo la pelicula con concentracion de 5% en peso de HAp sintetizada.

Cabe mencionar que la pelicula con 10% en peso de HAp comercial no
presenta las mismas caracteristicas en su termograma. Este comportamiento puede
sugerir una mala preparacion de la muestra, exceso 0 escases de humedad, o un

enmascaramiento de las sefiales creado por ellas mismas.

—— Pelicula 70% BFos- 10% Colageno - 15% Grenetina - 5%HAp

—— Pelicula 70% BFos- 10% Colégeno - 10% Grenetina - 10%HAp
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Figura 13. Analisis DSC de pelicula con 5% en peso de HAp; pelicula con 10% en
peso de HAp; pelicula con 10% en peso de HAp comercial; pelicula con 5% en peso de HAp

comercial.
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Es importante mencionar que las peliculas elaboradas con HAp comercial
presentan caracteristicas fisicas diferentes a las sintetizadas con la HAp altamente
cristalina. Las que contienen HAp comercial mostraron ser considerablemente mas
dificiles de manipular al momento de despegarlas de la caja de Petri, son mas
suaves y tienden a romperse. Ademas, no presentan la misma flexibilidad que sus
contrapartes de HAp altamente cristalina. Después de mantenerlas en refrigeracion,

las peliculas de HAp comercial se tornan menos flexibles.

8.6 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja se basa en la interaccion de una onda
electromagnética con un analito, esta onda electromagnética tiene una longitud de
onda en el intervalo infrarrojo. La materia a analizar absorbe la energia aportada por
las ondas, esto resulta en un cambio en la frecuencia de vibracion de los enlaces
de las moléculas que conforman a la muestra. Las moléculas absorberan la energia
del haz de luz infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria
para que se provoque una transicion vibracional en alguno de los enlaces de la
molécula. Esta absorcion de energia se traducira en un salto en su frecuencia de
vibracién, la cual esta cuantizada, dando como resultado una variacion en la
distancia de enlace, asi, los atomos vibran a una distancia promedio mayor a la
distancia comundel enlace. Se dice entonces que el enlace ha pasado a otro estado
energético que esta cuantizado, conocido como estado excitado (Alanis Gémez,
2018).

De este andlisis se obtiene un espectro, en donde se grafican los numeros
de onda y la intensidad de las sefiales, la posicion de las sefiales esta asociada a

los grupos funcionales o enlaces presentes en el material analizado.

Las interacciones quimicas se determinan a través de la amplitud y la
posicion de las bandas de los grupos funcionales presentes en el analito, cuando
existen varias interacciones quimicas, la senal resultante es amplia o esta

desplazada, ya sea a la izquierda o a la derecha, del lugar donde comunmente se
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encuentra la banda de dicho grupo funcional. Si hay pocas interacciones, la sefal
se mostrara esbelta y en su posicion normal dentro del espectro. La intensidad de
la sefal esta relacionada de forma directamente proporcional con la concentracion

del grupo funcional observado.

Para este analisis se utilizo6 un espectrofotometro PerkinElmer, Spectrum
100 FT-IR. El andlisis se realizé colocando las muestras y/o peliculas directamente
sobre el detector, presionando el polvo o la pelicula siempre con la misma fuerza y
sobre la misma area para evitar variaciones por concentracion en las sefales. La

limpieza entre muestras se llevd a cabo con alcohol etilico.

Se analizaron muestras de la HAp hexagonal altamente cristalina, de
colageno, de grenetina y de las peliculas compuestas sintetizadas tanto con la HAp

hexagonal de alta cristalinidad, asi como con la HAp comercial.

En la Figura 14 se observa -un modelo de la estructura quimica del

colageno, mostrando sus grupos funcionales.

amina —

Ac. Carboxilico \ N r:z
HOLWW/ R
Mﬁﬁmﬁ?w%ﬁﬁb

o 0P NH,

I\

Amida

Figura 14. Estructura quimica del colageno.

En la Figura 15 se pueden observar las bandas correspondientes a las
diferentes amidas presentes en el colageno 3279 cm' (Amida A), 3078 cm™' (Amida

B), 1633 cm™' (Amida 1) y 1538 cm™' (Amida Il). Destacan las sefiales encontradas
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entre 3370 cm™' y 3200 cm™' correspondientes a los estiramientos del grupo NHz de
las amidas primarias (Elsevier, 2018), asi como la sefial a 1633 cm
correspondiente a una amida | provocada por el grupo carbonilo de las amidas y la
vibracion del grupo NHz (Doyle, Bendit, & Blout, 1975). El estiramiento del enlace C
— N de las amidas se encuentra cerca de los 1410 cm-! (Elsevier, 2018), esta sefial
observa en la muestra de colageno con un leve desplazamiento, encontrandose en
1399 cm™".

