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Resumen

En las ultimas décadas se han presentado muchos progresos en el desarrollo de
nuevos materiales con diversas aplicaciones, entre estos se encuentran los
empleados para usos biomédicos que se conocen como biomateriales.

Justamente en el area médica, uno de los desarrollos mas importantes, son los
utilizados en el campo de diagndstico, especificamente los llamados “marcadores
de biopsia”. Su funcidn es servir de referencia en un area donde se presente una
posible lesion o se requiera seguimiento postquirurgico, para poder ser observado
por técnicas de imagenologia. A través de esto se puede dar un adecuado
seguimiento en el tratamiento y/o evolucion de diferentes enfermedades.

Los primeros materiales utilizados como marcadores fueron de acero inoxidable y
titanio, debido a las propiedades de biocompatibilidad y radiopacidad; esta ultima
propiedad es necesaria para poder visualizarse por rayos X. Sin embargo, existen
dos desventajas: la primera es que son materiales rigidos y pueden ser incomodos;
por otro lado, se requiere una segunda cirugia, para retirarlo, incrementando el costo
de tratamiento, estrés para el paciente y la probabilidad de riesgo de infeccion
inherente por la segunda cirugia.

Posteriormente, los materiales metalicos fueron recubiertos con polimeros
biocompatibles de monémeros como: g-caprolactona, acido lactico, acido glicdlico,
s6lo por mencionar los mas usados, cuyo objetivo fue para mejorar las técnicas de
deteccidon por imagenes cruzadas, complementando la técnica con un equipo de
ultrasonido. Sin embargo, tienen las mismas desventajas de la primera generacion.
Requieren de una segunda cirugia para su remocion, por lo tanto, conlleva a los
MisSMos riesgos.

El extenso uso de los polimeros en aplicaciones médicas se debe a la versatilidad
en sus propiedades. Pueden ser rigidos, flexibles, porosos, moldeables,
biocompatibles, etc., sélo por mencionar algunas caracteristicas. Los poliuretanos
se encuentran dentro de este grupo de materiales y se han empleado en muchas
aplicaciones médicas. Se caracterizan por ser biocompatibles, homocompatibles
(no generan interacciones con la sangre, como la trombosis) y tener excepcionales
propiedades mecanicas. Es comun usarlos en aparatos en contacto con la sangre,
como marcapasos, endoprotesis vasculares, etc. A pesar de los prolongados
tiempos de contacto con la sangre, poseen una tasa de degradacion muy lenta o
practicamente inexistente.
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En este proyecto se propone la sintesis de un nuevo polimero tipo poliuretano con
propiedades de biodegradabilidad y biocompatibilidad. Para esto se utilizaron
polisacaridos naturales, como precursores o portadores de los grupos OH,
necesarios para la formacién de grupos uretano, como la inulina y/o quitosano. La
seleccion de estos polimeros se debe a que se cuenta con investigaciones previas
en aplicaciones biomédicas y a que son biocompatibles.

Debido a las aplicaciones propuestas en este proyecto, los nuevos materiales
poliméricos sintetizados deberan poseer una velocidad de biodegradacion
controlada. Para poder obtener la propiedad de radiopacidad y ser usados como
marcadores de biopsia, al marcador se le incorporaran nanoparticulas de 6xido de
hierro. En trabajos previos se ha demostrado su uso como agente contrastante en
el campo de diagnostico, ademas de ser biocompatibles a ciertas concentraciones.

Esta investigacion proporciona una nueva propuesta de sintesis “via verde” para
poliuretanos, debido a que se utilizan polisacaridos naturales como precursores. Se
pretende sustituir a los precursores sintéticos, con la ventaja adicional de que son
recursos renovables. Estos biomateriales ofrecen la posibilidad de iniciar nuevas
lineas de investigacion en la sintesis de polimeros, usando precursores mas
econdmicos y/o de desechos industriales o agricolas, lo que ayudara a reducir
costos y contaminantes en la creacion de nuevos materiales.
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Abstract

During the last decades, a new kind of materials has been developed for different
applications. An example is biomaterials, which have been used in medical areas.
For example, biopsy markers belong to this category. Their main uses are in the field
of detection and diagnosis.

Their objective is to function as a position reference in injuries or post-surgical sites,
which could be detected due to their radiopacity by x-ray techniques, in order to have
an adequate following treatment or evaluation of the evolution the disease.

So far, only two generations of markers have been developed. The first ones were
made of steel stainless or titanium; they were used due to their biocompatibility and
radiopacity. The second one, were metals covered with a polymer (such as
polycaprolactone, polylactic acid or polyglycolic acid). These markers also were
biocompatible and radiopaque, but with two additional features: They had a
hemostatic effect and could be used for cross-imaging techniques for both x-ray and
ultrasound.

Both have the disadvantage of being rigid materials, which could be uncomfortable.
Furthermore, a second surgery is necessary to remove them, increasing costs of
treatment, stress for the patient and the risk of infection.

Polymers have been used in medical applications due to their properties, such as
stiffness, flexibility, porosity, moldability and, the most important, biocompatibility.
Polyurethanes belong to this group, being hemocompatibles (they do not interact
with the blood to produce thrombosis) and having adequate mechanical properties.
Their main applications involve devices that are in contact with the blood, such as
stents, cardiac valves and pacemaker. In spite of the time of contact with blood, they
show a very slow or almost non-existent degradation rate.

This project focuses on the development of a new degradable and biocompatible
polymer -polyurethane type- based on natural polysaccharides, which are carriers of
OH groups, needed for the synthesis of polyurethanes. Polysaccharides, such as
inulin and chitosan, have been reported in biomedical applications due to their
biocompatibility.

The new synthesized polyurethane must have a controlled biodegradation rate to
fulfill the requirements for the desired biomedical applications. To be used as a
contrast agent in the field of diagnosis, the devices were covered with a
biocompatible concentration of iron oxide nanoparticles.
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This thesis deals with the development of so-called “green way” polyurethanes,
obtained by replacing synthetic precursors by natural polysaccharides, which
additionally are renewable resources. These new biomaterials offer the possibility of
initiating new research fields to synthesize polymers, using cheaper precursors, and
industrial or agricultural waste, to reduce costs and contaminants.
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Introduccion
Hipotesis

El uso de polisacaridos naturales como portadores de grupos hidroxilo servira para
poder sintetizar, por diferentes rutas quimicas, nuevos polimeros tipo poliuretano,
que sean biocompatibles y que posean una velocidad de biodegradacion controlada,
para poder ser usados en diversas bioaplicaciones

Justificacion

Los marcadores de biopsia han ayudado en el seguimiento y tratamiento de algunas
lesiones y enfermedades. Su desventaja es que una vez que cumplen su funcion se
requiere una intervencion quirurgica para retirarlos, aumentando con ello los riesgos
de infeccion, y el al estrés en el paciente, ademas de generar costos adicionales por
la cirugia requerida para su remocion.

Los poliuretanos, son polimeros que han sido ampliamente utilizados en
biomedicina, debido a sus excelentes propiedades mecanicas, biocompatibilidad y
homocompatibilidad. Sin embargo, presentan una tasa de degradacion nula o muy
baja, por lo que en este proyecto se propone sintetizar un nuevo material polimérico
tipo poliuretano a través de nuevas rutas quimicas de sintesis. Ademas de usar
precursores naturales como portadores de los grupos hidroxilo para sintetizar
polimeros tipo poliuretano, que sean biodegradables, biocompatibles y con
propiedades mecanicas adecuadas para poder usarse como marcador de biopsia.
Es necesario que el prototipo sea radiopaco, y para lograrlo se propone el uso de
nanoparticulas de 6xido de hierro, que se ha demostrado son biocompatibles.

Esta nueva propuesta, reduce el uso de precursores obtenidos por sintesis quimica
y los substituye por compuestos naturales o recursos renovables. Ademas, y de
forma no menos importante, disminuye los costos y riesgos en la salud de los
pacientes.
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Antecedentes

Los materiales siempre han estado en contacto con la historia de la humanidad. El
desarrollo y progreso de las sociedades estan intimamente ligados con la
compresion y manipulacion de los materiales [1]. El conocimiento de su composicion
y estructura, asi como el procesamiento y su sintesis, han ayudado en el desarrollo
de nuevas tecnologias y aplicaciones, ofreciendo mejoras en nuestra confortabilidad
y existencia. [2]

La idea principal es desarrollar materiales con propiedades especificas que se
adecuen a nuestras necesidades y que promuevan una respuesta adecuada a cierto
estimulo; ademas, esta nueva propuesta debe ser versatil, viable y factible.

En general los materiales los categorizamos en términos de sus estructuras y
propiedades y los podemos clasificar en forma general como polimeros, ceramicos,
metales, materiales naturales y compositos. [3] .Es normal que en la naturaleza no
se encuentren materiales que cumplan con todas las propiedades requeridas, por
lo que la busqueda y la creacion de nuevos materiales, conllevan a nuevas
investigaciones o desarrollos, donde se requiere un conocimiento mas detallado en
la comprension de sus estructuras.

El enorme progreso que se ha logrado, ha desarrollado materiales muy avanzados,
donde se han mejorado sus propiedades con un alto rendimiento, los cuales se han
utilizado o aplicado en areas complejas como aeroespaciales, semiconductores,
electronica, magnética, medicina, que no sélo son mejoras en la tecnologia, sino
han llegado a tener un enfoque mas esperanzador para la humanidad. Si nos
enfocamos en el area de la biomedicina, en general se han aplicado con fines
terapéuticos, en el campo de deteccion, diagnostico, desarrollo de implantes o
protesis. [2] [4] Estos nuevos materiales aplicados en el area médica son llamados
biomateriales, y cuya sintesis y precursores que se han utilizado son de origen
natural, sintéticos o una combinacién de los mismos. Sus aplicaciones y usos se
han probado con excelentes resultados en implantes, dispositivos o equipos de
proceso que han interactuado con sistemas biologicos. [5]Un biomaterial se define
como cualquier material usado en el area médica, destinado a interactuar con
sistemas bioldgicos. [6]

Se puede generalizar mas al eliminar la palabra “area médica”, donde ademas de
fines terapéuticos y de diagnédstico, pueden incluirse aplicaciones como ingenieria
de tejidos e inclusive érganos artificiales hibridos, donde podemos incluir células.
[4] Finalmente, se definiria como la interaccion de un material con un sistema
biolégico.
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Si usamos el término sistema biolégico, es importante mencionar la palabra
biocompatibilidad, indicando que es la capacidad de un material para funcionar con
una adecuada respuesta en una aplicacién especifica. [6].

Donde capacidad para funcionar con una adecuada respuesta se refiere a una
cicatrizacion, mimetizacion o curacion normal. Y por aplicaciéon especifica, se
entiende la funcion para la cual fue disefiada, por ejemplo, un lente de contacto es
s6lo para mejorar la capacidad visual, por lo que no debe de producir otro tipo de
respuestas o interacciones.En el desarrollo de los biomateriales se pueden
mencionar tres principales generaciones: [4]

a) La primera generacion, es decir, la de los llamados materiales bioinertes tuvo
como objetivo reducir la interaccion o reaccion en él huésped.

b) La segunda generacion de biomateriales, denominados bioactivos, se caracterizd
por una reaccion controlada con el ambiente donde interactuaban, incluidos los
materiales biodegradables.

c) La tercera generacion, que se encuentra en desarrollo, es la regeneracion de los
tejidos. Aunque ya existen muchas investigaciones enfocadas a este tema, aun se
tiene una gran brecha para su comprensioén, debido a lo complicado de las
interacciones del organismo bioldgico con el biomaterial.

Para la fabricacion de biomateriales se han utilizado metales, ceramicos, vidrios,
polimeros y/o compositos. Los polimeros presentan mayores ventajas comparados
con otros materiales [4]. Una de ellas es su gran flexibilidad; ademas se pueden
producir, desarrollar y disenar para ofrecer un amplio rango de propiedades
mecanicas, con una gran diversidad de propiedades fisicas y quimicas para
diferentes aplicaciones. Aun mas interesante, es la propiedad de poder ser
biodegradable, con la posibilidad de ser excretados y/o absorbidos. Por
consiguiente, se puede evitar la intervencion quirdrgica una vez que ha concluido
su funcion. [7]

El tema de biodegradacion es muy complejo, pero existen consideraciones que se
deben tomar en cuenta en el disefio de polimeros biodegradables.

El material al interactuar con un sistema biolégico: [8]

1) No deben de generar una respuesta inflamatoria aguda

2) El tiempo de degradacion debe de coincidir con la funcion de disefio
3) Debe de tener adecuadas propiedades mecanicas referentes al uso
4) No debe ser toxico, al igual que los sus subproductos

5) Los productos de degradacion deben de absorberse o excretarse.
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Un factor importante a considerar es que puede existir cambio de propiedades y
caracteristicas durante el proceso de degradacion. [7]

Se pueden mencionar una gran variedad de polimeros o copolimeros que se han
desarrollado como biomateriales. El siguiente listado es enunciativo mas no
limitativo, por ejemplo, poliacido lactico, poliacido glicdlico, policaprolactona, poli
1,8-octanediol, glicerol, acido sebasico, colageno, poliacido malico. También existen
familias especializadas de polimeros, como lo son los poliuretanos,— cuyos
precursores también se han utilizado algunos de estos mondmeros como;
polipropilen glicol, polietilen glicol, acido glicdlico. Los resultados de estos materiales
en estas investigaciones, muestran una diversidad de propiedades como
biodegradabilidad, biocompabilidad, atoxicicidad, tanto en productos como
subproductos, versatilidad en propiedades mecanicas como dureza o suavidad,
adecuada estabilidad mecanica e integridad estructural. Estos nuevos biomateriales
se han aplicado en campos como medicina, ingenieria de tejidos, liberacion de
farmacos, marcadores para diagndéstico, andamios, etc. Inclusive muchos de ellos
ya cuentan con aprobacion de la FDA. [9] [10] [11] [12]

La gran relevancia del uso de los poliuretanos comparado con otros polimeros, es
que presentan alta eficiencia estructural, adecuadas propiedades mecanicas como
dureza y elasticidad, alta resistencia a la fatiga, buena integridad mecanica,
hemocompatibilidad para aplicaciones en contacto con la sangre. De ello su gran
uso en marcapasos, catéteres, bombas de asistencia cardiacas, esfinter artificial,
etc. Los poliuretanos tienen una tasa de degradacion muy baja, que es otra
caracteristica necesaria para estas aplicaciones. [13] [14] [15]

Se han descrito algunas aplicaciones de biomateriales con fines terapéuticos, y en
las ultimas décadas se han realizado exitosamente en implantes dentales, suturas
quirurgicas, protesis de rodilla y cardera, implantes de busto, endoprotesis
vasculares, etc. [4] [16]

Sin embargo, como se menciono al principio existen otros campos de uso en el area
de diagndéstico; algunos de ellos son llamados marcadores, cuyo uso principal es
servir de referencia al detectar una lesién o microcalcificaciones para evaluar su
evolucion, o para seguimiento a tratamientos de alguna enfermedad o en
quimioterapia. [17] [18] [19]

De este tipo de marcadores algunos han sido utilizados para biopsia. Han existido
dos generaciones; los primeros fueron metélicos fabricados de acero inoxidable o
titanio, debido a sus propiedades radiopacas, se puede visualizar por rayos X o
resonancia magneética.
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La segunda generacion aparecioé en el 2003, utilizando el mismo material metalico
de la primera generacion, pero embebidos en un material polimérico, la ventaja con
respecto a la primera generacion es que se pueden visualizar por dos técnicas de
imagenologia cruzadas, como son los rayos X y el ultrasonido, por la propiedad
radiopacidad de la parte metalica y ecogenicidad por el material exterior. La parte
polimérica ayuda a la localizacion del marcador e inclusive a la recuperacion porque
algunos tienen propiedades hemostaticas. [18] [20] [21]

Existen recomendaciones por parte de especialistas como los oncdlogos,
radiologos, cirujanos y patologos, que se debe de colocar un marcador cuando se
realiza una biopsia o cirugia. También la Sociedad Europea de Oncologia Médica
recomienda que al menos se debe de tener un seguimiento de hasta 3 afios en caso
de presentarse una lesion, biopsia o cirugia. [18] [22] [23]

Después de muchos afos del uso de marcadores, aun no se ha detectado efectos
adversos en su aplicacién. Sin embargo, algunos pacientes presentan estrés
relacionado con la presencia del clip y la dureza del mismo. La principal desventaja
es que el marcador una vez que ha cumplido su funcién requiere una segunda
intervencion, incrementando los costos del tratamiento, ansiedad del paciente y la
probabilidad de infeccion por la cirugia. [24] [25] [26]

Se ha observado un progreso notable en el desarrollo de nuevos biomateriales. Aun
existen muchos retos tecnologicos en la sintesis de materiales cada vez mas
especializados y con un enfoque a la tercera generacion que es medicina
regenerativa. Sin embargo, no se esta tomando en consideracion el impacto
ambiental en el desarrollo de los mismos. [1] [4]

Recientemente se han creado lineas de investigacion alternativas con un enfoque
ambiental llamado “sintesis verde”, mediante las cuales se proponen algunas
propuestas; este listado es enunciativo, pero no limitativo;

a) Reduccidn o eliminacion de precursores sintéticos

b) Uso de precursores naturales o renovables como el CO2

C) Disminucion o eliminacion del uso de solventes organicos o téxicos, mediante
la substitucion en productos base agua. [9] [27]

La busqueda de nuevos biomateriales ambientalmente benéficos, ofrece
propuestas que disminuyen el uso de percusores toxicos, solventes organicos y
promueven el uso de precursores naturales y recursos renovables; que
adicionalmente se conserven o mejoren sus propiedades fisicas o0 quimicas y que
ademas sean biocompatibles y/o biodegradables. Esta nueva linea a explorar,
ofrece una perspectiva a nuevas lineas de investigacion de sintesis verde en la
creacion de nuevos materiales.
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Objetivos

Objetivo General

Sintetizar y caracterizar un biomaterial compuesto, mediante la sintesis verde de
poliuretano-nanoparticulas metalicas, para evaluar sus aplicaciones como posible
marcador de biopsia.

Objetivos Especificos

1. Sintetizar y caracterizar un poliuretano base sintesis verde, utilizando
polisacaridos naturales.

2. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de fierro usando extractos naturales
como agentes reductores.

3. Establecer las relaciones polimero-nanoparticulas.

4. Caracterizacion del material compuesto obtenido de poliuretano-
nanoparticulas.

5. Evaluar la velocidad de biodegradacion del poliuretano “in vitro”, en
soluciones fisioldgicas.

6. Evaluar la velocidad de biodegradacion del composito “in vitro”, en soluciones
fisiologicas.

7. Evaluar las propiedades radiopacas del material compuesto.
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CAPITULO |

1 Marco Tedrico

1.1. Polimeros

1.1.1 Generalidades

Los polimeros como el algoddn, almidon, proteinas existen en la naturaleza y han
sido utilizados por el hombre con usos desde el vestido hasta aplicaciones
industriales. Sélo a inicios del siglo XX, se comenzaron a producir polimeros
sintéticos cuyo objetivo era reducir costos o mejorar algunas propiedades. En
general los polimeros son largas cadenas de mondmeros con un alto peso
molecular, en literatura también se ha utilizado el nombre de “macromoléculas”,
cuando se refirieren a materiales poliméricos o materiales base polimérica. [28]

La arquitectura estructural de los polimeros se define como la manera en que la que
los mondmeros se organizan y forman una secuencia dentro de la macromolécula.
El desarrollo de esta microestructura esta muy relacionado con las propiedades
mecanicas Yy fisicas macroscoépicas de los polimeros. Estas mismas propiedades
también dependen de la composicién de los monémeros, la morfologia, topografia,
estereodisposicién, distribucién del peso molecular y peso molecular promedio en
la macromolécula polimérica. Es importante mencionar que este listado es
enunciativo mas no limitativo. [29] [30] Por otro lado, la topografia, arquitectura y
funcionalidad de las estructuras a desarrollar, también dependen de las
proporciones de los precursores, del catalizador, del disefio de la sintesis, la técnica
y el proceso. [29] [31]

La clasificacién de los polimeros de acuerdo al mecanismo de sintesis por Flory, se
divide en dos: polimerizacién por adicion y polimerizacion por condensacion. [32] En
forma general se puede incluir una tercera reaccion llamada polimerizacién por
metatesis, que incluye polimerizacién por apertura de anillo y metilacion aciclica.
[33] [34]
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Cerca de un 50% de la sintesis de polimeros que se han realizado en las ultimas
décadas han sido principalmente por polimerizacion por adicion, también llamada
por radicales libres; aunque algunos autores la consideran inadecuada para la
preparacion de macromoléculas complejas, [29] [35] por lo que se han disefiado
nuevas metodologias para la sintesis de arquitecturas mas complejas y sofisticadas,
como polimerizacion idnica controlada, polimerizacion por radicales, polimerizacion
por emulsion, polimerizacion por apertura de anillo, polimerizacion por etapas o
técnicas de modificacion post polimerizacion. [31] [35]

1.1.2 Mecanismo de sintesis de polimeros

Polimerizacion por adicion; esta compuesta por tres etapas que son iniciacion,
propagacion y terminacion. Normalmente utiliza precursores de monomeros
insaturados. Es un método mediante la adicion sucesiva de bloques activos con
radicales libres, que se pueden generar por varios mecanismos. Este tipo de
polimerizacidn es muy versatil, util y no incluye la pérdida de moléculas. [36]

Algunos ejemplos comunes obtenidos por este tipo de sintesis son el polietileno, el
poliacrilonitrilo, el poliestireno y el poliisobuteno. EI mecanismo general de la
reaccion de polimerizacion por adicion se muestra en la Figura 1. [37]

Iniciacion: | = 2R
R+M-—=P,

Propagacion:
P.+M =P, ,

Terminacion:
P, +P,—-D,+D, 0D,

._|_I|.l

Figura 1 .-Mecanismo de reaccién de polimerizacion por adicion [37]

En la etapa de iniciacion; el iniciador I, se descompone generando 2 radicales libres
R, el cual reacciona con el monémero M, para producir el polimero de longitud P1,
el cual tiene un radical libre. En la etapa de propagacion se extiende de acuerdo a
la unién de mondmeros activos P1. Como ultimo paso se termina al unirse dos
partes con radicales activos Pn + Pm. [37]

En un inicio uno de los problemas a controlar en este tipo de reacciones fue la
estereoespecificidad, pero se han desarrollado técnicas usando catalizadores
Ziegler-Natta, que ayudaron a resolver estos inconvenientes. [38]
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Polimerizacion por condensacion; también conocida como polimerizacién por
etapas. Es la reaccion de dos monomeros o cadenas por medio de grupos
funcionales, que incluye la eliminacion de moléculas como el agua, metanol,
amonio. etc. Es importante mencionar que los monémeros o cadenas deben de
tener al menos dos grupos funcionales. Un ejemplo de polimeros sintetizados por
este mecanismo son los poliuretanos, las poliamidas y los poliésteres. [37] El
mecanismo se muestra en la Figura 2.

