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RESUMEN

El objetivo de esta tesis ha sido fabricar mediante la técnica de separacion de
fases inducida térmicamente o TIPS (Thermally Induced Phase Separation),
andamios magnéticos con una alta porosidad e interconexién, para

aplicaciones temporales en medicina:

» liberacion de farmacos

» soportes temporales en los que las células pueden crecer y formar
tejidos.

» hipertermia

Esta técnica ha sido eficaz en la obtencion de soportes tridimensionales de
polimeros bioabsorbibles y biocompatibles (PCL o PLLA), demostrando ser
muy versatil en la creacién de andamios porosos incorporando nanoparticulas
magnéticas (hidroxiapatita dopada con hierro o magnetita) en un amplio rango

de composiciones.

Mediante la adicién de nanoparticulas magnéticas hemos logrado funcionalizar
la superficie de nuestros andamios de PCL y PLLA aumentando la
hidrofobicidad; mediante la adicién de nanoparticulas (hHAFe y nFe304) con un
fuerte caracter hidrofilico aumentando su capacidad de interactuar

bioespecificamente con células.

Hemos caracterizado y estudiado la degradacion in vitro en PBS a temperatura
fisiologica de estos soportes porosos mediante diversas técnicas (SEM, FTIR,
DSC, VSM, GPC...).No se observd, ni pérdida importante de peso en las
muestras, ni disminucion considerable de la Ty durante la degradacion in vitro.
La adicion de nanoparticulas ocasion6 una reduccién en el tamafio de poro del
andamio, disminuyendo el ratio de degradacion durante el periodo de

incubacion
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Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

Capitulo 1

Introduccion

La primera aplicacion de biomateriales en medicina se produce en 1860 con la
introduccién de las técnicas quirdrgicas asépticas. A principios de 1900 se
aplican las primeras placas metalicas con la finalidad de reparar roturas o
fracturas Oseas. Durante los siguientes afios las aleaciones metalicas
constituyen la Unica forma de biomateriales en uso. En la Segunda Guerra
Mundial se produce un rapido avance en la ciencia de los polimeros,
principalmente enfocado a las aplicaciones médicas. El polimetilmetacrilato
(PMMA) fue uno de los primeros polimeros utilizados como material biomédico,

aplicandose como material para reparar la cérnea humana [1, 2].

Los polimeros no soOlo reemplazaron a otros materiales en aplicaciones
médicas, como la sustitucién de los catéteres metalicos por polietileno, sino
que abrieron el campo a otras nuevas aplicaciones antes dificilmente
asequibles. Asi, en 1950 se fabrica el primer corazon artificial, implantado en el

cuerpo humano a finales de 1960.

En el transcurso de los ultimos cincuenta afios esta disciplina sufre un
espectacular avance. El desarrollo de nuevas tecnologias asi como el avance
continuo que experimenta el conocimiento cientifico en este tiempo, hace
posible extender la aplicabilidad de una amplia gama de materiales tanto

naturales como sintéticos en todos los campos de la medicina moderna.

El término biomaterial deriva de la implantacién de estos materiales en el seno
de organismos vivos. Sin embargo no se establece una primera definicién
hasta 1986, en Chester (Reino Unido), considerando como un biomaterial aquel
material no vivo usado como dispositivo médico y cuya finalidad es interactuar
con un sistema bioldgico [3]. Esta primera definicion, ampliamente discutida en
diversos foros cientificos, se desarrolla hasta llegar a una mucho mas amplia

surgida del consenso entre los diferentes especialistas en 1991 de nuevo en

1
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Chester. A partir de entonces se considera como biomaterial cualquier material
disefiado para actuar interfacialmente con sistemas biolégicos con el fin de

evaluar, aumentar o sustituir algun tejido, 6rgano o funcion del cuerpo [4, 5, 6].

De este modo para que un biomaterial cumpla con las expectativas requeridas
a su funcion, ha de cumplir una serie de requisitos como son poseer una
biofuncionalidad especifica, esto es, cumplir con la funcién para la que ha sido
disefiado, presentando ademas wuna respuesta en términos de
biocompatibilidad aceptable [7]. Esta ultima caracteristica afecta ademas tanto
al material en si como a los productos derivados de la degradacion fisico-
quimica de éste. La biocompatibilidad es sin embargo algo mas complejo de
evaluar. Esto se debe a que la respuesta biolégica puede ser tenida en cuenta
a distintas escalas, por ejemplo desde las células que componen el tejido
adyacente hasta la respuesta inmunolégica del paciente e incluso la pura

supervivencia de éste.