También se puede observar evidencia de la presencia del grupo carboxilo
en forma de la sefial a 1446 cm - la cual representa la vibracion C — OH del acido
carboxilico presente en el colageno (Elsevier, 2018). Asi mismo la banda a 2980

cm! puede ser indicadora de acido carboxilico.

Los grupos amino muestran una sefial débil en los espectros FTIR en un
rango muy cercano a los numeros de onda del grupo amida, por lo que no se

alcanzan a percibir sus bandas.

| —— Colageno|

100

95 +

— (1399 cm™)
= Estiramiento C - N
T 90 4 Amida
©
S \\(2980 om)
© Ac. Carboxilico
O 851 E
[} (3078 cm™)
= / Amida B
ha 80 (3279 cm™) £
Amida A (1446 cm™)
(1633 cm™) Carboxilo
75 _ Amida | C - OH
Grupo carbonilo
(1538 cm™)
Amida Il
70 d T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

Figura 15. Espectro FTIR del colageno
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En la Figura 16Figura 14 se observa un modelo de la estructura quimica de

la grenetina, mostrando sus grupos funcionales.
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Figura 16. Estructura quimica de la grenetina (Kommareddy, Shenoy, & Amiji, 2007).

En la Figura 17 se observa el espectro FTIR de la grenetina, es parecido al
del colageno, ya que la grenetina es un derivado parcialmente hidrolizado del
colageno. Se observan las mismas sefales practicamente a los mismos numeros
de onda debido a las similitudes entre ambas moléculas. Se puede observar un
cambio en intensidad en las bandas del grupo Amida A en 3279 cm™' siendo menos
intensa la sefal del espectro de la grenetina. Esto indica un cambio en la
concentracion de amidas tipo A probablemente a causa de la polimerizacién de la

molécula donde las amidas A pierden un hidrégeno.

Asi mismo, la banda de acido carboxilico (2980 cm-'), aunque se presenta
mas_definida, es menos intensa en el espectro de la grenetina. Esto se debe
probablemente a que la molécula de grenetina presenta un solo grupo carboxilo libre

en su cadena a diferencia de los tres que se encuentran en la molécula de colageno.

No es posible observar la banda de los grupos OH de la grenetina debido
a que su posicion en el espectro (3500 cm') se traslapa con las sefiales del grupo
amida, el cual es mas intenso que el del grupo OH. Aunque es posible observar una

ligera curvatura en las bandas a los 3500 cm™.

53



| —— Grenetina|

100
95
5
®
® 90 \ \(2980 cm™)
[®) Ac. Carboxilico
= (3071 cm™)
"8' 85 (3278 cm™) Amida B
= Amida A
O
X g0+ (1445 cm™)
Carboxilo
C-0H
75 .
(16_32 cm™) (1531 cm™)
Amida | Amida I
Grupo carbonilo
70 T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)
Figura 17. Espectro FTIR de la grenetina

En la Figura 18Figura 14 se observa un modelo de la celda unitaria de la

hidroxiapatita hexagonal, mostrando sus grupos funcionales.

2015).

Ca I. .

Ca lig)
@ C

Figura 18. Vista transversal de la celda unitaria de la HAp hexagonal (Uskokovi¢,
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En la Figura 19 se puede observar el espectro FTIR de la HAp hexagonal
altamente cristalina. En este espectro se destacan la banda a 3570 cm™’
correspondiente a los grupos OH vy las sefiales a 1087 y 1021 cm™ que indican la

deformacion de los grupos fosfato (POa).
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Figura 19. Espectro FTIR de la HAp hexagonal altamente cristalina

La Figura 20 muestra el espectro de los materiales utilizados, asi como los
espectros de las peliculas compuestas. Se traslapan las bandas entre 1000 y 1100
cm-' modificando levemente la intensidad de las sefiales en las peliculas de material

compuesto-en funcion de la concentracion de HAp.