M;+M;, » M,
M;+M, - M,
M;+M; - M,
M, +M,; - M;

Figura 2.- Mecanismo de reaccion de polimerizacién por condensacion [37]

La reaccion entre mondmeros M1, genera un dimero M2, trimero M3... y asi
sucesivamente, la cadena se va incrementando hasta que se termina el monémero.
[28] Las proteinas son un ejemplo de polimerizacién por condensacion en la que el
grupo funcional es el grupo amino y carboxilico formando un enlace o grupo
funcional llamado amida o peptidico. Algunos polimeros sintetizados por esta via
como los poliuretanos, tienen una gran importancia en las bioaplicaciones. [36]

1.2 Poliuretanos

1.2.1 Historia

Los poliuretanos son polimeros con una gran variedad de aplicaciones, presentan
una gran versatilidad en sus propiedades mecanicas, una gran estabilidad,
resistencia a la fatiga, asi como una flexibilidad. Debido a esto, han sido
ampliamente utiles en la vida diaria. La produccién anual de poliuretanos
corresponde un 5% de la produccion del mercado global y son el sexto grupo de
polimeros distribuido a nivel mundial. [27] [39] [40] [41]

Los poliuretanos fueron creados por Otto Bayer y algunos colaboradores en 1937.
Las primeras producciones fueron reacciones entre grupos diisocianato y diaminas;
se llamaban poliureas. Posteriormente, la reaccién fue entre diisocianatos y dioles
alifaticos, cuyo resultado fueron los llamados poliuretanos. La sintesis general de
poliuretanos es por polimerizacion por condensacion. [16] [39] [42]
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En la industria tienen usos como espumas, adhesivos, aislamientos, fibras textiles,
[41] [27]; en la agricultura como herbicidas, insecticidas, abonos, nutrientes [43],
pero fue hasta 1960 cuando se empezaron a desarrollar avances en el area meédica,
debido a sus excelentes propiedades mecanicas, biocompatibilidad vy
hemocompatibilidad, especificamente en aplicaciones cardiovasculares y en
sistemas que estan en contacto con la sangre, como valvulas de asistencia
cardiaca. [4] [44]

En la Figura 3 se puede observar una excelente propiedad mecanica de los
poliuretanos, por ejemplo, la dureza de los plasticos cuyas unidades para medir se
definen como shore, y su escala se usa para expresar la dureza elastica en plasticos
y elastdmeros.

Figura 3.- Escala Rockwell para diferentes tipos de polimeros

1.2.2 Sintesis

Los poliuretanos son heterocadenas de polimeros cuya estructura se define
[OCOHN-R-NHCOO-R’] donde el grupo uretano es [-NHCOO-]. [45] La reaccion
general de la sintesis de poliuretanos se realiza entre el grupo hidroxilo [-OH] de un
diol o poliol y el grupo [-OCN] isocianato de otro componente, el cual debe de
contener al menos dos grupos funcionales que puede ser disocianato o
poliisocianato [27] [46], en presencia de catalizadores como aminas ternarias,
compuestos de estafo o plomo. También en algunas reacciones incluyen la adicion
de extensores de cadena [47]
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En general, los poliuretanos tienen una baja tasa de degradacion y presentan una
alta resistencia a la degradacion hidrolitica, sobre todo aquellos cuyos precursores
son alifaticos, de los precursores de dioles y diisociantos. [14] [48] [49] Debido a
esta propiedad, ademas de la biocompatibilidad, han sido muy utilizados
exitosamente como catéteres, marcapasos, soportes endovasculares, bombas de
cardioasistencia. [41]

Existen varias técnicas de sintesis de poliuretanos: dos pasos (pre-polimero), cuasi
pre-polimero y un paso. En el disefio de la sintesis se modifica la secuencia,
proporciones, las etapas, cantidad y numero de precursores, el tiempo, tipo de
precursores como dioles, poliolies, isocianatos, adicion de extensores de cadena o
reticulantes. [41] [50] Las rutas para la sintesis de poliuretanos puede ser a través
del uso de isocianatos, o la ruta de no-isocianatos donde se usan diaminas y
anhidridos alifaticos o aromaticos, la formacién de polioles de aceites vegetales por
medio de epoxidacion, hidroformilacion-reduccion, ozondlisis-reduccion,
transesterificacion, sulfonacion-adicion. [51] [52] o por funcionalizacién con
aminosilanos/carbonatos [27] [53].

El peso molecular final y las propiedades finales del poliuretano, dependen del
proceso de sintesis, pero también en gran parte de la relacién entre el tipo de
precursores y sus proporciones, asi como el extensor de cadena seleccionado [27]
y el grado de entrecruzamiento. Algunas de las propiedades fisicomecanicas que se
veran afectadas pueden ser la elasticidad, suavidad, dureza, rigidez o clasificacion
del mismo, ya sea termoplasticos, termofijos o termoestables [50] [54] e inclusive
algunas otras propiedades fisicoquimicas, como la temperatura de degradacién. Por
ejemplo, existe un amplio rango de temperatura de degradacion para algunos
poliuretanos que va desde 88 hasta 388°C. [55]

Aunque existen muchos procesos mediante los cuales se lleva a cabo la reaccion
de polimerizacién, a continuacion, se representa en forma muy general la formacion
del proceso de sintesis de poliuretanos, La Figura 4 nos muestra la propuesta de
reaccion para la formacion de un poliuretano.

Figura 4.- Propuesta de formacién de poliuretano
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La importancia de los precursores en la sintesis, afectara las propiedades finales
del polimero e inclusive sus aplicaciones, uno de ellos son los isocianatos. Debido
a la caracteristica electrofilica del carbon en el grupo ciano [-OCN-], estos
compuestos quimicos son altamente reactivos. Existen diisocianatos alifaticos o
aromaticos o poliisocianatos, todos ellos se han usado para sintetizar poliuretanos,
algunos ejemplos de los mas utilizados son tolueno diisocianato, difenilmetil
diisocianato, hexametil diisocianato, isoforona diisocianato, 4,4’ dicilohexil
diisocianato, isocianurato. [27] [50] Sin embargo, para aplicaciones biomédicas, la
degradacion de isocianatos aromaticos puede producir subproductos teratégenos,
por lo que se han creado nuevos desarrollos de isocianatos; uno de ellos es
funcionalizando lisina y adicionando el grupo funcional ciano. [41]

Los isocianatos con grupos aromaticos son mas reactivos que los alifaticos [56],
pueden actuar dentro de la fase del polimero como segmento suave o duro, que no
solo depende del tipo de mondmero a utilizar, sino también de la técnica de sintesis
realizada. Dependiendo de la funcién de la fase dentro de la estructura puede
otorgarle propiedades elasticas o rigidas en el poliuretano. Esta mezcla de
estructuras o separacion de fases es lo que hace atractivo a este tipo de polimeros.
[42]

Sin embargo, en los ultimos avances de sintesis tratan de reducir, substituir o
eliminar el uso de diisocianatos y/o precursores obtenidos por sintesis quimica o
derivados de petréleo, para ofrecer una alternativa mas amigable con el medio
ambiente [47] [57] y riesgos a la salud [27]. Una alternativa es utilizar otras fuentes
de carbono como el CO:2 o la sintesis de PU base agua, sustituyendo los solventes
organicos volatiles. [58]

Por otro lado, los dioles o polioles son muy importantes para la sintesis de
poliuretanos comunmente usados, como los poliéteres o poliésteres. Los poliésteres
son mas susceptibles a degradacion hidrolitica, pueden ser tan simples como 1,4
butanodiol, 1,6-hexano diol, 0 de mayor peso molecular como policaprolactona,
poliacidolactico, poliacido glicélico o pueden ser polioles que funcionan como
reticulantes en la estructura de los poliuretanos como glicerol, etilenglicol, propilene
glicol. [10] [44] [47]

Recientes investigaciones se enfocan en reducir el uso de polioles derivados del
petréleo por polioles naturales y substituirlos por aceites vegetales, lignina, madera,
celulosa, [27] o polisacaridos naturales, triglicéridos u otro precursor derivado de
un recurso natural de bajo costo. [59] [60] Se pueden obtener poliuretanos inmersos
en una estructura o matriz polimérica, los cuales estan distribuidos dentro de la red
de un polisacarido. O el mismo polisacarido pertenece a la cadena principal de la
estructura del poliuretano. [61] [62]
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La importancia de los catalizadores en la sintesis de poliuretanos promueve la
reaccion entre los precursores. Aun no se tiene certeza como actuan durante la
catalisis, pero existen diferentes mecanismos propuestos en compuestos
organometalicos o aminas ternarias. En forma general se pueden clasificar en
grupos como activadores nucleofilicos o electrofilicos, cuya accion catalitica puede
funcionar como bases o acidos de Lewis. Algunos ejemplos de los catalizadores
mas comunes en la sintesis de PU, como aminas ternarias son trietilendiaminas,
N,N-Dimetiletanolamina, 2,2'-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) o compuestos
organometalicos de diferentes metales como plomo, mercurio, fierro, zirconio,
magnesio o estafio. [15] [50] [63] [64] Sin embargo, los compuestos de estafio son
los que presentan mayores caracteristicas cataliticas como el dibutil dilaurato de
estafo u octoato de Estafio [64]

Es importante el uso de los catalizadores en la sintesis, pero también se debe
considerar a las caracteristicas del solvente. Propiedades como la polaridad, la
constante dieléctrica, la facilidad de formacion de enlaces de hidrogeno, capacidad
de donacion de electrones una forma de medir interacciones entre soluto/solvente,
en nuestro caso es el diol, poliol o diaminas. [65] Algunos de solventes mas
utilizados son dimetilsulféxido o dimetilformamida, debido a que presentan valores
de numero donador de electrones y constante dieléctrica adecuada necesaria para
la sintesis. Si la seleccion del solvente no es adecuada, puede existir una inhibicién
de la reaccion pudiendo existir competencia entre el solvente y uno de los reactivos.
[64] [66] [67]

Como extensores de cadena pueden ser dioles o diaminas; en algunos casos se
pueden sustituir por péptidos, aminoacidos, polisacaridos, la cadena molecular debe
ser corta, y su funcion es aumentar el peso molecular del polimero. [44]

La polimerizacion via condensacion, proporciona a muchos polimeros la propiedad
de poder funcionar como biomateriales. En la tabla no 1, se observa que los
poliuretanos pertenecen a grupo de biomateriales aprobados, y se utilizan
ampliamente en el campo de la medicina, debido a su propiedad de
biocompatibilidad y homocompatibilidad; son resistentes a la hidrélisis con una tasa
de degradacién muy baja o casi nula. [68]
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1.3 Biomateriales

Hoy en dia a algunos de los nuevos materiales que se han utilizado en areas como
medicina, odontologia y biotecnologia, se les conoce con el nombre de
“biomateriales”. Sin embargo, hace 60 afos aun no se conocia esta palabra, no
existian empresas dedicadas a su manufactura, ni tampoco existia un proceso
regulatorio o una entidad de aprobacion, por lo que no se tenia conocimiento de su
impacto en el organismo o de su biocompatibilidad. [16]

Sin embargo, los biomateriales se usaron aun sin existir organismos reguladores y
teniendo poco conocimiento de su interaccion. Algunos tuvieron resultados
satisfactorios y otros fallaron. Esta acumulacién de conocimiento y resultados a
través de la historia y el desarrollo de nuevas investigaciones, perfeccionaron el
desarrollo de los biomateriales. Generalmente su uso es con fines terapéuticos o
diagndstico en una amplia variedad de implantes, aparatos, accesorios, equipos de
proceso que tienen contacto con sistemas bioldgicos. [4] [16]

Un biomaterial se puede definir como un material que interactia con un sistema
bioldgico. Esta definicion es muy amplia porque incluye aplicaciones médicas e
ingenieria y regeneracion de tejidos, desarrollo de 6rganos artificiales y el uso de
células. [4] [6] [7]

Se puede definir como biocompatibilidad, la habilidad de un biomaterial de realizar
una adecuada respuesta del huésped, para una aplicacion especifica. Donde
“adecuada respuesta del huésped” se refiere a una curacién sin complicaciones, y
“una aplicacion especifica” se refiere a la funcion para la cual fue disefado. [4] [7]
[69]
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Familia de Estructura Aplicaciones Ventajas Desventajas
Polimero
Polifosfacenos sz Ingenieria de tejidos Controlzllg)e(ibirli;jﬁgdades Sintesis
| Adyuvante de vacunas prop compleja
LI ™ mecanicas
Propiedades
o o . . Degradacion controlada mecanicas
. I Liberador de farmacos ) .
o]
Polianhidridos Paok Ingenieria de tejidos Monémeros muy débiles
flexibles Bajos pesos
moleculares
Sensible a pH Ir?’na(i?egaz(:
Poliacetales Liberador de farmacos | Degradacion controlada Sintesis
por pH Compleja
o Propiedades
Degradacion controlada .
. . . . por pH mgggrrcas
Poliortoésteres Liberador de farmacos |\, .. degradacion ébiles
Sintesis
controlada )
Compleja
Biocompatibilidad
. . A i ; . Subproductos Sintesis
Polifosfoesteres i ,o T L|berac_lor,de farn]acos biocompatibles compleja
bR Ingenieria de tejidos
Gran numero de No es
Ingenieria de tejidos empresas de degradable
Poliésteres Liberador de fArmacos manufactura de Inflamacion por
monomeros degradacion
acida
. No es
] _ o Excelentes propiedades
. [ Proétesis . degradable
L R
Poliuretanos ‘|:° “_. j- Ingenieria de tejidos _Mmecanicas Sintesis con
R Resistencia a tension .
copolimeros
Control quimico de No es
. Ingenieria de tejidos propiedades mecanicas degradable
Policarbonatos Liberador de farmacos Degradacion por Sintesis con
superficie copolimeros
No es
o degradable
. . N — . . Biocompatibilidad de Carga de
RE—N—-C—R
Poliamidas ) J— Liberador de farmacos polimero y subproductos roxicidad
inducida

Tabla 1.- Principales familias de polimeros con aplicaciones médicas [7]
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Para el disefio y desarrollo de un biomaterial podemos utilizar metales, ceramicos,
vidrios, polimeros. Sin embargo, los polimeros son los mas ampliamente usados
como biomateriales. Esto se debe a su flexibilidad o versatilidad en un amplio rango
de propiedades fisicas y quimicas. Por ejemplo, pueden ser duros, flexibles,
rugosos, porosos. Se pueden aplicar en diversos campos o areas biomédicas. Un
ejemplo que ya fue aprobado son lentes de contacto. Sin embargo, existen nuevas
bioaplicaciones que se estan disefiando y son mas complejas como la liberacion de
farmacos, la ingenieria de tejidos, los érganos artificiales, los implantes y las
prétesis. Su propiedad mas interesante es que pueden ser degradables, ya sea
absorbidos o excretados. [7] [36] [70]. En general existen 4 mecanismos de
biodegradacion; degradacion hidrolitica, enzimatica, oxidativa y mecanica. [71]

Las bioaplicaciones con polimeros naturales como colageno o quitosano, tienden a
ser mas susceptibles a la degradacion enzimatica u oxidativa, debido a que los
pacientes muestran una diversidad enzimatica y diferente perfil de niveles de
macrofagos; la degradacion es variada y no existe un control o prediccion del
comportamiento. [72] [73]

Por otro lado, biopolimeros cuya composicion de mondmeros no son naturales, ya
sea total o parcial en la cadena principal, tienen mayores posibilidades de tener una
degradacion uniforme, ademas de control de sus propiedades mecanicas. Por lo
anterior es una caracteristica atractiva de este tipo de materiales. Generalmente la
degradacion es hidrolitica. [7]

La hidrolisis en polimeros, se realiza en el enlace mas débil de su cadena principal
y reacciona con agua, mediante la cual no se requiere otro activo o influencia. En
esta ruptura uno de los productos gana un hidrégeno y otro gana un grupo hidroxilo
de acuerdo a la Figura 5. [39] [74]

X—=Y

JLHEO
X—H+HO-Y

Figura 5.- Hidrolisis de enlace X-Y por una molécula de H20
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En la Figura 6, se muestra la tasa de degradacion hidrolitica de principales familias
de polimeros en pH fisiolégico. En general los polimeros con alta tasa degradacion,
presentan velocidades de hidrdlisis mas rapidas en su cadena principal y viceversa.
Sin embargo, también existen otros factores que modifican la tasa de degradacion
ademas del pH, como la composicion de mondmeros, estructura, morfologia,
geometria, contenido de agua. [75]

Figura 6.- Tasa de hidrolisis relativa en enlaces susceptibles en familias de
polimeros [75]

Polimeros como esteres, amidas, anhidridos, acetales su enlace es susceptible a
hidrdlisis. Si revisamos el estado del arte, existen reportadas nuevas lineas de
investigaciéon que ha incursionado en la busqueda y disefio de nuevos polimeros
biocompatibles, biodegradables y nuevos biomateriales para diferentes aplicaciones
en el area de medicina. [7]

Los poliuretanos son considerados resistentes a la hidrolisis. Como se puede
observar en la Figura 6, tienen una tasa de degradacién muy baja o se podra decir
que son no degradables, sin embargo, existen investigaciones que realizan
modificaciones en los enlaces o en la cadena, para otorgarles la propiedad de
degradacion. [76]
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1.3.1 Biodegradacion

El término biodegradacion se refiere al rompimiento de los enlaces covalentes por
medio de un procesos quimico o biolégico. Un polimero es biodegradable si
desaparece en el tiempo para el cual fue disefiado, en una funciéon determinada.
[74]. El prefijo “bio” aunque presenta muchas controversias y aun no se tiene una
definicion, se refiere a que se colocara dentro un organismo bioldgico.

Debido a la variedad de respuestas por parte del organismo, todavia existe una
brecha en la investigacion y el desarrollo de nuevos polimeros biodegradables. Las
pruebas in vivo estan muy controladas, el proceso para regulaciones es muy
complejo, costoso y muy extenso, por lo que existen pocas investigaciones acerca
de los avances. Sin embargo, existen algunos biopolimeros que ya han sido
aprobados como el caso de algunos polianhidridos, poliésteres, policarbonatos y
poliuretanos. [4] [74] Aunque existe un grupo limitado de polimeros aprobados para
usos médicos, no todos tienen adecuadas propiedades mecanicas, un
requerimiento importante a considerar para el disefio de bioaplicaciones. [77]

Por ejemplo, el uso de los poliuretanos para aplicaciones en contacto con el sistema
cardiovascular, fue debido a su excelente resistencia a la fatiga, biocompatibilidad,
hemocompatibilidad, adecuada resistencia mecanica, una tasa de degradacion muy
baja y que practicamente no son degradables. Pero no pueden ser utiles para otros
fines médicos como liberadores de farmacos o en ingenieria de tejidos. [7] [9] [44]
[68] [70] [74] [78]

Recientemente se empezaron a desarrollar propuestas con materiales sintéticos,
para otorgarles propiedades de biodegradabilidad. Como se menciond, en general
los poliuretanos han sido sintetizados por polimerizacién por condensacion, los
reactivos deben de tener grupos funcionales ciano [-OCN-] y grupos funcionas
hidroxilo [-OH]; algunos macrodioles se han empezado a utilizar como propuestas
para poder otorgar la propiedad de biodegradabilidad, como poliacido lactico,
policaprolactona, poliacido glicdlico, polioxido de etileno, polihidroxibutirato vy
poli(trimetilenecarbonato), los cuales se han probado y han marcado la pauta para
el desarrollo de investigaciones de biodegradabilidad en polimeros. [44] [71] [79]

Una via de cdmo se degradan los esteres o éteres de dioles sintéticos, es que son
susceptibles a degradacion hidrolitica; esto se ha comprobado por pruebas in vivo
e in vitro y como resultado generan a-hidroxiacidos. Por otro lado, la degradacion
del grupo uretano es enzimatica u oxidativa que generaran como subproductos
poliaminas. [44]
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En busqueda de fuente de grupos hidroxilos, se han propuesto algunos
carbohidratos. Entre sus principales ventajas puede mencionarse que son
biocompatibles, algunos de bajo costo, pueden llegar a mimetizarse en el organismo
y, en recientes investigaciones, ya se han realizado bioaplicaciones que han
demostrado que no generan subproductos toxicos. Una propuesta es colocarlos en
la estructura de la cadena o estar dentro de la matriz de poliuretano, pudiendo
otorgar la caracteristica de susceptibilidad para degradacion.

Asi mismo, se ha comprobado que la relacion o caracteristicas del polisacarido
pueden afectar las propiedades del poliuretano como es la velocidad de
degradacion, las propiedades mecanicas. Esto se debe a la cantidad de grupos
hidroxilo que también intervienen en la formacion de entrecruzamientos. [7][71] [61]
[80] [81]

Entre los carbohidratos que se han utilizado para sintesis de poliuretano base
carbohidratos estan el almidon, la celulosa, el quitosano, los alginatos y la heparina.
La desventaja es que algunos tienen poca solubilidad, pobre estabilidad, no
homogeneidad, por lo que se requiere buscar nuevos métodos de sintesis. Estos
nuevos desarrollos de poliuretanos biodegradables ofrecen nuevas aplicaciones en
medicina con un gran interés como liberador de farmacos, recubrimientos de piel,
andamios para ingenieria de tejidos e implantes dermatologicos. [71] [61] [82] [83]
[84] [85] Por otro lado, no so6lo los polisacaridos han podido dar la propiedad de
biodegradabilidad. En algunos se usaron aminoacidos como el caso de lisina
combinada con diisocianato de hexametileno y policaprolactona se pudo obtener un
poliuretano biodegradable. [86]

La degradacién de los polimeros naturales o polimeros cuyo precursor es un
polimero natural es por via oxidativa y enzimatica. La variacion de mecanismos de
respuestas es diferente por cada paciente, por lo que no existe control en la
degradacion del material. Las nuevas propuestas combinan material sintético con
natural, con el fin de tener una respuesta de degradacion mas controlada, dentro de
los cuales se han podido combinar polisacaridos naturales con polimeros sintéticos
principalmente poliacido lactico, policaprolactona, poliacido glicdlico, polioxido de
etileno, polihidroxibutirato y poli(trimetilenecarbonato). [44] [71] [79]

Generalmente estos precursores sintéticos funcionan como segmento suave dentro
de la estructura del poliuretano, lo que pueden otorgar propiedades mecanicas
elasticas. También se ha observado que afectan el peso molecular final del
polimero, y la velocidad de degradacion; se ha reportado recomendaciones del peso
molecular de los macrodioles entre 0.4-5 Kg/mol. [44]
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En literatura se encuentran dos principales mecanismos de degradacion para
polimeros, uno es a través de un mecanismo superficial que llamaremos erosién, y
el segundo mecanismo en inglés es llamado “bulk degradation” o degradacion en
bulto; para este ultimo proceso existe un ingreso de agua en la matriz polimérica y
una hidrdlisis de las estructuras de los polimeros con posibles modificaciones en el
peso molecular del polimero.