Por ultimo, ha de tenerse en cuenta el caracter multidisciplinar de la ciencia de
los biomateriales ya que ésta engloba distintas técnicas y disciplinas, desde el
disefio hasta la implantacion final del material en el seno del organismo. El
éxito de ésta, por consiguiente, involucra tanto a médicos como a ingenieros,

quimicos, bidlogos y un largo etcétera de especialistas.

Existe una gran variedad de materiales aptos para su uso en aplicaciones
biomédicas. La eleccidon de uno u otro para una aplicacion determinada viene
condicionada por sus propiedades fisico-quimicas asi como por la respuesta
del material frente a la funcion para la que ha sido disefiado. Asi, en unos
casos se bhusca resistencia mecanica, como en implantes 0seos, y en otros
casos por ejemplo, una serie de propiedades quimicas que les hacen aptos

para actuar como soportes de liberacion de farmacos, etc.

1.1- MATERIALES PARA APLICACIONES MEDICAS. CITOTOXICIDAD
Y ENSAYO MTT. BIOCOMPATIBILIDAD. DEGRADACION

1.1.1. Materiales para aplicaciones médicas.

Desde finales del siglo XIX, y especialmente a lo largo del siglo XX, se ha

producido un gran incremento en el nUmero y variedad de polimeros, en sus
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propiedades y aplicaciones, consiguiéndose desarrollar materiales de gran
importancia en ingenieria. En los ultimos afos, la creciente demanda de
materiales biodegradables para su utilizacion en el campo de la biomedicina ha
incrementado el interés en la sintesis de productos con mejores prestaciones y

propiedades.

Actualmente, existen numerosos polimeros utilizados en el campo biomédico.
Algunos de ellos son estables y se utilizan para aplicaciones permanentes,
como el polimetiimetacrilato de metilo o el polietileno. Sin embargo, en los
altimos afios se han ido desarrollando los polimeros biodegradables, para
aplicaciones temporales. Kulkarni y colaboradores introdujeron en los afos 60,
el concepto de material bioabsorbible [8, 9]. Estos materiales tienen la
capacidad de ser compatibles con el tejido y de degradarse cierto tiempo
después de ser implantados dando lugar a productos que no son toxicos y que
pueden ser eliminados por el organismo o0 metabolizados por éste.
Generalmente, este grupo esta representado por los polimeros biodegradables,

aungue existen ciertos materiales ceramicos que también son reabsorbibles.

Las principales caracteristicas que han de considerarse en los materiales
biodegradables para poder ser utilizados en aplicaciones clinicas son la
velocidad de degradacion, la resistencia mecanica del material y la seguridad
de sus productos de degradacion, es decir, no deben ser mutagénicos,
carcinogénicos, antigénicos, toxicos y, logicamente, deben ser antisépticos,
esterilizables y compatibles con el tejido receptor. Hoy en dia, una gran parte
de la investigacion en el area de los polimeros para aplicaciones biomédicas se

encuentra sobre todo dirigida al desarrollo de polimeros sintéticos.

Actualmente los biomateriales se definen como cualquier sustancia o
combinacion de sustancias disefladas para actuar interfacialmente con
sistemas biolégicos con el fin de evaluar, tratar, aumentar o sustituir algun

tejido, érgano o funcién del organismo humano [4, 5, 6].
Segun su origen, los biomateriales pueden ser naturales o sintéticos.

En el caso particular de los biomateriales poliméricos, se puede hacer una
clasificacion segun el tiempo que deben mantener su funcionalidad cuando se

aplican como implantes quirdrgicos.
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» En el primer grupo se incluyen todos aquellos implantes que deben tener
un caracter permanente, como son los sistemas o dispositivos utilizados
para sustituir parcial o totalmente a tejidos u 6rganos destruidos como
consecuencia de una enfermedad o trauma. En este caso, se requieren
materiales bioestables.

» El segundo grupo lo constituyen los biomateriales que deben mantener
una funcionalidad adecuada durante un periodo de tiempo limitado, ya
qgue el organismo humano puede desarrollar mecanismos de curacion y
regeneracion tisular para reparar la zona o el tejido afectado. En estos
casos se necesita un dispositivo de aplicacion temporal, es decir, un
material biodegradable [10].

Los materiales biodegradables pueden degradarse parcialmente por alteracion
de su estructura quimica lo cual conlleva una pérdida de propiedades
especificas, o totalmente. En este Ultimo caso, generalmente se produce una
mineralizacion completa con produccién de CO,, agua, sales minerales y
biomasa, aunque también pueden quedar fragmentos (oligdmeros) resistentes

a la degradacion.