Los cambios mas relevantes se observan en las bandas localizadas
alrededor de los 3300 cm™! correspondientes al grupo amida y entre 1530 y 1540
cm’ también del grupo amida. Se puede observar en ambos casos un
desplazamiento de las sefales, esto es indicativo de una interacciéon quimica del
grupo amida de los biopolimeros, posiblemente con el calcio tipo | de la
hidroxiapatita. Es importante resaltar que el desplazamiento observado en las
bandas localizadas entre 1530 y 1540 cm™' so6lo se presenta en las peliculas

compuestas sintetizadas con hidroxiapatita hexagonal altamente cristalina. Muy
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probablemente el crecimiento cristalino preferencial de esta HAp y su morfologia de
fibra sean las causantes de este comportamiento. Los calcios tipo | se localizan en
la superficie de las nanofibras, lo que facilita su interaccién quimica con los grupos
amida del biopolimero, a diferencia de los polvos en donde estos mismos iones de
calcio no son tan superficiales. El calcio puede estar formando un enlace coordinado

con pares de electrones libres, del nitrbgeno o del oxigeno, en las amidas.
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Figura 20. Espectro FTIR del Colageno, Grenetina, HAp y peliculas compuestas.
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La HAp comercial, al no contar con este crecimiento preferencial, tiene muy
pocos atomos de calcio expuestos en la superficie para poder interactuar con los
biopolimeros. Esto deja en evidencia una ventaja muy clara de las nanofibras de

hidroxiapatita hexagonal altamente cristalina desarrollada por el grupo de trabajo.
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Figura 21. Acercamiento del espectro FTIR entre 3800 y 2750 cm™ para el colageno,

la grenetina y las peliculas compuestas.
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Para poder observar mas claramente los desplazamientos en las bandas
del espectro, la Figura 21 muestra un acercamiento en la zona entre 3800 cm™' y
2750 cm”'. En esta imagen, ademas de observar el desplazamiento antes
mencionado de la sefial cerca de los 3300 cm™', se pueden observar cambios en las
sefiales correspondientes al grupo amida B (3070 cm) y al acido carboxilico
(=2980 cm™). El grupo amida muestra un ligero desplazamiento mientras que la
banda del acido carboxilico no presenta alteraciones significativas, excepto en la
pelicula con 5 wt. % de HAp comercial, probablemente causa dela combinacion de

sefales.

Como complemento a la imagen anterior, la Figura 22 muestra un
acercamiento en la zona entre 1800 cm™' y 750 em'. En esta imagen, ademas de
observar el desplazamiento indicado anteriormente de la sefal entre 1530 y 1540
cm' del grupo amida, se pueden observar cambios en la sefial correspondiente al
grupo carboxilo (entre 1440 y 1455 cm). Nuevamente se muestra un
desplazamiento de las bandas, lo que indica una interaccion quimica entre los
componentes del material compuesto, de nuevo, es probable que la interaccion se

dé con los atomos de calcio tipo | en la superficie de la HAp.

Las sefales alrededor de los 1020 cm™"' correspondientes al grupo fosfato
de la Hidroxiapatita y al benceno del colageno y las que se encuentran cerca de los
1080 cm™! correspondientes a los pirroles de la grenetina se traslapan dificultando
la interpretacion de las bandas. Se observa una un desplazamiento en los numeros
de onda, pero es dificil saber si es por la combinacién de las bandas o por una

interaccion quimica entre los componentes de la pelicula.
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Figura 22. Acercamiento del espectro FTIR entre 1800 y 750 cm™ para el colageno,
la grenetina y las peliculas compuestas.
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A continuacion, en la Tabla 2, se observan las posiciones de las bandas de

los diferentes grupos funcionales presentes en los materiales analizados.

Tabla 2. Frecuencias a las que se encuentran las bandas de distintos grupos

funcionales dentro de los materiales compuestos sintetizados.

Muestra / Grupo  Grupos _ _ Acido _ /
funcional oH Amida A Amida B Carboxilico Amida | Amidall
Colageno - 3279 3073 2980 1633 1538
Grenetina - 3278 3071 2980 1632 1531
HAp Hex 3570 - - - - -
HAp Hex 5% - 3289 3075 2980 1633 1538
HAp Hex 10% - 3289 3075 2976 1633 1539
HAp Com 5% - 3288 3074 2960 1633 1538
HAp Com 10% - 3288 3075 2980 1633 1538

Muestra / Grupo Carboxilo = Amida

funcional (C-OH) (CN) Fosfato Pirrol Fosfato Benceno
Colageno 1446 1399 - - - 1018
Grenetina 1445 1411 - 1082 - -
HAp Hex - - 1087 - 1021 -
HAp Hex 5% 1452 1399 - - 1025 -
HAp Hex 10% 1453 1403 - - 1021 -
HAp Com 5% 1452 1402 - - 1026 -
HAp Com 10% 1451 1399 - - 1015 -

La Figura 23 muestra la forma en que pueden estar interactuando la fase

organica e inorganica del material compuesto sintetizado.
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NH,

Figura 23. Posible interaccion entre los atomos superficiales de la HAp hexagonal y

los grupos amida del colageno y la grenetina.