1.3.2 Caracteristicas de polimeros biodegradables

Cualquier polimero que se pretenda usar con fines médicos y que ademas se desee
que sea biodegradable, debe de cumplir con un listado de requisitos [4] [7]:

a) No debe generar una respuesta inflamatoria crénica y debe de conducir a
una respuesta de curacion normal

b) Debe ser biocompatible

c) La biodegradacion del material debe de empatar con el tiempo de funcién, ya
sea con fines terapéuticos o de diagndstico.

d) Debe tener una adecuada vida de anaquel.

e) Adecuadas propiedades mecanicas e integridad estructural, de acuerdo a la
funcion de disefio. También el desarrollo mecanico durante el proceso de
degradacion, deben de empatar de acuerdo a su funcionalidad.

f) El material y los subproductos no deben de ser téxicos, excepto por disefio
en liberacion controlada de farmacos. Deberan ser metabolizados o
excretados.

g) Debe de tener una adecuada respuesta a la permeabilidad y procesabilidad
de acuerdo a la funcién de disefo.

h) Debe de ser esterilizable.

Estas caracteristicas son otorgadas por diferentes factores, como el tipo de
mondmero, estructura del polimero, estereoquimica, peso molecular, distribucion
del peso molecular, polaridad de la superficie, absorcion de agua, permeabilidad,
morfologia, grupos funcionales, proceso de produccion, geometria, etc. [7] [74] [87]

Ademas de las pruebas de fisicomecanicos estables in vivo, también se requiere
evaluaciones de respuesta toxicoldégica y un gran numero de pruebas donde
interviene diferentes areas multidisciplinarias. Cumplir con los cddigos de ética y
los procesos regulatorios, los cuales son muy complejos y costosos. Todo lo anterior
ha complicado el desarrollo de nuevos biomateriales, y s6lo se han aprobado un
grupo muy estrecho de polimeros. [4] [10] [74] [87]
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Algunos polimeros que han sido aprobados por la FDA son policaprolactona,
polietilenglicol, polidioxanona, polimetilmetacrilato, poliacido lactico,
polihidroxibutirato, polivinilpirrolidona, polihidroxivalerato, poliglicerol, poliacido
sebasico, poliacido malico y politrimetilcarbonato. También se han utilizado
polimeros naturales como quitosano, inulina, colageno, gelatina, alginato,
carragenina, acido hilaurénico, albumina, almidon, goma xantana, goma guar. [10]
[11][36] [71] [74] [87]

También se han aprobado familias de polimeros para uso biomédico, por ejemplo,
silicones, policianoacrilates, polifosfacenos, polianhidridos, poliacetales,
poliésteres, poliortoésteres, polifosfoésteres, poliuretanos, policarbonatos,
poliamidas, poliaminoacidos, etc., que pueden ofrecer una amplia variedad de
propiedades, caracteristicas, y una diversidad de atributos en propiedades
mecanicas, velocidad de degradacion y biocompatibilidad. [4] [16] [74] [87] En la
Tabla 1 se describen las principales familias de polimeros, su estructura general,
aplicaciones, ventajas y desventajas de diferentes familias de polimeros.

1.4 PCL

1.4.1 Historia

El PCL es un poliéster alifatico con punto de fusién 60°C y bajo temperatura de
transicion vitrea, generalmente es semicristalino, pero depende de su peso
molecular. Soluble en solventes organicos como cloroformo, benceno, tolueno. [7]
[36] [71] [74]

Normalmente es usado en sintesis de PU, y es compatible con otros polimeros
como poliestireno, policloruro de vinilo, ABS, policarbonatos, nitrocelulosa, poliacido
lacticos, poliéteres, almidon. Proporciona caracteristicas como resistencia al agua,
aceites, solvente, biodegradabilidad, elasticidad; se usa como aditivo en resinas
para proporcionar caracteristicas como resistencia al impacto y reducir el costo. [70]

Es biodegradable, por medio de la hidrdlisis que se realiza a través del rompimiento
del enlace éster. Para este tipo de polimeros tiene una alta tasa de difusion de agua
y permeabilidad para algunos farmacos, la propuesta para vias de absorcién y
eliminacién es a través del ciclo del acido citrico. [44] [88]
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Tiene una baja velocidad de degradacion, mucho menor que los poliacidos lacticos,
alta permeabilidad para absorcion de farmacos y aprobacion por la FDA en
aplicaciones médicas, puede ser precursor para la sintesis de poliuretanos, es
biocompatible y no genera subproductos toxicos. Dependiendo del peso molecular
puede funcionar como segmento suave o duro, que finalmente afectara las
propiedades de flexibilidad o dureza del polimero. [74] [89]

1.4.2 Sintesis

En 1930 se realizé la primera sintesis de PCL a través de la sintesis por apertura
de anillo de g-caprolactona o 2-methil-1,3-dioxepan, por radicales libres, cadena de
transferencia de radicales adicion-fragmentacion. [7] [44] [71] [74]

1.4.3 Bioaplicaciones

Se pueden mencionar algunas aplicaciones en ingenieria de tejidos para
regeneracion oOsea, ligamentos, cartilagos, nervios, aplicaciones dentales y
liberacion de farmacos a largo plazo (1-3 afios). Ademas, puede usarse como
liberador de farmacos a través de la formacién de PU con almidén, implantes
cardiovasculares, asi como andamios para reparacion en el sistema
musculoesquelético. [90] Existen en el mercado marcas como Monocryl® vy
SynBiosys™ que son liberadores de farmacos. Neurolac® en regeneracion de
nervios, Resilon™ cirugias dentales y Capronor™ como sistema anticonceptivo.
[61] [70]

Para todas estas aplicaciones la velocidad de degradacion depende del peso
molecular e inclusive puede inhibir su biodegradabilidad, las propiedades
mecanicas como elasticidad, tension, etc. En general actia como segmento suave
dentro de las fases del polimero. [61] [70]

Se esta usando en la fabricacion de poliuretanos con propiedades biodegradables,
como Lubrizol Pearlthane®, Huntsman Irogran® y SK Chemicals Skytane®. [70] [91]
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1.5 Quitosano

1.5.1 Férmula y estructura

El quitosano es un polimero natural que se obtiene de la quitina, es una fuente
renovable y muy abundante en la naturaleza. Su extraccion se realiza por medio
basico, y se localiza principalmente en el exoesqueleto de crustaceos y artropodos.
Son cadenas son lineales donde monomeros (-(1-4) D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina se encuentran en forma aleatoria dentro su cadena principal. [36] Su
férmula se puede observar en la Figura 7.

OH
O

NH,

Figura 7.- Mondmeros que conforman la cadena de quitosano
B-(1-4) D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina

Es soluble en medios ligeramente acidos, pero en pH neutro o agua se precipita.
Comercialmente las cadenas de quitosano son heterogéneas y el grado de
acetilacién varia entre 60 a 90%. También tiene variacion en el peso molecular que
va desde 50 a 2000 kDa. [92]

1.5.2 Bioaplicaciones

Algunas propiedades muy importantes del quitosano son las propiedades de
biocompatibilidad y biodegradabilidad, ademas no es toxico, tiene aplicaciones en
areas como la medicina, farmacéutica, bioquimica, biotecnologia y cosmética. Otra
caracteristica importante que se ha reportado es su uso como agente hemostatico,
antibacterial y como mucoadhesivo. También se han desarrollado nuevas
tecnologias para usos como liberador de farmacos de insulina, proteinas y vacunas,
suturas quirurgicas, apositos para curacion, regeneracion de nervios y membrana
artificial de rifdn. [93] [94] [95]

Se han mezclado con otros polisacaridos naturales como, por ejemplo, almidén,
colageno, pectina, gelatina, alginatos y celulosa, [96] que se han obtenido mejores
propiedades en su solubilidad, permeabilidad o nuevas propiedades.
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1.6 Inulina

1.6.1 Férmula y estructura

La inulina fue descubierta hace aproximadamente dos siglos, fue nombrada como
inulina en 1818 y aislada de /nula helenium. Se encuentra presente en una gran
variedad de plantas, como por ejemplo en la alcachofa de Jerusalén, achicoria
comun y las raices de esparragos. Pertenece a la familia de los fructosanos.
Después de los almidones es el segundo polisacarido no estructural mas abundante
encontrado en la naturaleza. [97] [98]

Es empleada comunmente en la industria de los alimentos, como endulzante,
formador de geles, fuente de fibra no digerible, prebiotico, sustituto de fuente
caldrica para diabéticos y formulaciones infantiles. También puede obtenerse via
enzimatica, por medio de modificacion genética del gen frutiltransferasa en
Escherichia coli. [99] en la industria es usado como aditivo para formar espumas de
poliuretanos biodegradables via etoxilacion. [100]

La inulina es un polisacarido, cuyas propiedades dependen de su peso molecular,
esta compuesta por cadenas de unidades de D-fructosa unidos por enlace B-
glucosidico 2—1 y normalmente la cadena termina con enlace a-glucosidico 12
D-glucosa. [101]. Recientemente se ha descubierto que existen 2% de
ramificaciones con enlace frutosil frutosa f(2—6) [102] [103] La Figura 8 muestra la
estructura de la inulina.

o
I
S
o
b= o
=

CH,OH

Figura 8.- Estructura general de la inulina
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Existen investigaciones que muestran diferentes grados de polimerizaciéon promedio
DPn para la inulina, y depende del tipo de fuente de donde se obtenga ya sea natural
o por via enzimatica. En general es de 2-60 unidades; en promedio son 12. [104]Sin
embargo, también el peso molecular depende de otras condiciones como la fuente
de donde se obtiene, las estaciones de cultivo, tiempo y tipo de almacenaje.

La inulina es insoluble en agua, etanol e isopropanol, pero soluble en
dimetilsulféxido. [105]

1.6.2 Bioaplicaciones

La inulina, como muchos otros polisacaridos naturales, ofrece una opciéon como
fuente para sintetizar polimeros biodegradables. En la literatura se ha reportado su
uso en el area de medicina e ingenieria de tejidos, aplicaciones en la industria
farmacéutica, como excipiente y estabilizante de farmacos base como proteinas,
liberador de farmacos en coldn y diagnéstico para determinar el funcionamiento de
rifones. [105] [106] [107] [108]

Adicionalmente se han demostrado sus propiedades como estimulante en el
sistema inmunolégico, reduce la proliferacion de bacterias patdgenas en el intestino,
reduce la probabilidad de riesgo de osteoporosis y aterosclerosis. También se ha
demostrado que en ratones con una dieta con contenido de 15% de inulina reduce
significativamente el crecimiento de tumores en colon y cancer de mama. [99] [109]
[110] [111] [112]

1.7 Nanoparticulas metalicas

1.7.1 Sintesis

Dentro de los nuevos desarrollos en ciencia de materiales, la nanotecnologia ha
tenido un auge en las ultimas décadas, en el campo de la medicina se han
desarrollado bioaplicaciones en areas de diagndstico, terapéuticas o liberadores de
farmacos, solo por mencionar algunos avances importantes, estos generado nuevas
esperanzas y despertado nuevas expectativas de beneficios para la humanidad.
Con nanoparticulas de oro y de Oxido de hierro, se han desarrollado varias
bioaplicaciones, debido a que han mostrado ser biocompatibles. [113]

La biocompatibilidad es una de las caracteristicas mas importantes de las
nanoparticulas de oxido de hierro para usos en medicina En la literatura se ha
reportado que son absorbibles, excretadas y/o metabolizadas, ademas tiene dos
ventajas importantes con respecto a otras: tienen propiedades magnéticas y su
sintesis de mucho menor costo. [114]
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Existen 8 fases de 6xido de hierro, pero son tres las que tienen bioaplicaciones,
hematita (a-Fe203), magnetita (FesO4) y maghemita (y-Fe203), cuyas estructuras
son hexagonales, cubicas centrada en cara (espinel) y cubica centrada en caras
respectivamente. [115]

Revisando el estado del arte, se ha reportado que la magnetita es la fase mas
utilizada en el area de medicina, y ademas existen varias técnicas para su sintesis
como son co-precipitacion, microemulsion, hidrotérmico en altas temperaturas,
reaccion en sol-gel, decomposicion de compuestos organometalicos, método de
polioles, sondlisis, inyeccion de flujo, electroquimica y se clasifican como sintesis
en medio acuoso o no acuoso. Las caracteristicas y propiedades finales dependeran
del método y las condiciones experimentales para sintesis. [116]

De todas las técnicas mencionadas, la mas comun es el método de co-precipitacion,
se basa en reaccion con la relacién molar [2:1] de Fe*® y Fe*2, en un medio basico
y una atmésfera inerte. El mecanismo de reaccién se puede generalizar de acuerdo
ala Figura 9. [116]

Fe?*+ 2Fe®*+80H" 5 Fe(OH)2 + 2Fe(OH)s — FesOa|+ 4H20

Figura 9.- Mecanismo general de reaccion de sintesis de
nanoparticulas de 6xido de hierro por el método
de co-precipitacién

Sin embargo, las nanoparticulas de magnetita tienden a aglomerase, y en algunos
casos son inestables y se oxidan, reduciendo las propiedades magnéticas. Para
evitar estos inconvenientes, existe reportado en literatura el uso de compuestos
surfactantes cuya funcion es estabilizarlas, funcionalizarlas e inclusive en algunos
casos estos componentes le otorgan nuevas propiedades, como biosensores o
bioactividad, por ejemplo, se han utilizado compuestos organicos, polimeros,
biomoléculas, materiales inorganicos, silica y metales, que pueden adicionarse en
la sintesis in situ o post sintesis. [114]
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1.7.2 Bioaplicaciones de nanoparticulas de 6xido de hierro

Como se menciond, las nanoparticulas de 6xido de hierro son biocompatibles y
cuentan con aprobaciones por entidades de regulacion internacionales. Se han
usado como agente de contraste en las técnicas de imagenologia por Resonancia
Magnética. Las agencias que han aprobado el uso de estas son la FDA y Agencia
de Medicina Europea. En literatura se ha reportado su uso en productos como
Ferumoxide (conocido como AMI-25), Feridex® y Endorem™  que inclusive ya se
encuentran en el mercado, cuyo contenido son nanoparticulas de éxido de hierro,
principalmente magnetita estabilizadas con dextran o algun otro polisacarido. Su
aplicacion especifica es que funcionan como agente contrastante en higado, vaso
y nodos linfaticos, pero también tiene otros fines terapéuticos en el tratamiento de
deficiencia de hierro. También hay lineas de investigacion que estan enfocados en
desarrollar otras bioaplicaciones como hipertermia para el tratamiento de cancer y
como liberador de farmacos. [113] [117]

Existen ciertos criterios y caracteristicas que se han considerado importantes en el
desarrollo y sintesis de nanoparticulas, para aplicaciones en medicina y su
farmacocinética, como, por ejemplo: No deben ser téxicas, tener estabilidad del
composito, conocer la naturaleza de los precursores y surfactantes utilizados,
tamano y distribucion de tamafio de particula, densidad de carga superficial,
hidrofobicidad, radio hidrodinamico, dosis, etc. [113][118]

Por ejemplo, el radio hidrodinamico que se ha reportado para aplicaciones de
nanoparticulas de o6xido de hierro recubiertas de compuestos como dextran o
almidones, es entre 80-180 nm, y se ha utilizado en dosis de 4 mg/kg como agente
de contraste, o hasta 268 mg Fe para una persona de 70 Kg y para tratamiento de
anemia en dosis de hasta 30 mg Fe/Kg en un periodo de 7 dias. [117] [118] [119]

1.7.3 Sintesis verde de nanoparticulas metalicas

Existe una nueva tendencia de sintesis de nanoparticulas, a través del uso de
enzimas, de microorganismos o metabolitos de ciertas plantas con propiedad de ser
antioxidantes y con poder reductor. También es llamada sintesis verde, debido a
que es un procedimiento muy amigable con el medio ambiente, pero también se
utilizan compuestos de origen natural, por lo que existe una gran probabilidad de
que sea biocompatible. [120]
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El método verde utiliza extractos de plantas, semillas o frutos, y en algunos procesos
es mas rapido, econdmico y seguro comparado con algunos procedimientos fisico-
quimicos. Aunque esta corriente de sintesis “via verde” es nueva, ya existen
reportadas una gran variedad de investigaciones que han utilizado extractos
naturales como por ejemplo Perilla frutescens, cuyo extracto se obtiene de las hojas,
Artemisia annua del fruto, Kappaphycus alvarezii que se obtiene de un alga, etc.
Como ejemplo, con Kappaphycus alvarezii se sintetiz6 magnetita, utilizando como
precursores sales de hierro con valencia [+3,+2] y el extracto del alga, la cual posee
un gran contenido de carragenina, que durante el proceso de sintesis actua como
agente reductor y surfactante. [121] Es importante mencionar que son los
metabolitos que actuan como agentes antioxidantes o reductores, e interactuan con
los precursores.

Otro ejemplo, es el uso del extracto de té verde o de hojas de eucalipto para producir
nanoparticulas de hierro valencia cero, usadas para remover nitratos en el
tratamiento de agua, [122] o para la sintesis de magnetita de tamafio hidrodinamico
entre 20-30 nm que se obtuvo de un extracto de Pisum sativum. [123]

Algunas de estas plantas o productos naturales, ya se han utilizado para
aplicaciones terapéuticas y medicinales. En algunos casos han demostrado
actividades antimicrobianas, desinflamatorias o antioxidantes. [124]

La propiedad del poder reductor o antioxidante del metabolito para producir
nanoparticulas, y la capacidad de poder actuar como estabilizante o surfactante,
puede también agregar una caracteristica de bioactividad superficial, que puede
actuar con fines terapéuticos o sensores. Abre la oportunidad de desarrollar nuevas
lineas de investigacion, no sélo para sintetizar nanoparticulas por medio mas
amigable con el medio ambiente, sino con actividad para posibles bioaplicaciones
en tratamientos de enfermedades. [125]

Aun hay una brecha muy grande para poder controlar los procesos por esta via.
Existen muchos criterios, condiciones a controlar en la sintesis, el tipo de proceso
de extraccion como maceracion, extraccién por microondas asistida, soxhlet, etc.,
asi como la naturaleza de los precursores, las proporciones, etc. El objetivo es
obtener un procedimiento con resultados repetibles, y con las nanoparticulas con
las caracteristicas apropiadas para la aplicacion deseada.
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1.8 Kalaonchoe daigremontiana [KD] (Aranto)

K. daigremontiana [KD] es una planta que pertenece a la familia de las crasulaceas.
Se ha reportado que esta especie tiene bioactividades terapéuticas
antiinflamatorias, efectos cardiacos y antitumorales (con cierta citotoxicidad en
algunas lineas de células carcinogénicas como cancer cervical, prostata o
adenocarcinoma en células de glandula mamaria). [126] El contenido bioactivo de
este tipo de plantas son los triterpenoides, flavonoides glucésilados, bufadienolidos
(diagremontianin y bersaldegenin), compuestos fitoesterioideos polihihroxilados y
algunos acidos grasos. Ver Figura 10. [127]

Figura 10.- Estructura general de los bufadiendlidos

1.9 Marcadores de biopsia

Como se menciond anteriormente, el objetivo de un marcador es servir de referencia
para el seguimiento de una posible lesion, o evolucidn en el tratamiento de una
enfermedad, inclusive en el seguimiento de una intervencion quirdrgica. Han
existido dos generaciones de marcadores de biopsia. La primera fueron metalicos y
en la segunda se utilizaron los marcadores metalicos embebidos en polimeros
biocompatibles. La importancia de utilizar metales es debido a la propiedad de
radiopacidad.

En este proyecto se busca desarrollar un poliuretano y poder dar el atributo de
radiopacidad, para poder tener aplicacion como marcador de biopsia. Para ello se
incorporaran nanoparticulas de Oxido de hierro en la matriz polimérica de
poliuretano, para obtener un material compuesto, con posibles propiedades de
radiopacidad.
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Actualmente existen varios marcadores de biopsia con diferentes formas. Es una
recomendacion que se deben de desarrollar con una forma no biolégica para poder
visualizarse a través de las técnicas de rayos X. Algunos tienen forma de espiral,
liston, “T”, simbolo de cancer de mama, “S”, “X”, “O”, “M”, “V”, grano de arroz, etc.
(ver Figura 11). Los tamafios que se han desarrollado van desde 5a 20 mm. El
procedimiento para colocarlos es a través de agujas especializadas en biopsia, cuyo
tamano varia desde 7G a 14G, 17G y 18 G. [18] [128]

Figura 11.- Formas de marcadores de biopsia comerciales
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CAPITULO Il

2 Materiales y Equipo

2.1 Materiales para sintesis de poliuretano

Inulina de Cichorium intybus INU (12255) Sigma Aldrich, Quitosano (448869 - Bajo
peso molecular PM 50000-190000) Sigma Aldrich, Policaprolactona Diol PCL
(36890 PM promedio = 2000), Acido 2-etlihexanoico de Estafio Il OS (S3252) Sigma
Aldrich, Diisocianato de Hexametileno HMD (52649) Sigma Aldrich, N,N
Dimetilformamida DMF (227056-1) Sigma Aldrich, 1,4-Butanodiamina BDA
(D13208) Sigma Aldrich, 2-Propanol Grado Reactivo ISO. Solucion Hartmann HT
PISA HS

2.2 Materiales para sintesis de nanoparticulas de 6xido de Hierro

FeCls.6H20 (157740) Sigma Aldrich, FeCl2.4H20 (220249) Sigma Aldrich, Etanol
ETA Grado Técnico, 2-Propanol Grado Reactivo ISO, Solucién de Hidréxido de
Amonio HAM NH4OH 28-30% (9721) J.T. Baker, Citrato de Sodio Dihidratado CSO
(3646) J.T. Baker, Metanol Grado Técnico MET, Agua Destilada, planta de K.
daigremontiana KD que fue proporcionada por el Centro de Fisica Aplica y
Tecnologia Avanzada.

2.3 Equipos

2.3.1 Balanza analitica OHAUS Mod PA214Sonicador Cole Parmer Mod. 08895-
39

2.3.2 Parrilla de calentamiento con sistema de agitacion magnética. CIMAREC

2.3.3 Horno eléctrico marca Oster

2.3.4 Iman de neodimio

2.3.5 Centrifuga Centrifientt IV

2.3.6 Vortex -2 Genie Mod. ST-0236

2.3.7 Potenciometro HANNA Instruments Mod. HI 2211

2.3.8 Camara o incubadora para mantener condiciones de temperatura a 37°C.
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2.4 Caracterizaciones y Equipos

2.4.1 Radiopacidad

Para determinar la radiopacidad del composito (poliuretano-nanoparticulas de éxido
de hierro) se utilizé un equipo de rayos X Toshiba D-102 Mod. HF80+.

La radiopacidad es la capacidad que posee el 6xido de hierro de no permitir penetrar
los rayos X, caracteristica que se debe principalmente a la densidad atomica en
algunos metales.