Los soportes porosos tridimensionales o andamios (“scaffolds” en inglés), estan
siendo ampliamente estudiados, su funcion general es actuar como matriz
extracelular (ECM) artificial, favoreciendo la transduccion de sefales
fisiolégicas, haciendo de guia estructural para el crecimiento celular, y
permitiendo la difusibn de metabolitos. Deben proporcionar un soporte
mecanico biocompatible, que no induzca a una respuesta tisular adversa y que
pueda sostener temporalmente carga mecénica. También debe tener una tasa
de degradacion apropiada, equivalente a la del proceso de regeneracion del
tejido. También se suele requerir una porosidad elevada y una relacion area
superficial/volumen alta para el anclaje celular y el crecimiento de neo-tejidos
asi como para un transporte uniforme de metabolitos. Ademas debe propiciar el
reconocimiento bioldgico, de tal forma que dé soporte y promueva adhesion,
migracion, proliferacion y diferenciacion celular. Y deben constituir un lugar
adecuado para el desarrollo de tejido vivo, que permita secuestrar y liberar

factores morfogénicos.
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El objetivo de la ingenieria tisular es el desarrollo de compuestos biologicos y
biomateriales implantables en el organismo, con intencién de reparar, mantener
o mejorar la funcién de 6rganos y tejidos. Intervienen los andamios, las células
y las sefales, que si actian coordinadamente consiguen la regeneracion del

tejido.

Ceélulas
&as
835
Soporie - Biocompatible A &
- Osteoconductor 65%6&3’
- Propiedades
mecanicas
- O=teoinductor S?F'Grte +
- Biodegradable/ Células
Reabsorbible
- Poroso

Figura 1.1.- Esquema de implante de andamio tomado de ref. [11] Vallet-Regi M.
Tendencias en Biomateriales. EIDON 33 Plataforma de debate.

1.1.2.- Citotoxicidad. Ensayo MTT.

Los materiales empleados en medicina deben ser evaluados antes de su
utilizacion clinica generalizada. Para ello se pueden realizar estudios in vivo e
in vitro. Las pruebas in vivo sobre animales son caras, largas y de dificil control.
Mientras que las pruebas de toxicologia en ensayos in vitro, constituyen una
alternativa para el conocimiento del comportamiento de materiales que van a

ser utilizados en contacto con el organismo.

De forma habitual se realizan cultivos celulares, para poner en contacto

diferentes lineas celulares con los materiales objetos de estudio a fin de
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contabilizar en un periodo de tiempo determinado, las tasas de proliferacion y

muerte celular (toxicidad).

Podemos definir citotoxicidad, como una alteracion de las funciones celulares
basicas, de forma que se produce una modificacion o dafio, que puede ser
detectada [12].

Un ensayo de citotoxicidad, es una prueba toxicolégica que utiliza diversos
mecanismos celulares conocidos, para conseguir interpretar los efectos que
genera una determinada sustancia, objeto de estudio, en contacto con diversas
lineas celulares u organos. De esta forma se pueden medir alteraciones en
cuanto a cambios estructurales de la célula, alteraciones en la proliferacion
celular o alteraciones en alguna de sus funciones. Se miden cambios en la
integridad de la membrana, degradacion de alguno de sus componentes,
metabolismo, liberacion de diversos constituyentes celulares, regulacién ionica

y divisién celular.

Los ensayos de citotoxicidad in vitro, se utilizan para evaluar que un

determinado producto o material no ejerza efectos toxicos sobre células vivas.

Podemos encontrar diferentes tipos de ensayos para su medicion, dentro de los
cuales tenemos: ensayo de captacion del rojo neutro, ensayo de enlazamiento
al azul de kenacid y el que hemos utilizado para la realizacién de nuestra fase

experimental, el ensayo conocido como MTT.
Ensayo MTT.

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul
(formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y
proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad

de formazan producido.

Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983 siendo modificado en
1986 por Denizot y Lang [13-14].
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Se utiliza el método del MTT para determinar el posible efecto citotdxico de un

agente sobre lineas celulares tumorales O cultivos primarios de células

normales.
1.1.3.- Biocompatibilidad.

La biocompatibilidad es la habilidad de un material para funcionar en una
aplicacion especifica y con una respuesta apropiada del huésped. Segun la
normativa 1SO14971:2012, un material biocompatible debe estar libre de todo
riesgo. Asi, la biocompatibilidad de los materiales engloba diversos parametros,
como la citotoxicidad, genotoxicidad, carcinogenicidad, histocompatibilidad y la

produccién de efectos antimicrobianos. [15].