8.7 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) funciona al emitir un haz de
electrones, ya sea por accion termo-idnica o por el efecto de un campo eléctrico
muy fuerte. El haz de electrones es emitido y pasa a través de lentes
electromagnéticas condensadoras, donde es enfocado. El haz oscila produciendo
un barrido sobre la superficie del analito donde la interaccion entre el haz de
electrones y Jda muestra generan electrones secundarios, electrones
retrodispersados, electrones Auger, rayos X caracteristicos, electrones
elasticamente dispersados, electrones inelasticamente dispersados y fotones con
diferentes energias. Los electrones secundarios y retrodispersados son
recolectados por un detector de electrones y son utilizados para formar una imagen
del objeto a analizar. Si el nUmero de electrones que alcanzan la muestra no es
igual al numero de electrones que se separan de ella, entonces el analito acumulara
una carga. Este fendmeno de carga afecta la calidad de la imagen de forma

negativa. Para evitar la carga de la muestra, algunos de los analitos son cubiertos
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por una capa muy delgada de metal (Alanis Gomez, 2018; Jokerst, Donley, Cahoon,
& Jones, 2017).

Para el analisis en SEM, las peliculas compuestas nanoestructuradas
fueron fijadas en un portamuestras cilindrico metalico utilizando cinta de carbon, el
portamuestras fue limpiado y pulido previamente para evitar la contaminacién del
analito. El analisis fue llevado a cabo utilizando un microscopio electrénico de
barrido marca JEOL modelo JSM-6060LV, empleando un voltaje de aceleraciéon de

15 kV y las imagenes se construyeron utilizando electrones secundarios.

La Figura 24 muestra la micrografia de una de las peliculas elaboradas
unicamente de colageno / grenetina. Se puede observar una superficie homogénea

e irregular, ya que los biopolimeros no generas superficies lisas.

18K

Figura 24. Micrografia SEM de las peliculas de colageno / grenetina.

En la Figura 25 se puede observar la superficie de una de las peliculas
compuestas nanoestructuradas, en este caso con 5 wt. % de HAp comercial. Se
pueden observar, encerradas dentro de circulos, las particulas de HAp comercial

distribuidas en la superficie de la pelicula, ademas de abultamientos en la superficie

62



del material que indican la presencia de mas de estas estructuras, marcados con
flechas. Se puede suponer que los abultamientos representan la presencia de
particulas de HAp al no encontrarse los mismos en las micrografias de la pelicula
de colageno / grenetina.

Se observa una dispersibn homogénea, lograda gracias al uso del
sonotrodo. También se aprecia un recubrimiento muy bueno de las particulas por

parte de los biopolimeros y una buena adherencia entre fases, que probablemente

afecte de manera positiva la resistencia mecanica del material.

Figura 25. Micrografia SEM de las peliculas de 5 wt. % de HAp comercial.

En el caso de las peliculas con 10 wt. % de contenido de HAp comercial, la
distribucion homogénea de las particulas, asi como su presencia, es mucho mas
notable. Las micrografias para estas peliculas pueden ser observadas en la Figura
26. ‘En las imagenes se aprecia una mejor dispersion de las particulas de
hidroxiapatita comercial y se pueden distinguir mejor los abultamientos causados
por estas mismas particulas. Se sobresaltan las particulas de la superficie menos

evidentes con circulos y los abultamientos con flechas.
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Figura 26. Micrografia SEM de las peliculas de 10 wt. % de HAp comercial.

Las micrografias de las peliculas con 5 wt. % de HAp hexagonal altamente
cristalina pueden ser observadas en la Figura 27. Dado que en estas imagenes son
menos notorias las nanofibras de HAp, estas fueron marcadas con una flecha para
facilitar su localizacion, algunas de las nanofibras sélo se pueden apreciar como
abultamientos en la superficie de la pelicula. Aun asi, se observa una muy buena
integracion y adherencia de las nanofibras al biopolimero, asi como un excelente

recubrimiento de la HAp.
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Figura 27. Micrografia SEM de las peliculas de 5 wt. % de HAp hexagonal altamente

cristalina.

La Figura 28 muestra las micrografias de las peliculas con 10 wt. % de HAp
hexagonal altamente cristalina donde se pueden apreciar las fibras completamente
embebidas a los biopolimeros, asi como su capacidad de conservar su integridad
después del proceso de sintesis. Se observa una muy buena dispersién de las
nanofibras, asi como una distribucion bastante homogénea. El recubrimiento por
parte de los biopolimeros es muy bueno y las nanofibras aparentan una adherencia

muy buena con la fase organica.