2.4.2 Analisis Termogravimétricos

Las técnicas de analisis termicogravimétricas que se usaron en la caracterizacion
de los poliuretanos sintetizados, fueron DSC y TGA. [129]

2.4.2.1 Analisis Termogravimétricos TGA

Para esta técnica se utilizé un analizador termogravimétrico TGA Q5000IR. Marca
T.A. Instruments. Las pruebas se realizaron desde condiciones ambientales hasta
temperaturas de 700°C, bajo condiciones controladas de velocidad de
calentamiento, presion y atmdsfera de reaccion.

En todos los casos la velocidad de calentamiento fue de 10°C/min, con un flujo de
40 ml / min (mililitro por minuto en condiciones normales de temperatura y presion),
de nitrégeno con 99.99% de pureza y a una atmésfera de presion durante todo el
analisis. Mediante esta técnica se registra la pérdida de peso en funcion de la
variacion de la temperatura. Estos cambios, nos ayudaron a identificar propiedades
termoquimicas propias, tanto de sus precursores, como de los nuevos polimeros.
Por ejemplo, la temperatura de degradacién o combustion. [130]

2.4.2.2 Analisis Termogravimétricos DSC

Para esta técnica se utiliz6 un calorimetro diferencial de barrido - Q100 TA
Instruments. Las pruebas se realizaron en las mismas condiciones que en TGA,
desde condiciones ambientales hasta temperaturas de 250°C, bajo condiciones
controladas de velocidad de calentamiento, presion y atmdsfera de reaccion.
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En todos los casos la velocidad de calentamiento fue de 5°C / min, con un flujo de
40 ml / min (mililitro por minuto en condiciones normales de temperatura y presion)
de nitrégeno con 99.99% de pureza y a una atmésfera de presion durante todo el
analisis. Mediante esta caracterizacion se identificaron las disrupciones de
temperatura en funcion del flujo de calor, especificamente la entalpia que requiere
cada muestra para su degradacion térmica. Estas nuevas propiedades
termoquimicas nos ayudaron en el analisis del nuevo polimero, asi de como
relacionaron con las propiedades de los precursores, como Tg (temperatura de
cristalizacion) o Tf (Temperatura de fusion) de los precursores de INU y PCL, asi
como la nueva arquitectura de los polimeros. [129]

2.4.3 Espectroscopia Infrarroja FTIR

Se utilizé un equipo Thermoscientific mod. Nicolet 6700, en la region media del
infrarrojo entre los 4000 a 400 cm™'. Mediante esta caracterizacion se identificaron
los modos vibracionales de grupos funcionales uretano, producto de los distintos
cambios energéticos producidos por las transiciones de las moléculas, tanto
vibracionales como rotacionales. [131]

2.4.4 Espectroscopia RAMAN

Para esta caracterizacion se utilizé un microscopio Raman Bruker Mod. Senterra,
en un intervalo de medicién de 80 a 3300 cm™', con una longitud del laser de 785
nm. Esta técnica es complementaria a la de espectrometria infrarroja; por medio de
ella también se identificaron la polarizabilidad de moléculas, enlaces o grupos
funcionales. Por ejemplo, pueden observarse los modos vibracionales de enlaces
que en FTIR seria complicado observarlos. [131]

Para los poliuretanos se pudieron identificar los grupos funcionales uretano, técnica
complementaria de la espectroscopia infrarroja ver seccion 2.4.3.

Esta misma técnica se utilizé para detectar la presencia del enlace Fe-O, presente
en las nanoparticulas de éxido de hierro sintetizadas via verde, ver seccién 4.2.2.

2.4.5 Pruebas Mecanicas

Para la caracterizacion mediante pruebas mecanicas se utilizd un equipo
Zwick/Roell modelo Z005 con una celda de carga de 500 N. Con ellas se midio la
resistencia, elongacion y tension de los materiales, como respuesta a la aplicacion
de fuerzas o cargas externas. [129]
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2.4.5.1 Prueba mecanica - Tension

Con esta prueba se determiné el esfuerzo de ruptura y el porcentaje de elongacion
en nuestros materiales. Para poder realizar la prueba se requiere que el largo de las
peliculas sea al menos de 14 mm. El procedimiento fue el siguiente; se colocd una
pelicula de la muestra, la cual fue sujetada por dos mordazas en los extremos,
donde se aplicd una fuerza uniaxial con una velocidad constante. [129]

La prueba se detuvo una vez que se observo una fractura en la pelicula. Los
resultados proporcionan el esfuerzo aplicado en MPa (Megapascales) relacionado
con el % de deformacion de la muestra.

2.4.5.2 Prueba mecanica — Compresion

Para la técnica de compresion se requiere que las muestras se presenten en forma
de pastilla, con ella se determina la fuerza de carga aplicada y el desplazamiento
en la compresiéon del material.

Los resultados se grafican como el esfuerzo de compresién aplicado en
Megapascales contra la distancia de desplazamiento en milimetros.

Debido a que se observo que los polimeros recuperaban su forma, en los primeros
ensayos, se propuso realizar dos etapas por cada muestra. La primera consistio en
aplicar un esfuerzo de compresion hasta un 70% del espesor inicial de la muestra.
En la segunda etapa se aplicé nuevamente la carga, pero en este caso se fijo una
compresion al 98% del espesor de la muestra.

2.4.6 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se utilizé un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-6060 LV, con voltaje de
aceleracion de 0.5 a 30 kV. Se produjeron imagenes de alta resolucion de la
superficie de las muestras de los polimeros utilizando las interacciones electrén-
materia, cuyo objetivo fue observar la topografia y morfologia superficial o porosidad
en los poliuretanos y el composito. [129]

Para el caso de los poliuretanos se utilizaron los electrones secundarios, el voltaje
de trabajo fue de 15 kV.

Para el composito se utilizaron electrones retro-dispersados, para detectar las
nanoparticulas de 6xido de hierro. El voltaje de operacion fue de 20 kV.
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2.4.7 Difraccion de Rayos X (DRX)

Esta técnica de caracterizacién se utilizd para identificar la estructura de cada una
de las tres fases de 6xido de hierro. El equipo que se usé fue un difractometro
Rigaku modelo Ultima UIV con detector de ultra alta velocidad D/teX. El voltaje de
operacion fue de 40kV (30 mA). Tubo de cobre con longitud de onda
correspondiente a K-alpha igual a 1,54 Angstroms. Intervalo de medicion de 5-80
grados en 20.

Los difractogramas son caracteristicos para cada una de las estructuras de las
muestras a analizar, los cuales se compararon con patrones de difracciéon o
estandares ya establecidos en literatura. Esta técnica se utilizé para identificar las
fases de las nanoparticulas de oxido de hierro obtenidas por los métodos de
co-precipitacion y sintesis verde. [131]

2.4.9 Espectrofotometria UV-VIS

Se utilizdé un espectrofotometro VWR modelo 1600-PC, para evaluar la capacidad
de absorcion en espectro electromagnético en la zona ultravioleta y visible de
compuestos organicos. El método también se conoce como espectrometria. El uso
de esta técnica nos permitio realizar un analisis cualitativo para identificar los grupos
cromoforos organicos que se encuentran en los metabolitos del extracto de agua
etanol del Aranto [KD]. [132]

2.4.10 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)
Para visualizar el tamano y la morfologia de las nanoparticulas de 6xido de hierro

se utiliz6 un microscopio electrénico de transmision marca JEOL, modelo JEM-
1010, rango de 60-80 kV con una resolucion de 0.25 nm.
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CAPITULO Il

3 Metodologia

3.1 Sintesis de Poliuretano

3.1.1.- Se peso INU y PCL en relaciones molares [ INU: PCL ], de acuerdo a la
Tabla 2, se les designaron con los siguientes nombres PU-1, PU-2, PU-3. La sintesis
se realizé en un matraz de tres bocas de 50 mL y se vertio el solvente DMF. El
matraz se colocd sobre una parrilla, se mantuvo con agitacion y se elevo la
temperatura a 60°C, posteriormente se agregaron INU y PCL, de acuerdo a la
relacion molar indicada en Tabla 2. Una vez que se disolvieron los precursores INU
y PCL, se agregaron 25ul de OS.

3.1.2.- Se elevo la temperatura a entre 80 y 85°C, se adicion6 HMD, en la relacion
molar con respecto los compuestos con grupos hidroxilo [ OH: OCN ] de acuerdo a
la Tabla No. 2, cuyos nombres fueron designados previamente como PU-1, PU-2,
PU-3 y se mantuvo en agitacion por 4 horas.

3.1.3.- La mezcla se enfrié a 40°C, y se agregaron finalmente 175 ul de BDA. Se
precipité agregando ISO.

3.1.4.- El precipitado se enjuagé tres veces con ISO, el color del precipitado fue de
color blanco o amarillo lechoso.

3.1.5.- El procedimiento que se us6 para formar peliculas fue el siguiente: El
sedimento o precipitado que se formd se vertié sobre contenedores cuadrados de
polietileno, el solvente se evaporé a temperatura ambiente en un tiempo de
aproximadamente 30-45 dias. En la Figura 12 se muestra el diagrama de flujo
general de la sintesis de poliuretano.

Relaciones Molares

INU : PCL | [OH]PCL:[OCN]HMD
PU-1 1:2 1 : 4
PU-2 1:1 1 : 4
PU-3 2 :1 1 : 4

Tabla 2.- Proporciones molares [ INU : PCL ] y [ OHPCt : OCNHMP | para la sintesis de
la serie de poliuretanos
Dénde:

INU: Inulina, PCL: Policaprolactona, PU-1, PU-2 & PU-3: Serie de poliuretanos
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Las caracterizaciones que se realizaron para los poliuretanos fueron las siguientes
Figura 12.- Diagrama de flujo de sintesis de poliuretanos

Dénde:

INU: Inulina

PCL.: Policaprolactona

HMD: Diisocianato de Hexametileno
OS: Octanoato de Estafo

DMF: Dimetilformamida

BDA: Butanodiamina

ISO: 2-Propanol

e Espectroscopia Infrarroja FTIR
e Espectroscopia RAMAN
e Anadlisis Termogravimétricos DSC/TGA

¢ Pruebas Mecanicas [Tension/Compresion]
¢ Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
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3.2 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro

Se realizaron dos métodos de sintesis de nanoparticulas de éxido de hierro: a)
Sintesis quimica por el método de co-precipitaciéon IONPC; y b) Sintesis verde por
la técnica de maceracion IONPG.

El objetivo fue realizar un analisis comparativo de las estructuras de las fases
obtenidas de la caracterizacién por difraccion de rayos X.

3.2.1 Sintesis quimica co-precipitacion IONPC

3.2.1.1- Se prepararon soluciones de cloruro férrico FeCls (0.25M) y cloruro ferroso
FeCl2 (0.125M), ademas, se prepararon una solucion de NH4«OH 2M (HAM 2M) y
una solucion de citrato de sodio de 18.45 gr en 18 mL de agua destilada (CSOS).

3.2.1.2- En un matraz de tres bocas de 250 mL se colocaron las dos soluciones de
las sales [FeCl3 0.25M / FeCl2 0.125M] en una relacién molarde [ 2 : 1 ], se mantuvo
en una atmosfera inerte usando N2, y posteriormente el matraz se coloco en el
sonicador.

3.2.1.3- Al matraz se agregaron 22 mL de la solucion de HAM 2M, hasta que se
obtuvo un pH de 11. Inmediatamente se adicion6 toda la solucion preparada de
CSO0S. Durante la adicion las soluciones se mantuvieron sonicaron, posteriormente
las soluciones se sonicaron por un periodo adicional de 2 horas, después de que se
agregaron todas las soluciones. Se observé la formacién de un precipitado color
negro que eran las particulas de magnetita.

3.2.1.4.- Las nanoparticulas obtenidas se precipitaron con usando un iman de
neodimio colocandolo en el fondo del matraz, se lavaron con MET. El procedimiento
fue el siguiente; el precipitado negro se cubrié totalmente con MET, las soluciones
se sonicaron por 20 minutos y al terminar este tiempo, se decantaron eliminando el
sobrenadante. Este proceso de lavado se repitidé 10 veces.

3.2.1.5.-Finalmente, las particulas obtenidas se secaron a 60°C durante un periodo
de 48 horas, y se almacenaron en un frasco obscuro para protegerlas de la luz
directa y humedad. Ver diagrama de flujo en la Figura 13, para la sintesis de
nanoparticulas de o6xido de hierro.
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Figura 13.- Diagrama de flujo de sintesis de nanoparticulas de éxido de hierro por
meétodo de co-precipitacion

Dénde:

HMA: Hidroxido de sodio

CSO. Citrato de sodio

MET: Metanol

3.2.2 Sintesis de nanoparticulas de o6xido de hierro “via
verde” IONPG

3.2.2.1 Preparacion del extracto

Se prepard una solucién de Etanol/Agua : [ETA/AGUA 50:50] en volumen. Se
pesaron 5 g de K. daigremontiana, previamente lavadas y deshidratadas, que
posteriormente se realizé una maceraciéon con la solucion ETA/AGUA a 50°C por
50 minutos en una parrilla con agitacion. El extracto obtenido se filtré y almacend
en un frasco ambar a temperatura de 4°C. La Figura 14 muestra el diagrama de flujo
para produccion del extracto.
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Figura 14.- Diagrama de flujo de obtencién del extracto
Donde:

ETA: Etanol

3.2.2.2 Sintesis de nanoparticulas

Se realizaron dos propuestas para la sintesis de nanoparticulas, IONPG1 y
IONPG2, las sintesis se realizaron en una atmosfera inerte usando Na.

3.2.2.2.1.- Previamente se prepararon dos soluciones de FeCls 20mM y FeCl:
10mM. En la Figura 15, se muestra el diagrama de flujo general de la “sintesis verde”
para nanoparticulas de 6xido de hierro.

3.2.2.2.2.- Para la sintesis de IONPG1, En un matraz de tres bocas de 50 mL se
coloco en una relacidon volumétrica de [ 20:1 ], el Extracto obtenido previamente en
la seccién 3.2.2.1 y la solucién FeCls 20mM, ver Tabla No. 3. Las soluciones se
sonicaron por 5 ciclos de 6 minutos cada uno. El contenido se vertié en un vaso de
precipitados de 50 mL., se tapd y se formd un precipitado negro en 24 horas. Se
coloco un iman de neodimio y se observaron propiedades ligeramente magnéticas.

3.2.2.2.3.- IONPG2, En un vaso de precipitados de 50 mL se midieron las
cantidades en una relacion molar [ 2 : 1 ] de sales de hierro [FeCls 20 mM / FeCl2
10 mM].Esta solucién se llamé Solucion de Sales de Hierro SSH.

3.2.2.2.3.1.- Posteriormente se vertié en un matraz de tres bocas el Extracto y SSH,
obtenidos en las secciones anteriores 3.2.2.1 y 3.2.2.2.3 respectivamente en una
relacion de volumen [5:1]. La solucion contenida en el matraz se sonico por 5 ciclos
de 6 minutos cada uno. El producto obtenido se vacié en un vaso de precipitados
de 50 mL, después de 24 horas se observé un precipitado negro, el cual se le coloco
un iman de neodimio y se observaron propiedades ligeramente magnéticas.
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. s Relacion . s iy
Relacion Molar Volumétrica Relacion Volumétrica
. Extracto : FeCl3 Extracto : [FeCl; 20mM/
FeCl;20mM : FeCl; 10mM 20mM FeCl;10mM]

3.2.2.2.2 20:1

ONPG1

3.2.2.2.3 2:1 5:1

IONPG2

Tabla 3.- Variacién en proporciones de precursores para sintesis de nanoparticulas
de oxido de hierro

Donde:
IONPG: Nanoparticulas de 6xido de hierro sintesis verde

Figura 15.- Diagrama de flujo de sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro
“Via Verde”

3.2.2.3 Proceso de lavado de nanoparticulas IONPG
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3.2.2.3.1.- En las dos propuestas de sintesis IONPG1 y IONPG2 descritas en las
secciones 3.2.2.2.2 y 3.2.2.2.3, se obtuvieron precipitados de color negro en la
solucion de ETA/JAGUA. De las dos muestras se separé la solucion por decantacion,
se agregdé mas solucion ETA/AGUA cubriendo los precipitados obtenidos,
enseguida se sonicaron las soluciones por 10 minutos y les se dejo precipitar de 24
a 48 horas. Una vez cumplido el tiempo se centrifugd a 4500 r.p.m. por 10 minutos.
Este proceso se repitid 6 veces.

3.2.2.3.2.- Una vez terminado la etapa de la seccion 3.2.2.3.1, los precipitados se
vertieron en una caja petri de vidrio por separado, donde se secaron en un horno
eléctrico a 40°C por 96 horas. En las dos propuestas se obtuvieron polvos de color
negro, los cuales se almacenaron en viales de plastico cerrados. En la Figura 16 se
muestra el diagrama de flujo general del proceso de lavado y secado de IONPG1 y
IONPG2.

Figura 16.- Diagrama de flujo para secado de nanoparticulas

Donde:
ETA: Etanol

Las técnicas de caracterizacion para nanoparticulas de 6xido de hierro fueron:
o Difraccién de Rayos X (DRX)
¢ Microscopia Electréonica de Transmisiéon (TEM)
e Espectroscopia RAMAN

La caracterizacion para el extracto de K. Diagremontina fue:
o Espectrofotometria (UV-VIS)
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3.3 Composito (Poliuretano-Nanoparticulas)

3.3.1.- Para esta seccion, se preparé previamente una solucion con las
nanoparticulas obtenidas por el método co-precipitacion IONPC descrito en la
seccion 3.2.1, en un vaso de precipitados se peso 1.98 mg IONPC, posteriormente
se adicionaron 5 mL de DMF, y se dispersaron utilizando un equipo de ultrasonido
por 10 minutos. Este proceso se repitidé por 5 ciclos, finalmente la mezcla obtenida
se denominé como IONPC-DMF.

3.3.2.- Por otro lado, se dispers6 la formulacién de poliuretano PU-3 obtenida en la
seccion 3.1, el procedimiento fue el siguiente, se pesaron las siguientes cantidades
de PU-3 en viales de vidrio por separado 226.8 mg, 230.6 mg, 210.5 mg, que se
identificaron como PUNP-1, PUNP-2 y PUNP-3 respectivamente, en el siguiente
paso se agregdé 5 mL de DMF a cada una, se mantuvieron en agitacion por 4 horas
en la parrilla.

3.3.3.- Una vez dispersas las muestras de poliuretano obtenidas en el punto
anterior, se agrego la solucién identificada como IONPC-DMF obtenidas en la
seccion 3.3.1, de acuerdo a las proporciones de relacidon de nanoparticulas y
poliuretano indicadas en la Tabla 4.

3.4.4.- Para homogenizar las mezclas de las tres propuestas de formulaciones que
contienen PU-3, IONPC y DMF, se utilizé un equipo vortex por 20 minutos a 600
rpm, posteriormente se precipitaron con ISO y se dejaron reposar por 24 horas.

3.4.5.- En las tres propuestas se formaron precipitados color café. Con el fin de
eliminar el exceso de DMF, las muestras se decantaron, se les agregé nuevamente
ISO para finalmente dejar reposar por 4 horas. Este proceso se realizé por 3 ciclos.

IONPC PU-3 %

(mg) (mg) (IONPC/PU-3)
PUNP-1 0.396 226.8 0.17%
PUNP-2 0.792 230.6 0.34%
PUNP-3 1.188 210.5 0.56%

Tabla 4.- Relaciones [poliuretano-nanoparticula] del composito.
Donde:
IONPC: Nanoparticulas de 6xido de hierro sintesis co-precipitacion,
PU-3: Poliuretano.
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3.4.6.- Una vez obtenidos los precipitados en las tres propuestas de compositos,
que contienen poliuretano y nanoparticulas, se vertieron sobre contenedores de
polipropileno, y se mantuvieron a temperatura ambiente de 7 a 10 dias, este proceso
se utilizo para evaporar el exceso de ISO. La Figura 17 muestra el diagrama de flujo
para la sintesis de las tres propuestas de formulacion de compositos. PUNP-1,
PUNP-2 y PUNP-3.

Figura 17.- Diagrama de flujo para fabricacion de composito
(poliuretano-nanoparticulas de 6xido de hierro)

Donde:

PU-3: Poliuretano

DMF: Dimetilformamida

IONPC-DMF: Nanoparticulas de 6xido de hierro-dimetilformamida
ISO: Isopropanol

El composito se caracterizé por medio de la siguiente técnica:

e Microscopia Electréonica de Barrido (SEM)
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3.4 Pruebas de degradacion In Vitro
3.4.1 Prueba de degradacion de poliuretanos

3.4.1.1 Preparacion de soluciones fisioldgicas pH 6.8 y 7.4

Para las pruebas de degradacion, se utilizé una solucién Hartmann PISA HS, debido
a que los polimeros estaran en contacto con esta solucién, se requiri6 conocer el
pH, que se midié usando un potencidémetro y su valor fue de 6.8. En la literatura se
ha reportado, que en algunos tejidos con presencia de cancer existen
modificaciones en el pH en el intervalo de pH 5 y 6.8. [133] Por lo anterior se utilizé
esta solucion para las pruebas de degradacion, pero también se requirié obtener
una solucion fisiolégica con un pH de 7.4.

3.4.1.1.1.- Para obtener la solucion fisiolégica a pH 7.4, se prepard una solucion
HAM 1mM, que posteriormente se utilizé para titular la solucién HS, hasta obtener
elpHde 7.4

3.4.1.1.2.- Ambas soluciones se utilizaron para la prueba de degradacién e
identificaron como HS-6 y HS-7 y cuyo pH fue de 6.8 y 7.4 respectivamente. En la
Tabla 5 se pueden observar las pruebas de degradacién de poliuretanos y
composito en la solucion HS-6 que corresponden a las filas 1 a 4. Por otro lado, las
pruebas que corresponden a la degradacion en solucién HS-7 se encuentran en las
filas 5 ala 8.

3.4.1.2 Prueba de absorcion de agua en poliuretanos

3.4.1.2.1.- Las tres muestras de poliuretano se pesaron y se registré el dato de cada
uno, agregando el prefijo Po, quedando como Po PU-1, Po PU-2 y Po PU-3. En la
Tabla 5 se puede observar en la tercera columna como se llevo a cabo el registro
los pesos iniciales de poliuretanos y compositos tanto en solucién HS-6 como en
HS-7.

3.4.1.2.2.- Para medir la cantidad de agua absorbida o “humectabilidad” de las
muestras de los polimeros previamente pesados, se colocaron cada uno en un
frasco de vidrio, posteriormente se agregd solucion fisioldgica HS-6 y se
mantuvieron por 4 horas, posteriormente las muestras se retiraron del frasco de
vidrio, se elimind el exceso de HS-6 con papel absorbente y finalmente se
mantuvieron a temperatura ambiente por 4 horas mas. Para el registro del peso se
les colocé el prefijo P1 a cada una de las muestras de acuerdo a la siguiente
connotacion P1 PU-1, P1 PU-2 y P1 PU-3. Para la solucién de HS-7 se repiti6 el
proceso que se realizé con el medio HS-6.
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3.4.1.2.3.- Una vez obtenido los valores del peso en la seccidn anterior, se procedio
a calcular el porcentaje de humectabilidad de acuerdo a la siguiente metodologia
(se tomo6 como ejemplo el porcentaje de humectabilidad para PU-1).