Los estudios de biocompatibilidad siguen generando cierto grado de
controversia, debido a las limitaciones que tienen los estudios in vitro o0 en
modelo animal, a la hora de extrapolar los resultados a nivel clinico. Por eso los
estudios basados en la practica clinica, asi como los basados en bases de
datos de los clinicos cada vez son de mayor importancia como complemento a
los ensayos clinicos. No obstante, estos por si solos, también son de dudosa
utilidad. Podemos decir por tanto, que hoy dia deberia de encontrase un
equilibrio entre ambos tipos de estudios para poder avalar el uso de materiales
noveles en odontologia [16].

1.1.4.- Degradacién

Los materiales biodegradables con aplicaciones en medicina, una vez
implantados deben mantener sus propiedades mecénicas hasta que hayan
cumplido su funcién para, a partir de entonces, ser absorbidos y excretados por
el organismo sin dejar trazas. Una simple hidrélisis quimica de los enlaces
labiles de las cadenas poliméricas es el mecanismo predominante de la

degradacion.
Hay tres tipos de biodegradaciones (Figura 1.2):

a).- Erosién o degradacién en Bloque. Este proceso ocurre en dos fases:

» En la primera fase, el agua penetra en el material, atacando a los

enlaces quimicos de la fase amorfa y transformando las largas cadenas
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poliméricas en fragmentos mas cortos solubles en agua. Debido a que
este fendmeno se produce inicialmente en la fase amorfa, hay una
reduccion en el peso molecular sin producirse pérdidas en las
propiedades fisicas, ya que la matriz del material esta soportada por las
regiones cristalinas. Tras la reduccion del peso molecular se produce la
pérdida de las propiedades fisicas, mientras el agua continua
fragmentando el material.

» En la segunda fase tiene lugar el ataque enzimatico y la metabolizacion
de los fragmentos, generando una rapida pérdida de la masa del
polimero. Este tipo de degradacion — en la que la velocidad con que el
agua penetra en el material excede aquella en la cual el polimero es
convertido en fragmentos solubles en agua - se llama erosion o
degradacion bulk. Todos los biomateriales comercialmente disponibles
se degradan por este proceso.

b).- Erosion o degradacion Superficial. Tiene lugar, cuando la velocidad a la

gue el agua penetra en el material es menor que la velocidad de conversion del
polimero en fragmentos solubles. Se produce la reduccion del espesor del

material sin pérdida de peso.

c).-Erosion o degradacion en blogue con autocatalisis. Los poliésteres alifaticos

se degradan hidroliticamente por el clivaje del enlace éster, esta ruptura puede
ser promovida por enzimas o condiciones biolégicas o una combinacion de
ambas. La hidrélisis es catalizada bien sea por acidos o por bases, la escisién
de cadenas genera la formacion de grupos terminales carboxilicos que debido
a su naturaleza acida aumentaran la velocidad de la hidrolisis, este mecanismo

de denomina auto-catalisis [17].

Los poliésteres son polimeros biodegradables porque poseen un grupo éster
labil en su cadena principal, en la practica solo los poliésteres alifaticos con
segmentos metilénicos razonablemente cortos entre los enlaces éster se
degradaran a una escala razonable de tiempo, por ejemplo, la polilactida se

degrada a mayor velocidad que la policaprolactona [18].

Los poliésteres biodegradables son de gran interés en el campo biomédico que
requieren de aplicaciones temporales, tipicamente suturas, “andamios” y

matrices de liberacion de medicamentos [19].

8
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Figura 1.2. Representacion Esquematica de Erosion Superficial a), Erosion en Bloque

b), y Erosién en Blogue con autocatalisis c).

Torres y colaboradores [20] han estudiado que el mecanismo de degradacion
del PLA, depende del espesor de la muestra, se observa que para probetas de
espesores superiores a 1mm la degradacion es mas rapida en el interior que en
la superficie. Cuando el PLA se introduce en un medio acuoso, absorbe aguay
comienza el clivaje autocatalizado del enlace éster. Luego, la degradacion en la
superficie se hace més lenta que en el interior debido al desprendimiento al
medio de oligdbmeros acidos solubles en agua y de acido lactico, mientras que
el material del interior permanece encapsulado, finalmente, toda la parte interior
estd compuesta por oligdmeros solubles en agua por lo que se forman huecos,

mientras que la superficie de degradacion continta degradandose lentamente.

La degradacion de la polilactida, como un poliéster alifatico, depende de su
estructura, por la presencia de grupos hidrofilicos susceptibles a hidrdlisis y al
igual que todos los polimeros biodegradables, la biodegradacion también

depende de la morfologia, de la cristalinidad y del peso molecular [21].