Una gran parte de las nanofibras se conservaron intactas, sin que se
hubiesen fracturado o agrietado debido al tratamiento sénico. Esto es importante

debido a que, al conservarse las nanofibras sin rupturas, se incrementa la
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posibilidad de que su presencia favorezca el aumento de resistencia mecanica del

material compuesto.

Figura 28. Micrografia SEM de las peliculas de 10 wt. % de HAp hexagonal altamente

cristalina.

En general, se aprecia una buena dispersion de las nanofibras de
hidroxiapatita dentro de los biopolimeros, asi como una distribucion homogénea y
una buena adherencia entre fases. Esta adherencia, probablemente producto de la
interaccion entre grupos amino y el calcio tipo | de la HAp, da sustento a lo
previamente discutido en el anadlisis FTIR sobre las interacciones entre la fase
organica e inorganica del material compuesto. Ademas, se observa que la superficie
de las nanofibras de HAp son muy lisas y amplias, dejando expuestos a los iones

de calcio, favoreciendo asi la interaccién quimica.
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Con el fin de confirmar lo observado en el SEM, se obtuvieron también,
micrografias combinadas de electrones secundarios y retrodispersados, estas
muestran una imagen mas profunda de los materiales compuestos sintetizados que

la generada por electrones secundarios.

En la Figura 29 se puede observar la superficie de la pelicula con 5 wt. %
de HAp comercial. Se observa mas claramente la dispersion homogénea de las

particulas, asi como el recubrimiento de las mismas por el biopolimero.
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Figura 29. Micrografia. SEM combinada de electrones secundarios y

retrodispersados de las peliculas de 5 wt. % de HAp comercial.

Las micrografias combinadas de las peliculas con 10 wt. % de contenido
de HAp comercial se muestran en la Figura 30, la distribucion homogénea de las
particulas .es mas evidente, se observan también mas particulas de HAp. Se
reafirma la buena dispersion de las particulas de hidroxiapatita comercial ademas
de que es mas sencillo apreciar los abultamientos causados por estas mismas

particulas.

67



e

¥ . o

1 I~.“'" l‘.’ 1 1

% i

Figura 30. Micrografia SEM combinada de electrones secundarios y

retrodispersados de las peliculas de 10 wt. % de HAp comercial.

La Figura 31 muestra las micrografias combinadas de las peliculas

compuestas con 5 wt. % de HAp hexagonal altamente cristalina.

A diferencia de las micrografias obtenidas a partir de electrones
secundarios, ahora es posible observar claramente la presencia y buena dispersion
de las nanofibras de HAp. Se observa como es el caso en todas las peliculas, una
distribucién homogénea y una muy buena integracion de ambas fases, asi como

una excelente adherencia y recubrimiento de las nanofibras.

Se observa también a detalle una de las fibras de HAp, como esta esta
embebida en el biopolimero, asi como una medida aproximada del ancho de la fibra.
La medida de 1.648 pm representa una fibra que esta formada por muchas mas
nanofibras de HAp hexagonal en su interior tal como lo menciona la literatura
(Alanis-Gémez et al., 2016; Alanis Gomez, 2018).
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Figura 31. Micrografia SEM combinada de electrones secundarios y

retrodispersados de las peliculas de 5 wt. % de HAp hexagonal altamente cristalina.

Las micrografias combinadas de la Figura 32 muestran a las peliculas con
10 wt. %.de HAp hexagonal altamente cristalina donde se pueden apreciar las
nanofibras homogéneamente distribuidas en toda la pelicula, asi como el efecto del
sonicado en la dispersion de las mismas. Ademas, existe una buena integracién de

las fibras en el biopolimero.

Aunque gran parte de las nanofibras se conservaron intactas, se pueden
observar fracturas y roturas en algunas de ellas lo que indica que se requieren
modificar las variables del tratamiento soénico, probablemente se solucione

disminuyendo la amplitud y con ello la energia del tratamiento.
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Figura 32. Micrografia SEM combinada de electrones secundarios vy

retrodispersados de las peliculas de 10 wt. % de HAp hexagonal altamente cristalina.

Las micrografias combinadas confirman-lo encontrado por las micrografias
de electrones secundarios. Todas las peliculas muestran una buena dispersion, una
distribucion homogénea, asi como una buena integracion y adherencia entre las

fases organicas e inorganicas del material compuesto nanoestructurado.

8.8 Pruebas Mecanicas

Las pruebas mecanicas se basan en ensayos destructivos mediante la
aplicaciéon de una fuerza externa la cual somete a los materiales de estudio a
esfuerzos cada vez mas grandes hasta lograr su deformacion y ruptura. Estas
pruebas son utilizadas para determinar las propiedades de dureza, elasticidad,

fragilidad y plasticidad de los analitos.