[%H PU-1] Donde %H corresponde al porcentaje de humectabilidad a la muestra
PU-1.

Se realizé la diferencia de peso después de la absorcion de agua, entre el peso
original. De acuerdo a la siguiente formula:

(P1PU —1) — (Po PU — 1)
Po PU — 1

% HPU—-1=

Donde:

P1 PU-1: El peso de la muestra de PU-1 después de 4 horas en HS
HS: Solucion fisiologica
Po PU-1: Peso inicial de la muestra PU-1

En la Tabla 5 se muestra un ejemplo del registro de datos, localizado en la tercera
columna identificada como humectabilidad en unidades de % respecto al peso
inicial, esta prueba se realiz6 con las dos soluciones fisiologicas HS-6 y HS-7.

3.4.1.3 Prueba de degradacion en poliuretanos

3.4.1.3.1.- Una vez concluida la prueba de humectabilidad descrita en la seccién
3.4.2.1, las muestras de los polimeros se regresaron a los frascos de vidrio con las
soluciones HS-6 y HS-7, y se colocaron dentro de una incubadora o camara la cual
fue disefada para mantener la temperatura interior de 37°C, simulando las
condiciones fisiologicas.
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3.4.1.3.2.- Se propuso realizar mediciones del peso de las muestras cada dos
semanas, en un periodo de hasta 25 semanas.

El procedimiento fue el siguiente: Se retiraba la muestra del contenedor de vidrio,
se eliminaba el exceso de HS con papel absorbente y se mantenia por 4 horas a
temperatura ambiente, para evaporar el exceso de humedad. Finalmente se
pesaban las muestras y se registraban de acuerdo a la siguiente identificacion PS
PU-X.

Donde

PS: P eselpesodelamuestray S esla semana en que se realizé la medicion,
valores desde la semana 2 hasta 25.
PU-X: Indica el tipo de formulacién del poliuretano y X puede ser 1,2 0 3.

3.4.1.3.3.- Para obtener la pérdida de peso o degradacion en porcentaje, se utilizd
la siguiente férmula; se tomd como ejemplo el porcentaje de degradacion para PU-
1 en la semana 2).

[%2 PU-1] Donde %2 corresponde al porcentaje de degradacion de la muestra
PU-1 en la semana 2, en HS a 37°C.

La degradacion se calculé como la diferencia de peso después de dos semanas,
entre el peso original. De acuerdo a la siguiente formula:

(P2 PU — 1) — (Po PU — 1)

%2 PU —1 =
o Po PU —1

Donde:

P2 PU-1: El peso de la muestra de PU-1 después de 2 semanas
Po PU-1: Peso inicial de la muestra PU-1
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La Tabla 5 muestra un ejemplo de como se llevo a cabo el registro de los datos de
porcentaje de pérdida de peso.

3.4.1.3.4.- Posteriormente las muestras se regresaron al frasco con la solucion
HS-6 o HS-7 correspondiente, se cerraron y se ingresaron a la incubadora a 37°C,
para su posterior seguimiento de peso en las semanas posteriores.

3.4.1.3.5.- La Figura 18 muestra el diagrama de flujo general para la metodologia
de la prueba de degradacion.

Figura 18.- Diagrama de flujo para la metodologia de degradacion de los polimeros
PU-1, PU-2 y PU-3

Donde:

PU: Poliuretano
HS: Solucidn fisioldgica
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Prueba de Degradacién
%
Peso inicial % . Degr;gacién Degradacion Degr;{;acién
Humectabilidad Semana 2 Szggza Semana 25
Poliuretano| Po (mg) %H %2 PU %S ... %25 PU
g PU-1 Po PU-1 % H PU-1 %2 PU-1 %S..PU-1 %25 PU-1
S é o| PU-2 Po PU-2 % H PU-2 %2 PU-2 | %S.PU2 | %25PU-2
:g, Egn * PU-3 Po PU-3 % H PU-3 %2 PU-3 %S..PU-3 %25 PU-3
E PUNP-3 | Po PUNP-3 | % H PUNP-3 %2 PUNP-3 _
f\t PU-1 Po PU-1 % H PU-1 %2 PU-1 %S..PU-1 %25 PU-1
;é :(EQ“- N PU-2 Po PU-2 % H PU-2 %2 PU-2 %S..PU-2 %25 PU-2
é Egn * PU-3 Po PU-3 % H PU-3 %2 PU-3 %S..PU-3 %25 PU-3
E PUNP-3 | Po PUNP-3 | % H PUNP-3 %2 PUNP-3 _

Tabla 5.- Tabla de control en pruebas de degradacién de las series de poliuretanos,
en soluciones fisiolégicas con diferente pH

Donde:

PU-1, PU-2, PU-3 son las diferentes formulaciones de polimeros
PUNP-3, composito de PU-3 y nanoparticulas de 6xido de hierro ver seccién 3.3
HS-6 y HS-7, la solucién fisioldgica a pH 6.8 y 7.4 respectivamente

Po: Prefijo que identifica el peso inicial en mg. de la muestra
%H: % del valor de absorcion de agua de la muestra del poliuretano en base el peso original

Po

%S: % del valor de degradacion del polimero en la semana desde 2 hasta 25. Este valor
porcentual representa la diferencia de peso de la muestra menos el valor de peso original,
en base al peso original Po.

3.4.2 Prueba de degradacion del composito

3.4.2.1 Preparacion de soluciones fisiologicas pH 6.8 y 7.4

Para esta técnica se utiliz6 una de las formulaciones de composito PUNP-3,
sintetizado en la seccidn 3.3. Las soluciones se prepararon de acuerdo a la misma
metodologia que se realizé en la seccion el punto 3.4.1.1.
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3.4.2.2 Prueba de absorcion de agua del composito

La prueba de absorcion de agua se realizo siguiendo la misma metodologia descrita
en la seccion 3.4.1.2. En la Tabla 5 se muestra un ejemplo de como se llevo a cabo
el registro del peso inicial del composito y % de absorcién de agua respecto al peso
inicial, tanto en solucién HS-6 y HS-7, datos que se registraron en la Tabla 5,
columna 3.

3.4.2.3 Prueba de degradacién del composito

Con el objetivo de comparar la degradacién del poliuretano PU-3 y el composito
PUNP-3, se establecio llevar a cabo la misma metodologia, que se describio en la
seccion 3.4.1.3.

En la Tabla 5 en las filas 4 y 8, se muestra la forma en cémo se llevé a cabo el
registro de los datos de porcentaje de pérdida de peso en el composito, los valores
en las columnas 4 y 5, identificadas como % de degradacién correspondiente a la
semana de la medicion, respecto al peso inicial. La prueba se realizoé en las dos
soluciones fisiolégicas HS-6 y HS-7.

3.5 Radiopacidad

3.5.1.- Para verificar la radiopacidad del marcador, se realizé la insercion del
material via intramuscular en una rata Wistar adulta, bajo anestesia con
pentobarbital por via intraperitoneal. El procedimiento se llevd a cabo siguiendo la
NOM-062-Z00-1999: Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio y su uso fue aprobado por el Comité de
Investigacion y Bioética de la Escuela de Ciencias de la Salud, UVM, Campus
Querétaro. Registro Numero CSUVM 2016-002.

3.5.2.- Se utilizé la muestra identificada como PUNP-3, debido a que presentd un
mejor comportamiento estructural y mejores propiedades mecanicas. Sin embargo,
la muestra seleccionada al momento de manipularla fue muy fragil y quebradiza, y
s6lo se pudo obtener una forma elipsoide, muy parecida a un grano de arroz, a la
cual se le denomind chip.

Las dimensiones del chip fueron 5 mm de largo por 1 mm de ancho, el peso total

del composito fue de 3.1 mg y el contenido de nanoparticulas de 6xido de hierro fue
17.49 ug.
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3.5.3.- Se tom6 una placa de rayos X, con el equipo indicado en la seccién 2.4.1 en
el muslo izquierdo de la rata, antes de la colocacion del chip.

3.5.4.- Para el procedimiento de colocacion del chip, primero se rasur6 la parte del
muslo izquierdo de la rata, se realizd una incisidon de 1 cm., con unas pinzas se
colocé el chip, en una zona muscular entre la fibula y la tibia. Finalmente se cerré la
herida con hilo quirargico.

3.5.5.- En el siguiente paso se tomo la radiografia del muslo izquierdo. El animal fue
sacrificado siguiendo la NOM-062-Z00-1999.

En la Figura 19, se muestra el diagrama de flujo general para las pruebas de
radiopacidad del composito.

La caracterizacion para el composito fue:

¢ Radiografia
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CAPITULO IV

4 Resultados y Discusiones

4 1 Poliuretano

4.1.1 Espectroscopia Infrarroja FTIR (poliuretanos)

En la Figura 20 se muestran los espectros de los poliuretanos sintetizados, donde
se pueden identificar los picos de transmitancia de enlaces relacionados con el
grupo funcional uretano de las cuales se obtienen los siguientes valores.

PU-1: 3316, 1722, 1655, 1618 1571 y 1529 cm™’
PU-2: 3317, 1730, 1647 y 1560 cm™’
PU-3: 3310,1730,1680,1660 y 1559 cm™’

La Tabla No 6, también nos ayuda a comparar los modos vibracionales de los
grupos funcionales de poliuretanos reportados, con los poliuretanos sintetizados en
este proyecto.

Bandas de Transmisién de Enlaces en Grupo Funcional Uretano
v-N-H v-C=0 Amida |®(N-H) +v(C-N)
Enlaces 4 4 A -1
cm cm cm cm
Poliuretano** | 3319-3350 | 1703-1733 | 1600-1700 1530-1534
PU-1 3316 1722 1655, 1618 1571,1529
PU-2 3317 1730 1647 1560
PU-3 3310 1730 1680, 1660 1559

Tabla 6.- Tabla de resultados de espectroscopia infrarroja para PU-1, PU-2 y PU- 3.
Donde:

**Reportado en literatura [9] [129].
Modos vibracionales v-estiramiento; 6-balanceo

67



Figura 20.- Espectro de FTIR de Poliuretanos [PU-1, PU-2, PU-3].

Analizando los valores obtenidos por espectroscopia infrarroja en la Tabla No. 6, las
tres primeras columnas coinciden con lo reportado en literatura; sin embargo, en la
cuarta columna existen corrimientos de hasta 41 numeros de onda. Este resultado
se puede considerar aceptable, debido a que se utilizan diferentes precursores en
la sintesis de poliuretanos se obtendra la presencia de otras interacciones que
generen este desplazamiento. Si observamos la Figura 20, las huellas de los
espectros corresponden a lo reportado en literatura, y se identifica el grupo funcional
uretano principalmente en las zonas sombreadas. Por lo anterior, se confirma la
formacién de poliuretano en las tres formulaciones sintetizadas PU-1, PU-2 y PU-
3, principalmente por la presencia del grupo funcional uretano.
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Por otro lado, se pude observar en las formulaciones la variacion de la proporcién
de INU, y esta relacionado con la presencia del grupo funcional [-OH], y
posiblemente la presencia de enlaces de hidrogeno. Este grupo tiene absorbancia
en la banda de transmision entre 3300-3350 cm-'. En la Figura 20, se logra observar
incremento en la transmitancia en esta regién. Corroborando el incremento de INU
por la presencia de los grupos [OH], en nuestras formulaciones de la manera
siguiente PU-3>PU-2>PU-1

4.1.2 Espectroscopia RAMAN (poliuretanos)

La espectroscopia RAMAN es una técnica complementaria para identificar la
presencia del grupo uretano, también existe mucha literatura acerca de los modos
vibracionales del grupo funcional uretano. [134] En la Tabla No. 7, las cuatro
primeras columnas muestran los desplazamientos RAMAN para el grupo funcional
uretano de algunos poliuretanos sintéticos, y en la segunda fila se encuentran los
valores de su banda de transmision. [134]

En la Figura 21 se muestran los espectros de los poliuretanos sintetizados en el
intervalo de 0 a 2000 cm', los picos de transmitancia mas representativos y
relacionados con el grupo funcional uretano, se encuentran marcados con una linea
azul segmentada [134], también de los espectros en RAMAN de los nuevos
poliuretanos se obtuvieron los siguientes valores:

PU-1: 1145, 1244, 1313, 1534 y 1723 cm’
PU-2: 1178, 1255, 1306, 1521y 1723 cm’
PU-3: 1185, 1245, 1310, 1533 y 1722 cm"’

La Tabla No 7. también nos ayuda a comparar los modos vibracionales RAMAN de
los grupos funcionales uretano reportado en literatura, comparado con los valores
de corrimientos RAMAN de los poliuretanos sintetizados en este proyecto, desde la
columna 1 hasta la 4.
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Desplazamiento RAMAN

v-C=0 | 6-N-H + v-C-N | 5-C-N + v-C-O Amida C-Hy O-H

Enlaces P A1 4 - -1

cm cm cm cm cm
Poliuretano | 1650-1735| 1520-1540 1303-1312 1251,1185

Inulina 2800-3380
PU-1 1723 1534 1313 1244,1145 | 2864,2924
PU-2 1723 1521 1306 1255,1178 | 2861,2921
PU-3 1722 1533 1310 1245,1185 | 2868,2931

Tabla 7.- Resultados de espectroscopia RAMAN para PU-1, PU-2 y PU-3.
Donde: **Reportado en literatura; Modo vibracional: v-estiramiento; &-balanceo

Figura 21.- Espectro RAMAN 0-2000 cm™' para las series de poliuretanos
[PU-1, PU-2, PU-3]




Como se menciond en un inicio para el disefo del protocolo de este proyecto, se
propuso modificar la proporcidn de INU en las diferentes formulaciones de cada uno
de los nuevos poliuretanos, por lo que se penso que el contenido de los enlaces C-
H y O-H era dependiente de la proporcion molar de la INU en los poliuretanos. En
la Tabla 7 se muestran los modos vibracionales reportados para estos enlaces
presentes en inulina [135].

La presencia de los enlaces C-H y O-H en las muestras de poliuretanos se pueden
observar en la Figura 22, en ella se muestran los espectros RAMAN en un intervalo
de 0 a 3500 cm™", y se localizan en el area sombreada dentro del intervalo de 2800
a 3380 cm™. [135] En ellos se observa la presencia de los enlaces en las tres
formulaciones de poliuretanos. Los valores de desplazamiento RAMAN para cada
uno de ellos se reportaron en la Tabla No 7, colocados en la quinta columna
identificada como los enlaces C-H y O-H con unidades en [cm™].

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla No 7 y en la Figura 21, se
identificaron la presencia de los grupos uretano dentro de la estructura de los
nuevos polimeros sintetizados, aunque existen algunos corrimientos en los modos
vibracionales de hasta 40 cm', localizado en la cuarta columna de la Tabla No 7.
Este resultado puede ser aceptable debido a que la literatura se refiere a
poliuretanos sintetizados con precursores sintéticos, nosotros utilizamos INU, que
es un polisacarido natural que aun no existe ninguna referencia reportada, y por lo
tanto pueden estar presente interacciones que nos produzcan algunos
desplazamientos.

Por otro lado, en la Figura 22, se muestra un aumento en el contenido de los enlaces
en los grupos [OH] y [CH] que pertenecen a la INU, dentro de la regién de 2800-
3380 cm™', y como se indico anteriormente, la intensidad de la sefial de transmision
de los enlaces es proporcional el contenido de inulina, de acuerdo a las siguientes
propuestas PU-3 > PU-2 > PU-1. Este resultado puede ayudar a corroborar que el
mondémero de INU es parte de la estructura del poliuretano, debido a que se observa
un incremento en la intensidad de transmitancia en el espectro, al incrementar la
proporcion de INU en las tres propuestas de poliuretano.
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Figura 22.- Espectro RAMAN 0-3500 cm"’
De las series de poliuretanos [PU-1, PU-2, PU-3]
Desplazamiento RAMAN para enlaces C-H y O-H

De los resultados obtenidos por esta técnica, asi como los observados por
espectroscopia infrarroja se observa la presencia de grupos funcionales [OH] y por
ende la posibilidad de enlaces de hidroégeno. Por otro lado, en la literatura esta
reportado que la presencia de grupos [OH] dentro de la estructura de los polimeros,
pueden otorgarle propiedades estimulo responsivas, o también se les puede llamar
“polimeros inteligentes”, debido a que modifican sus propiedades fisicas o quimicas
a ciertos cambios en el ambiente o estimulos, como temperatura, pH, etc. En este
proyecto se incluyen pruebas in vitro de degradabilidad de nuestros poliuretanos,
en dos medios de diferentes pH. Aunque no es el objetivo del proyecto, pero podran
evaluarse el comportamiento de los nuevos polimeros en diferentes condiciones de
acidez 6.8 y 7.4, que de acuerdo a su comportamiento podran clasificarse como
polimero pH responsivo.
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4.1.3 Analisis termogravimétricos DSC/TGA en poliuretanos

4.1.3.1 Analisis termogravimétricos TGA (poliuretanos)

Los resultados obtenidos para las muestras PU-1, PU-2 y PU-3, se observan en las
Figuras 23, 24 y 25, las cuales se obtuvieron de acuerdo a las condiciones
mencionadas en la seccion 3.4.1.

En la Figura 23 se observa el termograma de la muestra PU-1, en el cual se
presentan cuatro regiones de degradacion. En la primera region, entre 120y 180
°C, hay una pérdida aproximada del 20% en peso del material, en la segunda region
comprendida entre 200 y 310 °C existe una pérdida de peso cercana al 50%, en la
tercera region de degradacion se ubica entre 320 y 430 °C con una pérdida en peso
acumulada del 70% y en la regién entre 500 y 700°C se tiene una pérdida de cerca
del 90% de peso.

Figura 23.- Termograma TGA (PU-1)
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Por otro lado, en el termograma de la Figura 24 que corresponde a la muestra
PU-2, también presentan cuatro regiones de degradaciéon. En la primera region,
entre 105 y 190 °C, hay una pérdida aproximada del 20% en peso del material, en
la segunda region comprendida entre 200 y 310 °C existe una pérdida de peso
cercana al 50%, en la tercera region de degradacién se ubica entre 318 y 438 °C
con una pérdida en peso acumulada del 65% y en la region entre 490 y 700°C se
tiene una pérdida de cerca del 80% de peso.

Figura 24.- Termograma TGA (PU-2)

Finalmente, en la Figura 25, se muestra el termograma que representa al
poliuretano identificado como PU-3; también se observan cuatro regiones de
degradacion. En la primera region, entre 110 y 220 °C, tiene una pérdida de peso
del material aproximadamente del 20%, en la segunda regién comprendida entre
225y 310 °C existe una pérdida de peso cercana al 50%, en la tercera regién de
degradacion se ubica entre 310 y 470 °C con una pérdida en peso acumulada del
70% y en la region entre 490 y 700°C se tiene una pérdida de cerca del 80% de
peso.

74



Figura 25.- Termograma TGA (PU-3)

De acuerdo a los resultados en los termogramas (TGA), obtenidos de las tres
propuestas de poliuretano, se presentan 4 eventos.

El primer evento para los tres corresponde a una pérdida inicial de humedad.

Los eventos segundo y tercero se deben a una hidrdlisis térmica de la inulina en las
fracciones correspondiente a los grupos furanos hidratados, asociados a la
liberacion CO y COzg, producto de la degradacién de componentes minoritarios de
la inulina, por lo que se puede indicar la degradacién e inicio de la combustion de la
inulina. En literatura se ha reportado dos intervalos de degradacion de la inulina, el
primero entre 225 y 250°C con una pérdida de peso del 23%, y en el segundo
intervalo que se encuentra entre 250 y 350°C, con una pérdida de peso del 60%.
[130]

El ultimo evento se puede asociar al rompimiento de los enlaces uretano de los
segmentos duros.
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4.1.3.2 Andlisis termogravimétricos DSC (poliuretanos)

Las pruebas de calorimetria diferencial de barrido (DSC), se realizaron en las
mismas condiciones experimentales del TGA, ver seccion 3.4.2. por lo tanto, los dos
eventos termogravimétricos DSC y TGA, podran ser correlacionados. La
informacion presente en cada DSC se puede utilizar para evaluar el flujo de calor,
especificamente la entalpia, que requiere cada muestra para su degradacion
térmica.

En las Figuras 26 a la 28 se observan los termogramas DSC, para las muestras
identificadas como PU-1, PU-2 y PU-3 respectivamente.

En la Figura 26, se muestra el termograma DSC para el poliuretano identificado
como PU-1. Presenta tres eventos, el primer evento térmico se da cerca de 56°C,
el segundo evento en 118°C y finalmente el tercer evento en 154°C.

Figura 26.- Termograma DSC para PU-1

76



Por otro lado, en la Figura 27, se muestra el termograma DSC para el poliuretano
identificado como PU-2. También presenta tres eventos, el primero se encuentra
cerca de 57°C, el segundo en 122°C y el ultimo en 129°C.

Figura 27.- Termograma DSC para PU-2
Finalmente, en la Figura 28 se observa el termograma DSC para la muestra

identificada como PU-3. Se observan tres eventos, el primer evento térmico se
presenta cerca de 56°C y el segundo evento en 154°C.
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Figura 28.- Termograma DSC para PU-3

Los resultados de los termogramas (DSC) de las muestras presentan dos eventos
térmicos, se pueden identificar como un requerimiento energético (mayor flujo de
calor), en forma de picos u hombros con la orientacion hacia abajo. En la bibliografia
se ha reportado la presencia de dos microfases en la estructura de un poliuretano.
En la Figura 29 se muestra la estructura general de la cadena principal de un
poliuretano. [42]

Mediante esta técnica se pueden identificar la presencia de las dos microfases
presentes. El primer evento se relaciona con el segmento suave, y puede existir un
segundo evento que perteneceria al segmento duro, o indicarnos la temperatura de
fusién o degradacion.

Figura 29.- Estructura general de los poliuretanos (cadena integrada por
segmentos suave y duro)
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El primer evento térmico que se muestra en los termogramas DSC, presente entre
55y 58 °C se asocia a la entalpia de fusion de la policaprolactona en cada una de
las muestras. Se ha reportado que la PCL con peso molecular 2000 da, tiene un
punto de fusion entre 50-56°C [136]

También se puede observar un segundo evento en el intervalo de 129y 154°C, que
nos representa el segmento duro, el punto de fusion o temperatura de degradacion.
Este valor es menor a la temperatura de fusion de la INU reportada, que se
encuentra entre 165 y 183°C [105]. Se puede corroborar la sintesis de un nuevo
polimero, debido a que se obtienen propiedades termogravimétricas diferentes a la
de sus precursores.