En las pruebas de tension en fisica e ingenieria, se denomina tension
mecanica a la fuerza por unidad de area en el entorno de un punto material sobre
una superficie real o imaginaria de un medio continuo. La definicion anterior se
aplica tanto a fuerzas localizadas como fuerzas distribuidas, uniformemente o no,

que actuan sobre una superficie (Alanis Gomez, 2018).

Para este analisis se utiliz6 como base la norma ASTM D638 para peliculas

poliméricas delgadas. Las peliculas fueron sometidas a una carga uniaxial de
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tensiéon continuamente creciente hasta que el material lleg6 a la falla. Durante toda
la prueba, se registraron tanto la carga como el alargamiento resultante de la
pelicula por causa de dicha carga. Los ensayos mecanicos fueron realizados en una
maquina universal de pruebas mecanicas Zwick / Roell Z005 con una celda de carga
de 5 KN y una velocidad de deformacién de 1mm / min. Se fabricaron 5 probetas
para cada una de las peliculas compuestas nanoestructuradas analizadas. Las
peliculas fueron cortadas con las medidas establecidas por la norma ASTM D638

como se puede observar en la Figura 33.
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Figura 33. Imagen probeta utilizada con medidas de acuerdo a la norma ASTM D638.

La Figura 34 muestra las graficas de esfuerzo y deformacién obtenidas en
las pruebas mecanicas para las peliculas de colageno / grenetina y para los
materiales compuestos elaborados con HAp comercial. La grafica para la mezcla
colageno-grenetina mostré un comportamiento de un polimero elastomeérico, que es
propio de un biopolimero. Al agregar las particulas de HAp comercial, se hace
evidente que, aunque aumenta la resistencia del material, también se incrementa
su rigidez, con una escasa region plastica. Esto habla de compuestos rigidos,

fragiles y quebradizos.
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Figura 34. Graficas de esfuerzo y deformacion para peliculas de colageno / grenetina
y peliculas compuestas HAp comercial / biopolimero.

La mayor resistencia al esfuerzo se presenta en la pelicula con 5 wt. % de
HAp comercial, pero, el aumento en la concentracién de hidroxiapatita muestra un
deterioro de la resistencia ya el esfuerzo aplicado a la pelicula compuesta con 10
wt. % de HAp comercial es considerablemente menor al momento de la falla. Esto
parece indicar una saturacion de particulas de HAp comercial en el material, ya que
se puede observar una mejora en las propiedades mecanicas de la pelicula con 5
wt. % de hidroxiapatita comercial con respecto a la pelicula de colageno / grenetina,

pero no-asicon la pelicula con 10 wt. % de HAp comercial.

En el caso de las peliculas compuestas donde se utilizé la hidroxiapatita
hexagonal altamente cristalina, cuyas graficas se pueden observar en la Figura 35,
se puede observar, al menos en la muestra con 5 wt. % de HAp, que se alcanza el
limite elastico y presenta una regidon plastica mucho mas extensa tipica de un
material mas deformable, lo que nos habla de un material mas flexible. Es notorio

un decremento de la resistencia a la tension de este material con respecto a la
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pelicula de colageno / grenetina, pero se aprecia un incremento en el médulo de

Young.
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Figura 35. Graficas de esfuerzo y deformacion para peliculas de colageno / grenetina

y peliculas compuestas HAp hexagonal / biopolimero.

Al incrementar la concentracion de nanofibras de HAp hasta 10 wt. % se
observa un comportamiento del material muy similar a la pelicula de colageno /
grenetina, pero con una mejora considerable en cuanto a su resistencia. Por otro
lado, la capacidad de deformarse de esta pelicula se vio afectado por la cantidad de
HAp. Lo que es normal dado que la HAp es un material ceramico y se comporta
como tal.

La Tabla 3 muestra una comparacion del médulo de Young y el esfuerzo
maximo de todas las peliculas sintetizadas. Mientras mas pequefo es el médulo de
elasticidad de Young, mayor elasticidad y, por lo tanto, menos rigidez, posee el
material. El esfuerzo maximo nos dice que tan resistente es la muestra a la
aplicacion de una fuerza, mientras mayor es el numero, mas resistente es la
pelicula.
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Tabla 3. Moédulo de Young y esfuerzo maximo de las diferentes peliculas

compuestas sintetizadas.

Muestra Médulo de Young Esfuerzo Maximo Relacion
(MPa) Resistencia/
(MPa) Elasticidad
Colageno — Grenetina 607.28 39.37 0.0648
HAp Comercial 5 % 1221.38 40.43 0.0331
HAp Comercial 10 % 064.52 27.05 0.0280
HAp Hexagonal 5 % 804.59 19.11 0.0237
HAp Hexagonal 10 % 1093.87 33.00 0.0301

El comportamiento fragil de los biopolimeros con la HAp comercial es tipico
de la inclusidbn de un material ceramico. Las peliculas pierden elasticidad y se
vuelven mas fragiles. Curiosamente se puede observar un incremento en la
elasticidad de la pelicula al pasar de una concentracién de 5 wt. % de HAp comercial
a 10 wt. %, aumenta la elasticidad un 21%. Pero se observa una disminucién de la

resistencia de un 33%.

Sucede lo contrario al aumentar el porcentaje en peso de la hidroxiapatita
hexagonal altamente cristalina. Al pasar de 5 a 10 wt. % la pelicula pierde
elasticidad, a razén de un 35.95 %. Al mismo tiempo aumenta su resistencia en un
72.68 %. Es evidente que las nanofibras no vuelven tan rigidas a las peliculas como

lo hacen las particulas de la HAp comercial.

Probablemente la proporcibn mas adecuada es la que contiene una
concentracion de 10 wt. % de HAp hexagonal, ya que, presenta un buen balance
entre resistencia y elasticidad, muy similar al logrado con la concentracion de 5 wt.
% de HAp comercial. Pero a diferencia de la HAp comercial, parece sugerir que el
uso de la hidroxiapatita hexagonal en la creacién del material compuesto aumenta

considerablemente la resistencia sin afectar tan seriamente la elasticidad.
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La diferencia en el comportamiento mecanico de los materiales
compuestos al aumentar la concentracion de hidroxiapatita, tanto comercial como
hexagonal, puede ser atribuido a una mejor interaccién quimica entre las nanofibras
de HAp con el biopolimero, debido a su morfologia y a su crecimiento preferencial.
Esto abre las puertas a una busqueda de la concentracion de HAp adecuada enla

que se maximicen tanto elasticidad como resistencia.

Estudios previos reportan la creacién de bioandamios cartilaginosos con
modulos de Young entre 191.7 y 660 kPa tras ser analizados con una técnica de
hendidura por microscopio de fuerza atdbmica (Onofrillo et al., 2018).
Lamentablemente, todas las muestras en este ftrabajo fueron analizadas
mecanicamente después de un proceso de secado con €l fin de facilitar los ensayos
en la maquina universal disponible. Esto afecta los valores tanto del médulo de
Young como del esfuerzo, lo que los hace dificilmente comparables con otros
materiales cartilaginosos, pero da camino a un estudio futuro en donde se pueda
realizar un analisis mecanico utilizando muestras humedas tal como se aplicarian

en un escenario quirurgico.

75



9. Conclusiones

Se obtuvo un material compuesto nanoestructurado hecho a base de
hidroxiapatita — biopolimero que se espera pueda ser utilizado posteriormente como
un implante de tejido cartilaginoso hialino que favorezca su regeneracion. Sus usos
comprenderian el area de las ciencias de la salud, en el tratamiento de
enfermedades reumaticas crénico-degenerativas como la osteoartritis, tratamiento
de lesiones en el area de traumatologia y ortopedia, asi como en el area de cirugia
reconstructiva. El uso de los productos significara una mejora de los tratamientos
que buscan devolver la salud a los pacientes que sufren alguna enfermedad o lesion

del tejido cartilaginoso.

Se logré la sintesis de nanofibras de HAp hexagonal altamente cristalina y
pura, con una orientacion cristalina preferencial en la direccion [300]. El tamafio de
cristalito de la misma resulto ser del orden de los nanémetros por lo cual posee una
resistencia a la deformacién aceptable. Es decir, la hidroxiapatita sintetizada cuenta
con las caracteristicas deseables para la sintesis del compuesto HAp — biopolimero.
Las matrices de colageno / grenetina sintetizadas establecen el contenido minimo
de grenetina en 10% en peso para poder lograr caracteristicas mecanicas
adecuadas que permitan su manipulacién, limitando asi a la pelicula compuesta
HAp — biopolimero.a un maximo de 10% en peso de HAp y fijando en 10% en peso

la concentracion del colageno para todas las muestras.