Por otro lado, si analizamos los valores de las ordenas de los tres termogramas, se
aprecia un requerimiento energético al incrementar la proporcion molar de PCL,
(segundo pico en los termogramas). Este resultado puede explicar que se forman
entrecruzamientos con la PCL, por lo que, en términos de flujo de calor, se requiere
mayor energia para romper los enlaces adicionales debido al incremento de la
densidad de entrecruzamiento antes de que se lleve a cabo el rompimiento total de
la red de poliuretano [137] (ver Tabla No 8).

Poliuretanos | Relacion Entalpia
Molar

INU : PCL (Joules)

PU-1 1 :2 0,1161

PU-2 1 1 0,0188

PU-3 2 1 0,0283

Tabla 8.- Analisis térmico para el calculo de las entalpias relacionadas con los
eventos energéticos para PU-1, PU-2 y PU-3

4.1.3.3 Resultados generales termogravimétricos DSC/TGA de
poliuretanos

En las secciones 4.1.1 y 4.1.2 se corroboré la presencia del grupo uretano en las
tres propuestas de polimeros tipo uretano sintetizadas; para ello se requiere la
reaccion de los precursores PCL, INU y HMD dentro de la estructura del polimero.
También en la seccion anterior 4.1.3.2 se determind la funcién de la PCL, que actua
como microfase o dominio suave dentro de la cadena del poliuretano, por lo que se
deduce que la INU y HMD funcionan como segmento duro. Esta informacion es muy
importante para el disefio de una formulacién de poliuretano, porque afectaran sus
propiedades mecanicas y por lo tanto su funcionalidad para las bioaplicaciones.
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Por otro lado, en la literatura se encontraron las temperaturas de transicion para
diferentes poliuretanos. El primero se encuentra entre 35 y 115°C y un rango
segundo de 130°C a 190°C, incluyendo la temperatura de fusidn que se encuentran

en un rango de 200 a 225°C. [129]

La Tabla 9 muestra los resultados del comportamiento termogravimétrico de las
muestras, en las Figuras 22 a la 24 para TGA, y de las Figura 26 a la 28 para los

resultados en DSC.

También se incluyen los valores de referencia y aquellos reportados en la literatura,
como los puntos de fusion de INU y PCL, los rangos de degradacion y temperaturas

de fusidén para algunos poliuretanos obtenidos con precursores sintéticos.

Resultados de Analisis Termogravimétricos

TGA

Eventos Térmicos (°C)

INU* 225-250 250-350 >500
PU-1 120-180 200-310 320-430 500-700
PU-2 105-190 200-310 318-438 490-700
PU-3 110-220 225-310 310-470 490-700
DSC
Eventos Térmicos (°C)

PCL* 50-56**

INU 165-183**

PU* 35-115 130-190 220-225**

PU-1 56 118 154

PU-2 57 122 129,3

PU-3 54 116 132

Tabla 9.- Resultados de andlisis termogravimétricos TGA y DSC

Donde:

INU: Inulina

PCL.: Policaprolactona

PU: Poliuretanos Sintéticos reportados en literatura
PU-1, PU-2, PU-3: Poliuretanos Sintetizados

* Reportado en literatura; ** Punto de fusién
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En los resultados obtenidos por la técnica de caracterizacion TGA se observa que
existe un posible inicio de degradacidn entre el rango de temperatura entre 200 y
225°C. Por otro lado, si comparamos los intervalos de degradacion de la INU
reportados en literatura [105], con los resultados los eventos térmicos de los
poliuretanos, corroboramos la presencia de INU dentro de la estructura de los
polimeros. Lo que demuestra que es el ultimo componente que se degrada y que
actua como segmento duro en la formulacion.

La literatura menciona que en general existen dos microfases en la cadena de un
poliuretano [42], la cual se observa en la Tabla 9 en la tercera fila identificada como
PU, donde se muestran dos rangos de temperatura en las dos primeras columnas.
También en los resultados termogravimétricos DSC, identificamos la presencia de
al menos dos fases dentro de la cadena principal de nuestro poliuretano. La primera
entre 54 - 57°C, que podemos relacionar con la PCL, debido a que su punto de
fusidn se encuentra en ese rango. La segunda microfase se encuentra en el rango
de 116 a 154°C, que puede deberse a los otros componentes como INU y el
segmento alifatico del HMD.

En las Figuras 26 a la 28, se observa un segundo evento de térmico en un intervalo
entre 118-154°C, puede representar la degradacion del polimero, temperatura por
debajo de la reportada en literatura de 220-225°C. Esto podria significar que los
nuevos poliuretanos no tienen temperatura de fusién, por lo que se clasificarian
como termofijos, en contraste con los poliuretanos con bioaplicaciones, que en la
gran mayoria son clasificados como termoplasticos.

Este cambio de propiedades se puede deber a que en literatura la sintesis de los
poliuretanos se realiza con precursores sintéticos. Al sustituirlos por un polisacarido
natural se puede dar un cambio en las propiedades, que puede originarse por la
presencia de nuevas interacciones, como enlaces de hidrogeno o
entrecruzamientos. Para este caso la INU es un compuesto polihidroxilado. Este
precursor puede ser responsable de la presencia y la formacién de
entrecruzamientos en nuestro poliuretano, y que son proporcionales en base al
contenido de INU dentro de la estructura del polimero.

De los resultados de DSC tenemos un rango de temperatura de posible fusion entre
129-154°C. Por otro lado, los resultados de TGA muestran una posible temperatura
de degradacion entre 200 y 225°C. Probablemente podria existir un rango muy
estrecho que diferencia la temperatura de fusion y de degradacion entre 129 y
146°C, informacion importante en el procesamiento, tratamiento y aplicacion para
nuestro polimero del polimero.
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4.1.4 Pruebas mecanicas de poliuretano

Los polimeros sintetizados fueron caracterizados mediante pruebas de tensién y
compresion.

4.1.4.1 Pruebas mecanicas de tension

Para realizar las pruebas de tension se requirié que la presentacion de los polimeros
fuera en forma de pelicula, y ademas el largo de la pelicula debia ser minimo de 14
mm para poder sujetarse con unas mordazas en los dos extremos. Después de
varios ensayos con varias metodologias y propuestas, sélo se pudieron generar
peliculas con las formulaciones PU-2 y PU-3.

Una vez obtenida la pelicula y colocada en las mordazas, se aplico una fuerza
uniaxial a una velocidad constante de 1mm/min., la prueba se finaliz6 una vez que
se observo la fractura en las muestras (ver Figura 30). Existen poliuretanos que ya
se comercializan y tienen bioaplicaciones, donde el porcentaje de elongacion
maximo antes de la ruptura se encuentra en 130-1000 %, y el esfuerzo de tensién
aplicado va desde 2.5-62.7 MPa. Por ejemplo, Biomer SolG®, Cardiothane 51°.
[129]

Figura 30.- Equipo para pruebas mecanicas (tension)
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La Tabla No. 10 muestra las dimensiones de las peliculas obtenidas para PU-2 y
PU-3 que se utilizaron para la prueba de tension.

Dimensiones de las peliculas de poliuretano
Ancho (mm) Largo (mm) Espesor (mm)

PU-2 1.92 14.02 1.80

PU-3 5.8 22.14 1.56

Tabla 10.- Dimensiones de las peliculas de poliuretano (PU-2 y PU-3)

Los resultados se muestran en la Tabla No. 11 en la fila 1 y 2, asi mismo se pueden
observar en las Figuras 31 y 32. También en la Tabla, en la fila 3 se incluyeron las
propiedades de algunos poliuretanos reportados en literatura.

Resultados de Pruebas Mecanicas Tension

Limite de Tensién (MPa) | % Elasticidad (1) | % Elasticidad(2)
PU-2 0.58 108 185

PU-3 0.24 174 257

PU* 2.57-62.7 130-1000

Tabla 11.- Resultados de pruebas mecanicas de poliuretanos (Tension).
Donde: *Reportado; (1) primera prueba y (2) segunda prueba

Figura 31.- Prueba de tension de poliuretano PU-2



Figura 32.- Prueba de tensién de poliuretano PU-3

4.1.4.2 Pruebas mecanicas de compresion

Para esta prueba, el requerimiento fue obtener las muestras en forma de pastillas,
las cuales son colocadas entre dos platos de compresion. Para esta técnica se
realizaron varios ensayos, y finalmente se obtuvieron pastillas en las tres
formulaciones.

El procedimiento fue el siguiente: La muestra se colocé entre los dos platos, el
esfuerzo fue aplicado en una direccion uniaxial a una velocidad constante de 1
mm/min, como se muestra en la Figura No. 33. La prueba se finalizé cuando se
observoé una fractura en la muestra o cuando se llegdé a una compresién cercana al
100% del espesor original de la muestra.
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Figura 33.- Equipo de pruebas mecanicas (compresion).

En la Tabla 12, se registraron las dimensiones de cada una de las muestras
obtenidas.

Dimensiones de muestras para prueba de compresion
Ancho (mm) | Largo (mm) Espesor (mm)
PU-1 a 4.23 9.34 1.55
PU-1b 4.23 8.08 1.55
PU-2 a 9.37 10.09 1.49
PU-2 b 9.37 10.09 1.27
PU-3 a 4.61 9.22 1.57
PU-3 b 5.19 9.22 1.23

Tabla 12.- Dimensiones de muestras de poliuretano (PU-1, PU-2 y PU-3)

Doénde:
a: Dimensiones de la pastilla antes de la prueba
b: Dimensiones de la pastilla después de la primera prueba o ensayo

correspondiente al 70% del espesor a).

Los resultados de las pruebas de compresidon se muestran en la Tabla No. 13 de la
fila 1 hasta la 6, y también se pueden visualizar en la Figuras 34, 35 y 36. En
literatura se han encontrado resultados de pruebas de compresion en poliuretanos
y cuyos valores se encuentren entre 257-504 MPa. [138], los cuales se agregaron
en la fila 7 de la Tabla 13.
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Resultados de Pruebas Mecanicas Compresion
Limite de Tension | Desplazamiento Desplazamiento
(MPa) (mm) (%)
PU-1 a 23.72 1.15 74%
PU-1b 88.23 1.2 77%
PU-2 a 261 1.11 74%
PU-2 b 96 1.27 100%
PU-3 a 107.7 1.2 76%
PU-3 b 363.6 1.18 96%
PU * 257-504 N/D

Tabla 13.- Resultados de pruebas mecanicas de compresion. En la serie de
poliuretanos.

Donde:

a: Primera prueba desplazamiento = 70% del espesor original
b: Segunda prueba desplazamiento del espesor de la muestra
N/D: No disponible * Reportado en literatura

Figura 34.- Prueba de compresion en PU-1
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Figura 35.- Prueba de compresion en PU-2

Figura 36.- Prueba de compresion en PU-3
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Como se menciond anteriormente, para estas técnicas de caracterizacion se
procesaron los polimeros hasta obtener peliculas y/o pastillas. El proceso de
evaporacion, secado y control de temperatura fue la etapa compleja y extensa del
proyecto. En algunas pruebas, el tiempo de formacion de algunas formulaciones fue
de hasta 4 semanas. Ademas, se realizaron varias pruebas y ensayos para
identificar la forma y el tipo de materiales para la deposicién y vaciado del
poliuretano en el proceso de evaporacion, debido a que generalmente se adherian
al contenedor. Finalmente, el polipropileno fue la mejor opcidn para la generacién
de las muestras.

Para la prueba de compresion se pudieron obtener pastillas de las tres
formulaciones PU-1, PU-2 y PU-3, pero para la formacién de peliculas, solo se
pudieron procesar con las formulaciones PU-2 y PU-3.

Debido a que el contenido de INU es menor en PU-1, comparado con las otras dos
formulaciones, puede existir un menor grado de entrecruzamientos o peso
molecular, asi como un reducido contenido de grupos funcionales OH y por ende
disminuir las interacciones por los enlaces de hidrégeno, que pueden ser factores
que afectan la posibilidad de generar peliculas.

Otro factor importante a considerar en la sintesis es la formacion de poros o
cavidades presentes en los polimeros, debido a la presencia de agua. En
bibliografia se recomienda eliminar lo mas posible el agua [129] , sin embargo,
también los poros permiten la absorcién de agua para bioaplicaciones, asi como
una adecuada vascularizacion del compuesto en el cuerpo, por lo que se disefid con
un posible enfoque para usos biomédicos, y no se consideré eliminar la presencia
de agua.

Como se puede observar, hubo dos ensayos en cada una de las muestras para la
técnica de compresion identificadas con las letras a y b. Previamente se
determinaron las condiciones de las pruebas de compresién, que estaban
relacionadas con el espesor de la muestra. Se observo que después de retirar la
carga en el primer ensayo, la muestra recuperaba cierto porcentaje en las
dimensiones del espesor, caracteristica que puede proporcionarnos informacion de
la presencia de enlaces de hidrogeno. Finalmente, se designé a la letra a, para una
prueba cuyo desplazamiento del 70% del espesor de la muestra previo a la aprueba,
y la letra b para un valor de compresion muy cercano al espesor de la muestra
después del primer ensayo.
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Durante el primer ensayo puede existir un reacomodo en las cadenas del polimero
o eliminacion de poros, cavidades o grietas. En el segundo ensayo se observo que
existia un aumento en el esfuerzo de carga aplicado a las muestras, que puede ser
por el reajuste en las cadenas del polimero. Es importante mencionar que nunca se
observo una fractura fisica en las muestras, simplemente se deformaban hasta
convertirse casi en una pelicula.

Los valores obtenidos para la primera prueba se encuentran entre 23.72-107.7 MPa
(mega pascales) con un valor de desplazamiento del 74 al 76% con respecto al
espesor. Como se puede observar, el valor es mucho menor a lo reportado de 257
MPa, caracteristica debida a la presencia de poros o grietas, 0 a un reacomodo en
la cadena. Sin embargo, en el segundo ensayo, para PU-3 se tiene un valor de 363.6
MPa. Este valor se encuentra dentro del rango de valores en poliuretanos
reportados [138] . Esta formulacion tiene un mayor grado de proporciéon de INU, que
puede presentar un mayor contenido de entrecruzamientos en su estructura con
referencia a las otras dos formulaciones.

Finalmente, analizando y complementando los resultados se realizo la técnica de
caracterizacion de pruebas mecanicas por tension, donde se observo que el
poliuretano identificado como PU-2 presenta un esfuerzo de tension de 0.58 MPa y
un valor de elongacion de 108%, contra 0.24 MPa y 174% para PU-3. Estos valores
son mucho menores a lo reportado en literatura que son 2.57-62.7 MPa y de 130-
1000% respectivamente [incluir la referencial. Recordemos que el uso de estos
poliuretanos es para bioaplicaciones en el sistema cardiovascular, cuyo objetivo es
una alta resistencia a la fractura o dafio mecanico, ademas de no ser degradables,
por lo que sus propiedades mecanicas deben soportar estas condiciones, sin olvidar
que los precursores que los conforman son sintéticos.

Anteriormente se habia discutido que la presencia de INU en la estructura de los
nuevos poliuretanos pueden promover la formacién de entrecruzamientos, y que
serian los responsables de modificar algunas propiedades mecanicas en las
pruebas de tensién, debido a que los valores son menores a las reportados en
literatura [129]. Sin embargo, una propiedad que se busca en este proyecto para los
nuevos poliuretanos, es que sean biodegradables y con la posibilidad de una
aplicacion con un esfuerzo mecanico mucho menor a las bioaplicaciones en el area
de cardiologia. De inicio puede considerarse su potencial para uso como marcador
de biopsia. Si aumentamos el numero de entrecruzamientos en la estructura, puede
reducir las propiedades de elasticidad en este nuevo poliuretano.
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La microfase suave en un poliuretano, en este caso proporcionada por la PCL
presente en la estructura de los poliuretanos, puede ser responsable de las
propiedades de elasticidad en el poliuretano; el aumentar la proporcion de PCL,
pudiera incrementar las propiedades de elongacion. Sin embargo, el limite de
elasticidad es mayor en PU-3 de 174% contra 108% en PU-2, aunque el contenido
de PCL es menor en PU-3, puede compensarse por la presencia de enlaces de
hidrogeno, que como se habia comentado es mayor en PU-3 que en PU-2.

Los resultados de las pruebas mecanicas de tension son menores en nuestros
polimeros comparado con los reportados [129] [138]. Esto puede deberse al
procesamiento, la cantidad de agua en la sintesis, la velocidad de evaporacién de
los solventes y temperatura en el tratamiento de las peliculas, generando la
presencia de poros, fracturas internas, cavidades y no homogeneidad en la matriz
polimérica. Sin embargo, el disefio y la formulaciéon de un nuevo polimero cuya base
sea un polimero natural con presencia de poros o imperfecciones puede ser la
causa de la reduccion de propiedades mecanicas, pero puede ser responsable de
proporcionar las propiedades de biodegradabilidad.

4.1.5 Microscopia electronica de barrido(SEM) en poliuretano

Esta técnica se utilizd para observar las diferentes topografias superficiales de los
polimeros sintetizados en aumentos de X1000 y X5000.

En las Figuras 37, 38 y 39 se muestran las micrografias de los poliuretanos PU-1,
PU-2 y PU-3, donde se puede observar lo siguiente:

PU-1 se observa una superficie rugosa o granulosa con presencia de cavidades
entre 4-5 ym ver Figura 37.

PU-2 se observa una superficie mas homogénea con menor numero de cavidades
en Figura 38.

PU-3 se muestra una superficie formada por placas y presencia de grietas entre
15-20 ym ver Figura 39.
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Figura 37.- Microscopia electronica de barrido en muestra PU-1, con aumentos de
1000 y 5000

Figura 38.- Microscopia electronica de barrido en muestra PU-2, con aumentos de
1000 y 5000
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Figura 39.- Microscopia electronica de barrido en muestra PU-3, con aumentos de
1000 y 5000

Se puede concluir lo siguiente: Las tres formulaciones presentan algun tipo de
grietas, porosidades o cavidades, como se habia discutido en la seccién anterior,
éstas podrian ser las responsables de las propiedades mecanicas. Por otro lado,
podran aportar otras caracteristicas o propiedades en poliuretanos como
permeabilidad y absorcibn de agua relacionados con la biodegradacion.
Desafortunadamente, no se pudieron observar la presencia de microfases de
nuestros polimeros, en otros articulos se han podido distinguir las microfases de la
estructura de poliuretanos. Sin embargo, puede distinguir que es una fase
homogénea de poliuretano, no se observa la presencia de una matriz o redes de
inulina inmersa en el poliuretano.

4.2 Sintesis de nanoparticulas de éxido de hierro

Las nanoparticulas fueron sintetizadas por dos métodos: una via quimica y una via
sintesis verde, ambas fueron caracterizadas para identificar las tres fases
principales que son hematita, maghemita y magnetita. [115]

El método via quimica es una sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro por la
técnica de co-precipitaciéon y se identific6 como IONPC.

En el segundo método de sintesis via verde se utilizo la capacidad oxidante o poder
reductor y posible capacidad surfactante de los metabolitos presentes en el Aranto
(KD) [127], y se identifico como IONPG. Por este método se obtuvieron dos
formulaciones IONPG1 y IONPG2 (ver metodologia de la seccién 3.2.2).
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4.2.1 Caracterizacion de IONPC

4.2 1.1 Difraccion de Rayos X

En la Figura 40, se observa el difractograma de IONPC, y se compara con los
estandares de magnetita (FesO4), hematita (a-Fe203) y maghemita (y-Fe203) que
corresponden a las cartas reportadas en literatura, los cuales son 82-1533, 79-
0416 y 25-1402 respectivamente. Se observa una mezcla de las tres fases del 6xido
de hierro presentes en la sintesis.

Sin embargo, se observa la presencia de citrato de sodio dihidratado
(CeHsNasz07.2H20) 16-1170, que se utilizé en el método de sintesis.

Figura 40 .- Difractograma de comparacion de IONPC con estandares de
magnetita, maghemita, hematita.
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Los resultados de DRX muestran que se formaron las nanoparticulas magnetita,
usando el método de co-precipitacion. No obstante, también se identificaron las
otras dos fases de o6xido de hierro; hematita a-Fe203 y maghemita a-Fe20s3,
incluyendo citrato de sodio dihidratado.

La presencia de hematita a-Fe203 y maghemita a-Fe20s3, nos indica que la
magnetita y-FesO4 se esta oxidando y es inestable. En la metodologia se observo
que, al colocar el iman de neodimio poseia propiedades magnéticas. Por otro lado,
aunque se realizaron una serie de lavados, para eliminar el exceso de citrato de
sodio dihidratado CSO, con metanol MET, no se pudo eliminar totalmente. Se ha
reportado que la funcion del citrato de sodio durante la sintesis actua como
secuestrante de Fe*?, en la sintesis de nanoparticulas de magnetita. Sin embargo,
de acuerdo a nuestras observaciones también actua como estabilizador o
surfactante de las particulas obtenidas.

4.2.1.2 Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Las nanoparticulas también se caracterizaron por microscopia electronica de
transmision. En las Figuras 41 a) y b) se observa que le tamafo de las
nanoparticulas es menor de 20 nm. En la misma Figura inciso c) y d) se puede
observar la morfologia en forma de rombos, triangulos, esferas y rectangulos.

Una desventaja de la técnica de coprecipitacion es que no existe un control en la
distribucién de tamafio de nanoparticula, ni tampoco en la morfologia. Esto se puede
observar en la Figura 41, donde se aparecen tamafios de particulas entre 15-20 nm
representadas por color negro, ademas se observan al menos cuatro diferentes
morfologias. Como se habia mencionado, es una técnica para sintetizar magnetita,
que generalmente se tienden a aglomerar con mucha facilidad, que también se
puede observar en las Figuras 41 b), c) y d).

De los resultados de DRX se identificé la presencia de citrato de sodio CSO, que
puede estar actuando como estabilizador o surfactante de las nanoparticulas de
IONPC. Esto se puede observar en la Figura 41, representado con un color gris
tenue, alrededor de los puntos negros.

Existen dos puntos importantes a tratar, las nanoparticulas obtenidas por el método
de coprecipitacion no tienen la morfologia, ni el didmetro recomendado para
bioaplicaciones. Sin embargo, se seleccion6 esta técnica de sintesis, para poder
servir de referencia con las obtenidas por la técnica via sintesis verde. También
puede utilizarse para evaluar su viabilidad de poder incorporarse a las formulas de
los poliuretanos y lo mas importante es poder evaluar si tiene propiedades de
radiopacidad.
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Figura 41.- TEM de nanoparticulas de 6xido de hierro (IONPC) sintesis por co-precipitacion
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4.2.2 Caracterizacion de IONPG

4.2.2.1 Difraccion de Rayos X (DRX) de IONPG

Por otro lado, como se habia mencionado para la sintesis verde se realizaron dos
propuestas, que se identificaron como IONPG1 y IONPG2, las cuales se
caracterizaron por DRX; los difractogramas obtenidos se muestran en la Figura 42.

Sin embargo, si comparamos las muestras IONPG1 y IONPG2 con los estandares
de las fases de 6xido de hierro que corresponde a magnetita, hematita y maghemita,
como lo hicimos con las nanoparticulas obtenidas en la sintesis quimica, no existe
un patrén de comparacion con los estandares.