La fase inorganica del compuesto, conformada por la HAp, pudo ser
adicionada a la fase organica, representada por el colageno y la grenetina, a través
de un tratamiento soénico, lo cual permitié una dispersion homogénea de las fibras
en-la matriz proteica. Las peliculas compuestas HAp — biopolimero sintetizadas
demostraron tener caracteristicas mecanicas diferentes a las peliculas que sélo
contienen colageno y grenetina. Las peliculas compuestas mostraron resultados
diversos en los analisis TGA y DSC. Por un lado, el analisis TGA mostré que al
menos una de las peliculas compuestas se degrada a un ritmo mucho mas lento
que sus contrapartes de colageno / grenetina; por otro lado, el analisis DSC mostré
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que la matriz de colageno / grenetina absorbe mas energia para fundir sus regiones
cristalinas, lo que sugiere una mayor cristalinidad y una mejor estabilidad al

aumentar la temperatura.

Al comparar las peliculas compuestas utilizando la HAp sintetizada y la
comercial, se observa una ventaja en el caso de la pelicula con concentracion de
5% en peso de HAp altamente cristalina. Se puede decir esto ya que, segun el
analisis TGA, esta se degrada a una razén mucho mas lenta que las demas
peliculas y el analisis DSC muestra, para esta misma pelicula, una mayor absorciéon
de energia al momento de fundir sus regiones cristalinas. Esto indica una mayor

estabilidad del material al ser sometido a incrementos de temperatura.

Se puede observar a través de los analisis FTIR que existen interacciones
quimicas entre las fases organica e inorganica. También se puede argumentar que
la hidroxiapatita desarrollada por el grupo de trabajo, con su alta cristalinidad,
morfologia y crecimiento preferencial, favorece estas interacciones, lo que la hace
mas adecuada para ser utilizada como parte de las peliculas compuestas ya que
estas interacciones estan aportando a las propiedades mecanicas del biomaterial

compuesto nanoestructurado.

El analisis SEM revela una muy buena dispersion, asi como integracion,
tanto de las particulas como de las nanofibras de HAp. Se observa también una
distribucion bastante homogénea de la hidroxiapatita en el biopolimero y apoya la
evidencia de los espectros FTIR al observarse una buena interaccién entre las fases

organica e inorganica.

Por ultimo, las pruebas mecanicas muestran resultados interesantes para
las peliculas con 5 wt. % de HAp comercial y 10 wt. % de HAp. Ambas peliculas
muestran un buen balance elasticidad resistencia, caracteristica que se espera del
tejido cartilaginoso. También se observa un comportamiento mas favorable para las
peliculas elaboradas con hidroxiapatita hexagonal altamente cristalina, debido a su
comportamiento al aumentar la concentracién de HAp. Estos resultados abren las
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puertas para analisis mecanicos futuros en donde se puedan comparar con los

esfuerzos realizados por otros grupos de investigacion.
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11.APENDICE

11.1 Preparacion del Buffer Fosfato

Se elabor6 una solucién de fosfato con el fin de crear un buffer en el cual
la sintesis del material pudiera llevarse a cabo sin afectar las condiciones de pH

deseadas.

Para obtener el buffer se hicieron dos soluciones, en la primera se

disolvieron 0.2684 gr. de Na2HPO4 y se aforé a 10 ml. con agua destilada (Solucion

1),

Para la segunda solucién se disolvieron 0.6903 gr. de NaH2PO4 y se afor6

a 50 ml. con agua destilada (Solucién 2).

Posteriormente se tomaron 6.15 ml. de la solucion 1, 43.85 ml. de la

solucién 2 y se aforaron a 100 ml. con agua destilada.

11.2 Pruebas de Solubilidad

Se colocaron muestras de las peliculas sintetizadas, asi como de la matriz
colageno / grenetina, en vasos de precipitados con 30 ml. de agua destilada a una
temperatura que varié de 23 a 37 °C y fueron sometidas a una agitacion moderada
hasta su completa disolucion. Todas las muestras fueron cortadas de forma
cuadrada con lados de 5 mm y un espesor de entre 0.4 y 0.45 mm todas con el

mismo peso inicial de 0.05 g.

Las muestras fueron pesadas antes de ser colocadas dentro del vaso de
precipitados y se registrd su peso. Las muestras fueron introducidas dentro del vaso
de precipitados y se comenzé la agitacion. Cada minuto, la muestra se retiraba del
vaso y se pesaba para registrar la ganancia o pérdida de peso de la misma, este
proceso se repitié hasta que ya no existia una muestra recuperable dentro del vaso
de precipitados. Por cada medicién del peso de la muestra, se media también la

temperatura del agua dentro del vaso.
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Los resultados fueron graficados y se pueden observar en la
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Figura 36. Graficas de solubilidad de las peliculas compuestas sintetizadas.
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