Figura 42.- Difractograma de rayos X para nanoparticulas de éxido de hierro 96

sintetizados por via verde, para las formulas IONPG1 y IONPG2.



En la Figura 42, las sefiales de respuesta de las muestras en los difractogramas,
indicadas con lineas en color azul presentan mucho ruido.

Es importante mencionar que, para ambos métodos de sintesis tanto via quimica,
como via verde, se utilizaron los mismos precursores, soluciones de FeCls y FeClz
y la unica diferencia fue el contenido del extracto de KD.

Por lo que la parte organica podria ser la responsable de la generacién del ruido en
los difractogramas, generando un enmascaramiento de la parte metalica. En la
literatura [125] se han reportado propuestas para el tratamiento de eliminacion de la
parte organica, en un sistema nanoparticulas, una es por tratamiento térmico a
100°C, o utilizando otros solventes como acetona o hexano, una vez eliminada la
parte organica, se debe repetir la caracterizacion por DRX.

Sin embargo, aunque no se identifica la presencia de nanoparticulas de 6xido de
hierro por esta caracterizacion, en la metodologia se colocé un iman de neodimio, y
se observaron ligeras propiedades magnéticas que se le atribuyen a la presencia
de la magnetita y maghemita, aunque en esta ultima son mucho menores; la prueba
nos indica que existen al menos estas dos fases en la sintesis.

También se encontrd en literatura que existen otras técnicas para caracterizar
nanoparticulas de 6xido de hierro [139]. Una de ellas es la espectroscopia RAMAN,
que identifica los enlaces Fe-O presente en las tres fases. Por lo que se propuso
esta técnica como complemento para caracterizar las nanoparticulas sintetizadas
por via verde, evitando realizar un post-tratamiento a las muestras para eliminar la
posible presencia de compuestos organicos.

4.2.3 Espectroscopia RAMAN

En la seccion anterior se indicod que la espectroscopia RAMAN puede identificar la
presencia de magnetita, maghemita y hematita en las muestras IONPG1 y IONPG2.
A continuacion, se mencionan los modos vibraciones reportados:

Para magnetita Fe3O4 las bandas estan identificadas en 193, 306, 558, 668 cm™'.
Para hematita a-Fe203 las bandas se encuentran en 229,245, 295, 300, 410-420
496, 612 y 1320 cm™. [139]

Finalmente, para maghemita y-Fe203 se localizan en 382,520 y 726 cm™". [140]

97



En la Figura 43, se muestra el espectro RAMAN en un intervalo de 0 a 1000 cm-*
para las dos muestras IONPG1 y IONPG2 obtenidas via sintesis verde, donde se
pueden observar los modos vibracionales de los enlaces de Fe-O presentes en las
tres fases del 6xido de hierro. Los corrimientos RAMAN en 538 y 668 cm-' marcados
con las lineas color magenta identifican la presencia de magnetita, en 612 cm™' que
corresponde a hematita mostrada en la Figura 42 con una linea color verde, y por
ultimo con una linea color azul maghemita en el nimero de onda 520 cm™.
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Figura 43.- Espectrometria RAMAN para nanoparticulas de éxido de hierro por el método de

sintesis verde, para muestras IONPG1 & IONPG2.

La Figura 43 muestra la presencia hematita (a-Fe203), maghemita (a-Fe20s3) y
magnetita (y-Fes3O4) en las muestras IONPG1 y IONPG2. Por otro lado, en literatura
se ha reportado que la hematita y maghemita son la forma reducida de la magnetita,
y los compuestos organicos o metabolitos de KD presentes en el extracto pueden
funcionar como surfactante o estabilizante, e inclusive como agentes reductores, y
continuar reduciendo la magnetita hasta la reduccidon del hierro a valencia cero.
[141]
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En la bibliografia [141] se reporta la obtencién de nanoparticulas de hierro con
valencia cero, a través de la sintesis verde. Es importante mencionar que el hierro
valencia cero es muy reactivo y no tiene propiedades de biocompatibilidad, por lo
que no puede tener bioaplicaciones.

Por otro lado, si se pudieran generar nanoparticulas de hierro via sintesis verde y
con posibles propiedades de bioactividad superficial, podrian abrir una nueva linea
de investigacidn con bioaplicaciones y capacidades terapéuticas o para otras
bioaplicaciones, no s6lo como marcador de biopsia, sino también como biosensores
o antibiético. Sin embargo, la posible presencia de hierro valencia cero, descarta su
uso para este proyecto, debido a que tiene finalmente tiene como objetivo el
utilizarlo en el area médica como marcador de biopsia.

Finalmente, se tomo la decision de utilizar las nanoparticulas obtenidas por el
método de co-precipitacidon, que como se mencioné se ha reportado que son
biocompatibles; ademas, en los resultados de la seccion 4.2.1 se determind la
presencia de nanoparticulas de Oxido de hierro. Se procedié a evaluar sus
propiedades de radiopacidad, al incorporarlas a la matriz de los poliuretanos
obtenidos.

4.2.4 Espectrofotometria (UV-VIS)

Las caracterizaciones de la bioactividad de los metabolitos presentes en KD, se
realizaron primero en el extracto de K. Daigremontiana KD y posteriori al proceso
de sintesis de nanoparticulas. [126] En la Figura 43, se observan cambios en el
espectro en el rango de longitud de onda, posterior a la sintesis de nanoparticulas,
principalmente entre 231-271 nm y 664 nm. De acuerdo a la Tabla 13 pueden ser la
interacciéon o modificacion en la regidon correspondiente a Flavonas, Esteroides,
Bufadiendlidos, Acidos Grasos, Esteroles, Triterpenoides y Clorofila. La Tabla No.
14 y en la Figura No. 44, se muestran el fitocontenido reportado de la extraccion
aqua-etanolica de K. Daigremontiana KD, [126] [142]

Fitocomposicion Banda de absorcion | Banda de absorciéon
UV VIS (nm) UV VIS (nm)

Flavonas 250-280 300-390
Flavonoles 310-350 330-360
Bufadiendlidos 296-300

Acidos Grasos 260-280

Esteroles 230-290

Triterpenoides (Glutinol-Friedelin) 500-600

Tabla 14.- Fitocomposicion de extraccion aqua-etanolica de K. Daigremontiana,
bandas de absorcion en espectro UV VIS
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Figura 44.- Espectrofotometria UV VIS de la extraccion aqua-etanolica de K.
Daigremontiana, y bandas de absorcion en espectro UVVIS

Las bandas de absorbancia que se modificaron se encuentran en los rangos
correspondientes entre 236-271 nm y 664 nm que identifican la posible presencia
de flavonas, esteroides, triterpenoides y clorofila. Si estos compuestos estan
interactuando con las nanoparticulas, existe la posibilidad de que tengan
bioactividad.

Estos resultados previos pueden abrir un tema de investigacion, para identificar los

parametros, condiciones y procesos a controlar para la generacion de
nanoparticulas de 6xido de hierro.
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4.3 Composito Poliuretano-Nanoparticulas de Oxido de Hierro

En la etapa de desarrollo del composito se realizaron previamente varias pruebas y
ensayos con las diferentes formulaciones de poliuretanos PU-1, PU-2 y PU-3, no
obstante, la formulacién PU-3 fue la que se obtuvieron mejores propiedades
mecanicas.

En la seccién 3.3 que corresponde a la metodologia para la sintesis del composito,
se realizaron tres propuestas de relaciones de poliuretano-nanoparticulas que se
observa en la Tabla 4. Sin embargo, solo en la formula PUNP-3, se pudo obtener
un monolito de poliuretano en forma sdélida, cuyo contenido de nanoparticulas de
oxido de hierro fue 1.188 mg. La formulacion que se utilizé para sintetizar PUNP-
3, fueron 210.5 mg de PU-3.

Esta formula tiene una relaciéon nanoparticula : polimero de 0.56%.

4.3.1 Caracterizacion del composito

Los compositos obtenidos se caracterizaron por microscopia electronica de barrido
para observar las nanoparticulas dentro de la matriz del poliuretano. En la Figura 45
inciso a) se puede observar la topografia superficial del polimero PU-3 formada por
placas con presencia de grietas, comparada con el composito inciso b) la muestra
PUNP-3 se observan modificaciones donde presenta una superficie lisa,
homogénea sin grietas o poros.

En la Figura 45 incisos c) y d) se pueden observar las nanoparticulas en la superficie
del polimero con un diametro de 20 nm aproximadamente.

De las diferentes propuestas de formulacion respecto al contenido de
nanoparticulas IONPC, se tomaron en cuenta dos factores importantes. Primero, se
diseid con una dosis menor al limite maximo utilizado, por ejemplo, como agente
contrastante se utilizan hasta 286 mg nanoparticulas de magnetita para una persona
de aproximadamente 70 Kg., y la segunda consideracion, fue la solubilidad de las
nanoparticulas en el solvente DMF, debido a que durante la formulacién fue utilizado
en la sintesis de poliuretano y de acuerdo a los resultados se obtuvo una solubilidad
de aproximadamente 396 pg/mL.
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Figura 45.- Microscopia electrénica de barrido topografia superficial en poliuretano
PU-3 y composito PUNP-3.

Otra de las consideraciones que se evaluaron para la selecciéon de la formulacion
PU-3, fue la resistencia a la fractura en las pruebas de degradacion que se estaban
realizando en ensayos paralelos, ademas de su adecuada procesabilidad para
obtener peliculas y pastillas.

Analizando los resultados por microscopia electrénica de barrido, se pueden tener
dos observaciones. En la Figura 44 inciso c) se observa que algunas particulas
fueron cubiertas con el polimero y posteriormente integradas en la matriz. Por otro
lado, en el inciso d) se observa que las particulas estan inmersas la matriz del
polimero. Debido a que el proceso fue en un solo paso, existe la probabilidad que
sucedan estos dos eventos, pero con el objetivo de evaluar la radiopacidad,
cualquiera de las dos propuestas puede funcionar.
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Sin embargo, en bibliografia se sugieren que para fines de bioaplicacion, las
nanoparticulas se deben funcionalizar o estabilizarse con surfactantes, donde se
afectara el diametro hidrodinamico, que finalmente es importante en las
caracteristicas de biocompatibilidad, inclusive se reduce la toxicidad. [113] Como
ejemplo, la marca Feridex®, se encuentra en el mercado como agente contrastante,
y contiene nanoparticulas de magnetita estabilizadas con un polisacarido en este
caso es dextran.

En el disefio de este protocolo, no se considerd la estabilizacion previa de las
nanoparticulas, pero para lineas de investigaciéon futuras se recomienda
funcionalizar las nanoparticulas antes de integrarlas a un polimero o cualquier otra
matriz de un polisacarido y como se mencion6 anteriormente en este proyecto se
integraron en el polimero en un s6lo paso.

La escasa solubilidad de las IONPC en el solvente DMF vy la restriccion de utilizar
agitacion magnética, fueron las principales desventajas de obtener una fase no
homogénea PU-3 / IONPC en el composito, inclusive no se pudo controlar de una
forma eficiente la evaporacion del solvente. Las caracteristicas finales del
biomaterial poseian diferentes densidades en el contenido de IONPC. Sin embargo,
como se menciond al principio la dosis es mucho menor a la recomendada, que
contenia 1.188 mg, comparada con 286 mg como limite maximo.

Por lo que se sugiere utilizar otros métodos para procesar el biomaterial, como la
extrusion o electrohilado. Para cada uno de ellos existen nuevos parametros o
solventes que se deben de considerar en el disefio de la propuesta. Es importante
tomar en cuenta que los nuevos poliuretanos posiblemente se clasifiquen como
termofijos y pudieran no presentar punto de fusidn, caracteristica importante a
considerar en la seleccién del método de procesamiento, que estaria limitado en el
manejo de procesos térmicos.

También se observé que al integrar las nanoparticulas en el poliuretano este pierde
sus propiedades de flexibilidad o elasticidad, volviéndose un material mas
quebradizo. En la figura 44 inciso a) se muestra la superficie heterogénea del
poliuretano PU-3 formada por placas sobrepuestas, con presencia de grietas y
cavidades. También en la seccion de resultados 4.1.4 las pruebas mecanicas
presentaban elasticidad de hasta 174% de elongacion, que se propuso pueden ser
por la presencia de los enlaces de hidrogeno y la presencia de una microfase suave
de la PCL en la estructura.
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En la figura 44 b), se observan modificaciones en la topografia superficial del
composito PUNP-3, desaparecen las cavidades o placas, y se tiene una superficie
homogénea lisa. Se cree que las nanoparticulas intervienen rompiendo o
bloqueando los enlaces de hidrogeno de las cadenas principales de los
poliuretanos, perdiendo la propiedad de elasticidad.

4.4 Resultados y Discusion de Degradacion en Solucidn Fisioldgica

4.4.1 Pruebas de Degradacién del Poliuretano

Recapitulando, en la seccion 3.1 se obtuvieron 3 formulaciones de poliuretanos que
fueron procesados en forma de peliculas y pastillas como se describié en la seccién
4.1.4, las cuales fueron designadas como PU-1, PU-2 y PU-3. También en la
metodologia para las pruebas de degradacion de la seccién 3.4, se mencionaron
las pruebas en soluciones fisiolégicas pH-6.8 y pH-7.4, que fueron identificadas
como HS-6 y HS-7, respectivamente.

Durante el desarrollo y analisis de estas pruebas las muestras se identificacion de
acuerdo a la siguiente forma PU-X-Y-Z.

Doénde:

X: Puede ser 1,2 0 3, y se refiere al tipo de formulacion de poliuretano PU-1, PU-2
o PU-3

Y: Indica la solucidn fisiolégica HS-6 o HS-7, donde se realiza la prueba, con valores
de 6 0 7, que corresponden a pH 6.8 y 7.4, respectivamente.

Z: Se refiere al numero de ensayos o pruebas realizadas, debido a que durante el
desarrollo las muestras se fracturaban. Ver Figura 46.

Si durante la prueba existe una fractura, puede deberse por dafio mecanico en la
manipulacion o por el proceso de evaporacion de solvente, por lo que se decidiod
repetir las pruebas.

El porcentaje de humectabilidad y degradacién se determiné de acuerdo a las
secciones 3.4.1.2y 3.4.1.3.
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Figura 46.- Fractura de peliculas en pruebas de
degradacion.

4.4.1.1 Resultados de degradacion de poliuretano PU-1

Para esta prueba se realizé con la formulacién de poliuretano PU-1, se pudieron
obtener resultados de las siguientes propuestas:

PU-1-6-3.- Presentacion en pastilla ver grafica 1 inciso a)
PU-1-7-2.- Presentacion en pastilla ver grafica 1 inciso b) y d)
PU-1-7-1.- Presentacion en pelicula ver grafica 1 inciso c)

Se analizaran las propuestas de las presentaciones en forma de pastilla, ver
Grafica 1 incisos a) y b) que corresponden a PU-1-6-3 y PU-1-7-2. Se tuvo una
maxima absorcién de agua de 126% y 188% respectivamente. Por otro lado, el
tiempo de inicio de degradacion en el inciso a) en medio acido no se observo pérdida
de peso, sin embargo, se muestra un limite en la capacidad de absorcién de agua.
Mientras que en un pH neutro inciso b), durante el periodo de 14 semanas no se
observd que iniciara con la pérdida de peso, seguia el proceso de absorcion de
agua.
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En la misma Grafica los incisos c) y d) representan la degradacion de las muestras
en pH neutro; sélo existe cambio en la presentacidn de las muestras, el inciso c) se
encuentra en forma de pelicula donde la muestra se identific6 como PU-1-7-1, el
porcentaje de absorcién agua fue de 229%, la degradacion inicié en la semana 6
hasta la semana 24 aun conservaba el 25% del peso original. Por otro lado, la
férmula PU-7-2 en el inciso d), se encuentra procesada como pastilla aun continua
con la absorcion de agua de 188% hasta la semana 14, no se observo pérdida de
peso debido a la degradacion del material en ese periodo.

Grafica 1.- Pruebas de degradacién de PU-1
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4.4.1.2 Degradacion de poliuretano PU-2

Para la formulacién de poliuretano PU-2, se obtuvieron resultados de las siguientes
propuestas:

PU-2-6-3.- Presentacion en pastilla ver grafica 2 inciso a) y d)
PU-2-7-2.- Presentacion en pastilla ver grafica 2 inciso b)
PU-1-6-1.- Presentacion en pelicula ver grafica 2 inciso c)

En la Grafica 2 inciso a) se observa que para la muestra identificada como PU-
2-6-3 el porcentaje de absorcion de agua fue de 130%; en la semana 4 se observo
el inicio de la degradacion y en la semana 16 aun conservaba el 80% del peso
original. Mientras que en el inciso b), para la PU-2-7-2 se observé un porcentaje de
absorcidon de agua de 153%; en la semana 8 se observo el inicio de la pérdida de
peso, y en la semana 16 aun conservaba el 60% del peso original.

En la Grafica 2 incisos c) y d) se compara la prueba para el mismo medio
ligeramente acido, pero sélo hay cambios en la presentacion de la muestra.
En el inciso c) la muestra se encuentra en pelicula; el porcentaje de absorcion de
agua fue de 137%, sin embargo, en la semana 6, la muestra se desintegro.

Los resultados del inciso d) la muestra se encuentra en forma de pastilla, el

porcentaje de absorcion de agua es 130% muy cercano al inciso c¢), la pérdida de
peso inicio la segunda semana, y en la semana 16 se tenia el 80% del peso original.
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Grafica 2.- Pruebas de degradacion de PU-2
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4.4.1.3 Degradacion de poliuretano PU-3

Finalmente, en esta seccién se realiz6 las pruebas de degradacion para la
formulacion de poliuretano PU-3, que se muestran los resultados de las siguientes
propuestas:

PU-3-6-2.- Presentacion en pastilla ver grafica 3 inciso a) y d)
PU-3-7-1.- Presentacion en pastilla ver grafica 3 inciso b)
PU-3-6-1.- Presentacion en pelicula ver grafica 3 inciso c)

De acuerdo a la Grafica 3 inciso a) la prueba fue para la muestra PU-3-6-2, en un
medio ligeramente acido, el porcentaje de absorcion de agua fue de 799%, en la
semana 14 se observo la pérdida de peso y aun en la semana 22 tenia un porcentaje
en el contenido de agua de arriba del 300%. En el inciso b) la prueba se realizé en
un medio neutro, la muestra PU-3-7-1 tuvo un porcentaje de absorcion de agua de
527%, aproximadamente en la semana 14 se observo pérdida de peso, en la
semana 22 se pudo observar el inicio de la degradacién del peso original.

En los incisos c¢) y d) la prueba se realizé en el mismo medio fisiolégico pH 6.8. Sdlo
existian diferencias en la presentacion de las muestras, en el inciso c) la muestra se
encontraba en forma de pelicula, la absorcion de agua fue de 300%, el inicio de la
degradacion fue la semana 12, en la semana 26 un tenia un 90% del peso original
de la muestra. Por otro lado, en el inciso d) de la Grafica 3, cuya presentacion en
forma de pastilla, tuvo un porcentaje de absorcién de agua de 799%, en la semana
14 muestra un indicio de la degradacion, y en la semana 22, aun no se un cambio
con el peso original.
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Grafica 3.- Pruebas de degradacion de PU-3

4.4.1.4 Resultados de prueba de degradacion de la serie de
poliuretanos sintetizados

De acuerdo a los resultados de las Gréficas 1, 2y 3, se elaboré la Tabla 14, donde
se muestran las tres formulaciones de poliuretanos principalmente en la
presentacion de pastillas. Donde se observa la maxima cantidad de absorcién de
agua (humectabilidad) y el inicio en el tiempo de la degradacién, para medios
fisiologicos HS-6 y HS-7.
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HS-6 HS-7

Absorcion de Tiempo de inicio de  Absorcion de Tiempo de inicio de
agua degradacion agua degradacion
(%) (semanas) (%) (semanas)
PU-1 128 4 188 -
(14 sem.)
PU-2 130 2 153 6
(16 sem.)
PU-3 800 14 527 10
(22 sem.)

Tabla 15.- Absorcion de agua y tiempo de inicio de degradacion para poliuretanos
Dénde:

PU-1, PU-2 y PU-3: Poliuretanos obtenidos
HS-6: Solucion fisiolégica pH 6.8
HS-7: Solucion fisiologica pH 7.4

La Tabla 15 nos muestra las diferentes capacidades para absorber agua, la
degradacion para algunos inicia en la semana 2, otros tienen un periodo de hasta
10 semanas para iniciar la degradacion y otros en 14 semanas no se observo
indicios de degradacion. Desde un inicio el experimento fue disefiado para un
periodo de 25 semanas y soélo la formulacion PU-3 presentd y conservo adecuadas
propiedades mecanicas donde finalmente se pudieron observar los resultados en
ese periodo, sin embargo, las otras féormulas presentaron fracturas y se tuvo que
repetir las pruebas.

Los resultados obtenidos muestran que la absorciéon de agua es proporcional al
contenido de INU en la estructura del poliuretano, como se habia mencionado es
mayor en PU-3>PU-2>PU-1. Puede deberse a la presencia de los grupos [OH], que
presenta un caracter hidrofilico, pero también depende de las caracteristicas
superficiales y morfolégicas de la superficie, como la presencia de cavidades o
grietas que permitan el acceso del agua en la parte interior del polimero.

El procesamiento de evaporacién de los poliuretanos influye en el proceso de
absorcién de agua. En este proyecto se desarrollaron en forma de pastilla o pelicula.
En las Gréfica 1 incisos c¢) y d) o en la Grafica 3 incisos c) y d), los polimeros PU-1
y PU-3 que estan en forma de pastilla, siguen absorbiendo agua hasta la semana
12, probablemente puede ser por la penetracién del agua en el interior de la matriz
del polimero a través de las microcavidades o grietas, la mayor concentracion de
los grupos hidroxilo presentes en el polimero, que se puede medir u observar por el
peso de agua absorbido.
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Este polimero es también dependiente del pH; se observaron variaciones en el
porcentaje de absorcion de agua, el tiempo de inicio de la degradacion y la velocidad
de degradacién. Aunque esta aplicacion no fue considerada en un inicio, es una
propiedad importante con posibles enfoques en otros usos biomédicos, como
liberador de farmacos.

Los tiempos de inicio de degradacion también varian en las tres formulaciones,
aunque no existe un patrén o forma dependiente del contenido de INU. Por ejemplo,
para PU-1 se tiene un inicio de la degradacion en la semana 4 en un pH acido, sin
embargo, en 14 semanas no existe una pérdida de peso considerable, mientras que
en un pH neutro en 14 semanas no muestra un indicio de degradacion. Los dos
casos presentan un intervalo en el contenido de absorcion de agua entre el 130%
al 190%. Se piensa que el mayor proceso de degradacion es por erosién, sin olvidar
que también se tiene un contenido alto de absorcién de agua en la matriz, por lo
que puede existir degradacion en bulto.

Por otro lado, la formulacion PU-2 presenta un contenido de absorcién de agua
promedio de entre 130% y 140% en los dos medios fisioldgicos. Debido a que
existieron fracturas en las peliculas, para descartar la posibilidad de un posible dafio
mecanico durante el procesamiento, se decidid elaborar pastillas. El periodo de
pruebas fue de 16 semanas, mediante el cual se pudo observar perdidas de peso
del 50 al 60% del peso original. Debido a las caracteristicas de su superficie
observadas por microscopia electronica, con una menor presencia de huecos, es
menor la cantidad de agua que ingresa al interior, por lo que se estima que la
degradacion pueda ser superficial.

Finalmente, la formulacion PU-3, presentd una de las mejores propiedades de
integridad mecanica en las dos soluciones; fue la unica muestra que no tuvo fractura
o dafno mecanico. En la semana 25, la muestra en forma de pelicula aun conservo
el 77% de peso en un medio de pH 6.8. Con estos resultados y extrapolando en
forma cualitativa existe la posibilidad de que pueda mantenerse hasta un periodo de
un ano.

Al aumentar el contenido de INU, aumenta el contenido de grupos [OH].
Probablemente estos grupos reduzcan la susceptibilidad del ataque de las
moléculas de agua, al carbonilo del grupo uretano. Esto puede estar relacionado
con las interacciones, con el peso molecular y grado de entrecruzamientos; a mayor
peso molecular y mayor grado de entrecruzamientos, la velocidad de degradacion
se reduce.
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El intervalo de absorcién de agua o humectabilidad se encuentran entre 108% vy
800%. Esta capacidad o propiedad es muy util en los polimeros cuyas aplicaciones
son para regeneracion de tejidos o liberacion de farmacos, caracteristicas
adicionales e interesantes para esta formulacién.

También es importante mencionar que la capacidad de absorber agua o
humectabilidad, se relaciona con el grado de cristalinidad. Al aumentar la
humectabilidad, menos cristalino es el polimero.

Si el contenido de INU es menor, la cristalinidad es mayor en el polimero y menor
la propiedad de absorcion de agua, lo que se puede observar en los resultados para
PU-1 < PU-2 < PU-3. Pero no solo depende del grado de cristalinidad, también se
complementa con los resultados obtenidos de la topografia superficial con
microscopia electronica de barrido, por la presencia de huecos o cavidades.

Otra caracteristica importante es que al variar el pH se modifican las propiedades
como humectabilidad, tiempo de inicio de degradacién y velocidad de degradacion,
por lo que se tiene un polimero con respuesta a cambios de pH entre pH 6.8 y 7.4.
Esta informacion se puede observar en la Tabla 15.

Se puede observar que existe dependencia de la velocidad y el tiempo de inicio de
la degradacion en funcion del contenido de inulina para estos nuevos poliuretanos.
Con una herramienta de modelado se podria llegar a calcular las proporciones
adecuadas para tener un tiempo especifico de degradacion.

4.5 Degradacion de composito

Como se mencion6 en la seccidon 4.3, se obtuvo una formula final de un material
compuesto de nanoparticulas-poliuretano, que se design6 como PUNP-3. Una vez
obtenidas las muestras, se realizé el andlisis de datos de acuerdo a la seccion
anterior 4.4.1. También es importante mencionar que el método de identificacion de
las muestras en los diferentes medios se realizé de la siguiente manera:

Se realizaron pruebas en los dos medios fisioldgicos, la identificacion general de las
2 muestras fue de acuerdo a la siguiente forma PUNP-3-Y.

Donde:

PUNP-3: Composito poliuretano PU-3 y nanoparticulas IONPC obtenido en la
seccion 3.3

Y: Indica el medio donde se realiz6 la prueba de degradacién, Y=6 en

HS-6, y Y=7 en HS-7.
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La grafica 4 muestra los resultados de la prueba de degradacién del composito en
los dos medios; también se compararon con los resultados de poliuretanos
obtenidos en la seccion 4.4.1. Las formulas con las que se compararon fueron
PU-3-7-1, en solucion HS-7 y que se muestra en la Grafica 4 identificada con las
barras en color amarillo; por otro lado la formula PU-3-6-1 en solucion HS-6,
identificadas en la misma grafica con barras en color verde.

4.5.1 Degradacién de composito PUNP-3 vs polimero PU-3

Para esta técnica se realizaron las pruebas para un periodo de dos semanas. En la
Grafica 4 se pueden observar los resultados, el nuevo composito en medio acido y
neutro identificados como PUNP-3-6 y PUNP-3-7, respectivamente, no presentan
absorcion de agua o humectabilidad, e inclusive se observa el inicio de la
degradacion.

Para la muestra identificada como PUNP-3-6, en medio acido en la grafica 4 con las
barras en color azul, se observa que en la segunda semana tiene una pérdida de
peso cerca del 50%, mientras que la muestra PUNP-3-7 identificada en la gréafica
con las barras color rojo presentan una pérdida de peso del 45%.

Gréfica 4.- Pruebas de degradaciéon de composito PUNP-3 vs poliuretano PU-3 en solucién
fisiologica
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En la grafica 4, también se pueden observar los cambios que sufre los poliuretanos
al incorporar las nanoparticulas a su estructura o matriz, el tiempo de inicio de la
degradacion disminuye, al igual que la propiedad de absorcidén de agua.

Existen varias razones por las que se reduce la humectabilidad. Una de ellas puede
ser el cambio en la topografia superficiales de PU-3 (poliuretano) vs PUNP-3
(composito) que se observo en la seccion 4.3.1 por medio de la técnica de
microscopia electronica de barrido. La superficie de la primera muestra una
estructura heterogénea con cavidades en el polimero, mientras que la segunda es
una superficie casi homogénea sin la presencia de huecos o grietas, lo que permite
el ingreso del agua en la matriz polimérica.

También las nanoparticulas pueden interferir en los enlaces de hidrégeno y grupos
[OH] presentes en PU-3. De la seccion 4.3 se realizaron varias propuestas de
relaciones nanoparticula-poliuretano. En esta seccion queremos mostrar una
posible propuesta de como las nanoparticulas podrian interferir en los enlaces de
hidrogeno, la cual aparece en la Figura 47, dénde a) muestran las interacciones por
enlaces de hidroégeno presentes en los poliuretanos en este caso PU-3; en el inciso
b) se muestra el composito PUNP-3 (poliuretano-nanoparticula), se propone como
las nanoparticulas interfieren en los enlaces hidrégeno y por lo tanto cambian las
propiedades del polimero, que se discutieron en las secciones 4.3.1 y 4.5.1.

Figura 47.- Propuesta de interaccion nanoparticulas con poliuretano,
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Se ha reportado [143] que un polimero con un grado de cristalinidad alto, posee un
bajo contenido de absorcion de agua y una baja tasa de degradacion, que
generalmente es por erosién. Al reducir los enlaces de hidrogeno u otras
interacciones durante el procesamiento, puede aumentar la cristalinidad del
poliuretano y, por lo tanto, incrementar el grado de cristalinidad. Por otro lado, al
reducir la disponibilidad de los grupos hidrofilicos principalmente por el grupo
funcional [OH] se reducen las caracteristicas hidrofilicas del polimero, que
finalmente se traduce en una reduccion en la capacidad de absorcion de agua.

Un punto importante a considerar para la seleccion del nuevo método de
procesamiento, es tratar de mantener el mayor numero de enlaces de hidrogeno en
la estructura del polimero. Una técnica alternativa que pudiera realizarse es
funcionalizando las nanoparticulas. En literatura se ha reportado que se puede
realizar con polisacaridos naturales, proteinas y macromoléculas polihidroxiladas
[144]. Una vez logrado este proceso, se podran integrar al poliuretano.

Aunque los precursores utilizados en este proyecto, se ha reportado que son
biocompatibles [89], y han tenido usos y bioaplicaciones, existe la posibilidad de que
sean toxicos o no biocompatibles. Para verificarlo se requieren pruebas de viabilidad
y toxicidad celular, analisis y pruebas in vivo.

4.6 Radiopacidad

Uno de los objetivos importantes del proyecto fue evaluar las propiedades de
radiopacidad del material compuesto. Para ello se utilizaron herramientas como el
procesamiento de imagenes y algoritmos matematicos, con los que finalmente se
pudo cuantificar esta propiedad.

En la Figura 48, se muestra una imagen del chip, donde se describen las
dimensiones y su tonalidad cromatica; también se realizé un andlisis para su
colocacion. Se propuso el muslo posterior izquierdo, debido a que se pudo tener
una referencia de posicion y diferenciar entre el tejido blando y el hueso, por lo tanto,
el chip se coloco entre la fibula y tibia. Para poder fijarlo se colocé en el biceps
femoral izquierdo.

116



El proceso de digitalizacion permite determinar de manera cuantitativa la
radiopacidad con respecto al tejido 6seo. En la Figura 49 se ilustra el procesamiento
digital y la magnificacion del area de interés. También esta area se eligio, debido a
que se pudo tener una referencia de opacidad entre el tejido 6seo y el implante o
chip.

Figura 49.- Imagen de radiografia digitalizada, en original
procesada a escala de grises con alto contraste.
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La determinacién de la radiopacidad relativa en funcién de una escala de grises,
también puede ser representada mediante un histograma (ver Figura 50), en donde
de acuerdo a una binarizacién en escala de grises en 8 bits (donde blanco=0 y negro
255), puede apreciarse en base a la referencia la colocacion del implante y este se
encuentra en un intervalo de gris en 248+2.

« 10

repeticiones

2F Implante

0 50 100 150 200 250 300
Nivel de gris a 8 bits

Figura 50 .- Histograma de escala de grises en 8 bits

Por otro lado, debido a la similitud de radiopacidad con el tejido blando, fue
necesario otorgar una ganancia a la banda de 248; se redujeron los factores alternos
a ésta con el fin de tener mayor contraste en la imagen. Para esto se selecciond
una region donde se colocd, y se amplifico el chip de acuerdo a un nivel de gris
claro. Ademas, toda la imagen a excepcion de la region de interés fue umbralizada
a una escala de 190 en gris, tal como aparece en la imagen de la Figura 51, para
tener un implante con alto contraste.
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Cabe mencionar que se utilizd un algoritmo de colocacién, en pixeles aleatoria
inferior a 190 en gris, con el fin de maximizar el contraste.

Region de procesamiento

Figura 51.- Imagen procesada con alto contraste en la regién
de procesamiento

En la Figura 52 se identifica el implante en color azul sin el procesamiento digital en
la escala de grises. Es evidente que sin el procesamiento la posibilidad de encontrar
el chip es técnicamente nula, debido a que puede confundirse con el tejido blando,
o en su defecto pudo ser enmascarado por un tejido con mayor densidad como el
tejido 6seo. En estas pruebas basadas en la imagen se encuentra que la
radiopacidad relativa al tejido 6sea, se encuentra cercano a 1%.
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Figura 52.- Identificacién del implante con medicién de opacidad en escala
de 8 bits.

Los resultados nos ayudaron a evaluar la factibilidad de poder incorporar las
nanoparticulas dentro polimero y cuantificar la radiopacidad.

En este caso se realizé con un marcador de 5 mm de largo en forma de arroz con
un peso de 3.1 mg y un contenido de nanoparticulas 17.49 ug, cuya proporcion de
peso nanoparticula es 0.56%, dosis muy por debajo de la concentracion que han
usado en pruebas de contraste.
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El procesamiento para generar el composito fue una parte muy complicada. No se
pudo aumentar la concentracion de nanoparticulas y debido a las caracteristicas del
polimero no se pudo obtener una forma no biolégica. Por estas razones se utilizaron
herramientas de imagen para poder caracterizar e identificar el implante en la zona
donde se colocd. Es necesario tomar en cuenta estas recomendaciones si se
pretende utilizar como marcador de biopsia o para lineas futuras de este proyecto.

Aunque se observa la opacidad del chip de 1% relativo al hueso, para poder tener
un contraste relativo a un tejido 6seo, se debe de aumentar la concentracion de
nanoparticulas. Aun existe un margen grande para modificar la proporcién
nanoparticula-poliuretano, no obstante, se debe contemplar que pueden afectar
nuevamente las propiedades mecanicas, degradacién, etc. que inclusive puede
interferir con la estructura del polimero y reducir la posibilidad de procesamiento.

4.7 Discusiones generales

4.7.1 Propuesta de reaccioén para poliuretanos

Para este proyecto fue necesario conocer los requerimientos para la sintesis de los
nuevos poliuretanos, los compuestos a utilizar debian contener grupos funcionales
hidroxilo [-OH] y el grupo ciano [OCN-].

Uno de los objetivos de este proyecto fue tratar de reducir el uso de productos
sintéticos, o substituirlos por precursores naturales y biocompatibles. Las
propuestas fueron quitosano [QUI] y/o inulina [INU], porque han sido utilizados en
diversas bioaplicaciones, son biodegradables, biocompatibles y contienen los
grupos funcionales [-OH].

Sin embargo, se requiere un precursor sintético, para poder controlar la velocidad
de degradacion del nuevo material. [44] Una propuesta es un diol sintético, que
ademas esté aprobado por entidades internacionales como la FDA, que tenga uso
en bioaplicaciones y que sea biocompatible. La policaprolactona [PCL] cumplié con
las caracteristicas mencionadas anteriormente, y ademas es un precursor de bajo
costo, que presenta excelente compatibilidad al mezclase con otros polimeros. [74]

Los marcadores de biopsia, tiene la funcién de servir de referencia de hasta 2 afios.

Por lo que se busca un polimero con una tasa de degradacién baja. Dentro de la
gama de dioles utilizados, la [PCL] presenta la menor tasa de degradacion. [74]
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Por otro lado, en la busqueda del grupo funcional ciano, se tiene el diisocianato de
hexametileno [HMD], que se ha empleado en sintesis de poliuretanos sintéticos,
aprobados por la FDA, con bioaplicaciones en el mercado como Biomer ® desde
hace mas dos décadas.

En resumen, los precursores utilizados fueron INU, QUI, PCL y HMD. Para ello se
realizaron dos formulaciones generales en la sintesis de poliuretanos “via verde”:

Férmula 1) QUI+PCL+HMD

Es importante mencionar que el quitosano es un agente hemostatico, lo cual es una
propiedad muy util para biopalicaciones. Durante la realizacién de proyecto se
realizaron varias pruebas en la sintesis del poliuretano. En diferentes proporciones
de peso o molares y soluciones entre [ QUI:HMD ]. Sin embargo, el QUI presentaba
problemas para disolverse con la dimetilformamida DMF, solvente propuesto para
la sintesis de poliuretanos. [64]

Ademas de los problemas de solubilidad, se presento el inconveniente con el tiempo
de la sintesis que superaba las 80 horas, tiempo necesario para solubilizar el
quitosano. Finalmente, se obtuvieron polvos, que no se pudieron procesar para
formar una pelicula, o comprimirse para formar pastillas. La alternativa era utilizar
plastificantes, sin embargo, este compuesto también deberia tener propiedades de
biocompatibilidad y aprobacién por alguna entidad regulatoria como la FDA.

Debido a las propiedades de insolubilidad del quitosano, el bajo rendimiento que se
obtenia en la sintesis, la baja solubilidad en el solvente, la escasa propiedad de
formar pelicula y el tiempo de sintesis de mas de 80 horas, se descarto el uso de
este polimero natural, por lo que se realizé la propuesta de utilizar la férmula 2.

Foérmula 2) INU+PCL+HMD
La ventaja principal es que la INU se disolvi6 en DMF; durante las pruebas
preliminares se realizaron con propuestas de diferentes relaciones molares

[ INU/HMD ] y solubilidad en DMF. El resultado fue la obtenciéon de un sdlido y un
tiempo de sintesis de aproximadamente 7 horas.
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Inicialmente se trabajé con los precipitados formados, posteriormente se
desarrollaron un gran numero de propuestas de procesamiento para desarrollar
peliculas o pastillas. Por todo lo anterior se decididé trabajar con este polimero
natural como precursor para la sintesis del nuevo poliuretano. La propuesta de
reaccion general para la sintesis de poliuretano aparece en la Figura 53.

Figura 53.- Propuesta general de reaccion general de la sintesis de poliuretano base
inulina y policaprolactona.

Al aumentar la proporcién de INU en la formulacién, se incrementan el numero de
grupos funcionales [-OH], lo que conlleva a tener mayores posibilidades de
incrementar el grado de entrecruzamientos. En la Figura 54, se presentan una
propuesta general de las posibles estructuras y entrecruzamientos para las tres
formulaciones de nuevos poliuretanos. Encerrado en circulo rojo los
entrecruzamientos, que posiblemente funcionan como conectores entre cadenas
principales, debido a que la INU es polihidroxilada; el entrecruzamiento se realiza
entre estos compuestos.

123




Figura 54 .- Propuesta de entrecruzamientos en poliuretano. PU-1, PU-2 y
PU-3.

4.7.2 Nanopatrticulas de 6xido de hierro

En la busqueda de nanoparticulas biocompatibles, se encontraron reportados
productos como Feridex® y Endorem™, que utilizan nanoparticulas de magnetita
estabilizadas con dextran. Como se menciond, son biocompatibles en aplicaciones
como agente contrastante, en dosis de hasta 286 mg para una persona de 70 Kg.
[113], tienen aprobacion de la FDA, su costo de produccion es muy bajo y se han
utilizado durante mas de una década. Pero no sélo la magnetita es biocompatible,
también las otras dos fases de 6xido de hierro la maghemita y hematita [145]; por
estas razones se seleccionaron las nanoparticulas de éxido de hierro.
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La técnica de sintesis verde se utilizé con la finalidad de obtener un método mas
amigable con el medio ambiente, aprovechando la capacidad antioxidante de la
planta conocida como Aranto KD, que se ha encontrado en literatura que tiene
bioactividad en usos medicinales [incluir referencia]. La reduccion de compuestos
quimicos en proceso de sintesis de nanoparticulas, abre una nueva posibilidad de
incorporarlos en el proceso e inclusive la probabilidad de tener una bioactividad
superficial, debido a la presencia de metabolitos de las plantas presentes en la
superficie de la nanoparticula, propiedades interesantes como método alterno para
sintesis de nanoparticulas.

4.7.3 Pruebas de degradacion

El protocolo de biodegradacion de este nuevo polimero se disefié para realizar la
prueba de degradacioén hidrolitica in vitro, en una solucion fisiolégica. En un inicio
se considerd la prueba en pH de 7.4, pero durante el avance del proyecto se
encontro en la literatura [133] , que existen cambios en los entornos de las células
con presencia de cancer, donde una de ellas es cambio en el pH, el cual se acidifica.
Por esta razdn se realizé en una solucion ligeramente acida en un pH de 6.8.

También se ha reportado que los poliuretanos actuales sintéticos tienen una tasa
degradacion muy baja que inclusive, pueden llegar a durar hasta 20 afios. De los
resultados de las pruebas realizadas se observa que cualquiera de las
formulaciones PU-1, PU-2 o PU-3, muestran que nuestro nuevo poliuretano es
degradable, por lo menos en prueba de degradacién hidrolitica.
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CAPITULO YV

5 Conclusiones

Se obtuvo un nuevo poliuretano base inulina, policaprolactona y diisocianato de
hexametileno, por sintesis “via verde” llamado asi, debido a que se estan
reduciendo o substituyendo precursores sintéticos por polimeros naturales, en este
caso inulina. Mediante las técnicas de espectroscopia RAMAN y FTIR, se pudieron
identificar los grupos uretanos en la estructura del nuevo polimero.

Este nuevo poliuretano se puede clasificar como termofijo, también posee
propiedades mecanicas adecuadas, como elasticidad y compresién. Tiene una gran
posibilidad de poder utilizarse en bioaplicaciones, debido a que conserva algunas
propiedades reportadas para los poliuretanos que se encuentran dentro del rango
de productos comerciales o en algunas investigaciones de polimeros que ya se han
usado en tratamientos médicos.

Las nanoparticulas de Oxido de hierro sintetizadas por el método de co-
precipitacion, nos ofrecen las tres fases de 6xido de hierro hematita (a-Fe203),
maghemita (a-Fe203) y magnetita (y-FesOa4), que fueron identificadas por la
caracterizacion de DRX; cualquiera de estas tres fases tiene bioaplicaciones y son
biocompatibles. Sin embargo, se recomienda utilizar otro método amigable con el
medio ambiente, para reducir el uso de productos sintéticos o solventes organicos.
Una propuesta es utilizar precursores naturales, que ademas puedan otorgar una
bioactividad.

Se pudo obtener un composito, mediante la incorporacién de nanoparticulas de
oxido de hierro en un poliuretano base inulina, llamado asi por la incorporaciéon de
la inulina en la estructura del poliuretano. El procesamiento para la obtencion del
composito fue por el método de precipitacion y evaporacion; contiene una relacion
de nanoparticulas/poliuretano del 0.56%, donde el contenido de nanoparticulas es
de 1.188 mg, dosis muy por debajo de la que se aplica como agente de contraste
que es de 286 mg. Se identificaron las nanoparticulas dentro del poliuretano, en un
primer caso las nanoparticulas embebidas en la matriz del polimero y en un segundo
caso las nanoparticulas estan funcionalizadas o cubiertas con el polimero, y
posteriormente se incorporan dentro de la matriz del polimero.
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Sin embargo, una vez combinadas las nanoparticulas con el poliuretano se
modificaron totalmente las propiedades mecanicas originales del polimero; se
obtuvo un material mas quebradizo y dificil de manipular.

Este nuevo poliuretano tiene la caracteristica de ser degradable en soluciones
fisiolégicas pH 7.4 y pH 6.8. Si se modifica las proporciones de precursores de
inulina y policaprolactona, se puede variar la velocidad de degradacion, el
porcentaje de absorcion de agua y el tiempo de inicio en la degradacion. Este
polimero puede presentar un periodo de degradacion mayor de 25 semanas en
cualquiera de los medios. Las propiedades del nuevo poliuretano de presentar
cambios en respuesta al pH, capacidad de variar la absorcion de agua y controlar
el tiempo de degradacion, abre nuevas lineas de investigacion para aplicaciones
como regeneracion de tejidos o liberador de farmacos en medicina. Se puede
considerar colocar otro tipo de nanoparticulas como plata, oro, el cual puede
otorgarle otro tipo de aplicaciones en otras areas como tratamientos de aguas,
agricultura, etc.

El proceso de incorporar las nanoparticulas de oxido de hierro en la estructura
polimérica, le otorga otra nueva propiedad de ser radiopaco, con potenciales
aplicaciones de poder aplicarse como marcador de biopsia.

La procesabilidad de este composito enfrenta dos grandes retos, uno es integrar
homogéneamente las nanoparticulas, y generar un método de procesamiento que
pueda ser flexible para disefar una forma no-biolégica del biomaterial. Una
propuesta podria ser el uso de electrohilado, que se ha reportado mas factible de
poder integrar las nanoparticulas en un polimero y finalmente poder controlar la
forma del biomaterial.
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