Estudios de degradacién in vitro de andamios de PLLA-nanohidroxiapatita
(nHA); en solucién tampdn fosfato salina (7.2 pH) a 37°C muestran que la
adicién de pequefas cantidades de nHA disminuyen el ratio de degradacion de

los andamios [22].
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La degradacion hidrolitica de la PCL es muy lenta, especialmente en aquellos
polimeros con alto peso molecular. Por ser la poli(e-caprolactona) un material
hidrofébico, por su estructura (w-hidroxiacido), por su alto peso molecular y por
su porcentaje de cristalinidad se estima que tarda en degradarse totalmente de
2-4 afnos, dependiendo del peso molecular inicial del dispositivo o del implante
[23-26].

En cuanto al peso molecular Henry y colaboradores [27] observaron una
disminucién lineal del peso molecular promedio en peso (-Mw) debida a la
penetracion del agua que ocasiona la hidrélisis del enlace éster, posteriormente
la velocidad de pérdida del peso molecular disminuye debido a Ila
reestructuracion del material, ya que aumentan el nimero de grupos polares, lo

cual favorece un aumento en el nimero de puentes de hidrégeno.

Diversos estudios muestran que el mecanismo de degradacion que sigue es
del mismo principio que para otros Poliésteres alifaticos, tales como PLA y
PGA. Estudios in vitro de degradacion de peliculas de PCL en solucién tampdn
fosfato salina a 37°C muestran cambios poco significativos después de 12

meses en el peso de las peliculas [28].

Asi queda establecido a partir de observaciones realizadas, que la pérdida de
masa de estas peliculas de PCL con el tiempo de degradacién conlleva dos
etapas sucesivas: primero la pérdida de masa inicial a una velocidad baja y
estable, y segundo, una rapida pérdida de masa que conduce a la

fragmentacion, y posterior disolucion completa [28].

Estudios de degradacién in vitro de PCL en solucion tampon fosfato salina a
37°C muestran pérdidas de peso y absorcion de agua poco significativas
después de 110 semanas; explicado este comportamiento por su hidrofobicidad
[29].

Sun y colaboradores, realizaron un estudio de PCL encapsulado implantado en
una rata durante tres afos. Los resultados mostraron que la forma de las
capsulas de PCL con Mw de 66.000 g/mol no se vio alterada después de dos
afios de ser implantadas, mientras que se rompieron al cabo de 30 meses

reduciéndose el Mw a 8.000 g/mol [30].
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1.2.- BIOMATERIALES POLIMERICOS.

Los polimeros para su aplicacion como biomateriales suelen clasificarse
dependiendo de su origen en dos grandes grupos, naturales y sintéticos. Estos
altimos estan teniendo un gran desarrollo debido a la gran versatilidad y
disponibilidad para el disefio con propiedades seleccionadas casi a medida, lo
que minimiza en muchos casos la respuesta inmunologica asociada a los

polimeros de origen natural.

Debido a esta gran versatilidad en su composicion y propiedades se
encuentran infinidad de aplicaciones clinicas en las que los biomateriales
poliméricos juegan un papel principal. La Figura 1.3 muestra algunos de las
aplicaciones médicas més utilizadas en la actualidad [31].

Oido: Acrilicos, PE, siliconas, PVC.
Dentadura: acrilicos, UHMWPE, resinas epoxi.
Pratesis faciales: Acrilicos, PVC, PUL
Tubos traqueales: Acrilicos, siliconas, nylon.
Corazin y componentes: Poliéster, siliconas, PVC.
Pulmon, rifion e higado: Poliéster, polialdehidos, PVC.
Esdfago: PE. PP, PVC.

Protesis de cadera: PMMA, UHMWEPE.
Vasos sanguineos: PVC, poliéster, PTFE.
Suturas biodegradables: PU, PLGA.
Segmentos gastrointestinales: Siliconas, PVC, nylon.
Protesis de dedos: Silicona, UHMWPE

Hueso y articulaciones: Acrilicos, nylon, siliconas, PU, PP

Protesis de rodilla: UHMWPE, PMMA.

Figura 1.3. Aplicaciones médicas de polimeros usados como biomateriales

La seleccion de un polimero para su uso en aplicaciones quirdrgicas,
dermatoldgicas, ortopédicas, oftalmolégicas, farmaceéuticas, etc., viene

determinado principalmente por su estructura quimica y fisica. Por eso la

11
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caracterizacion de estas propiedades es una parte muy importante en el

desarrollo de estos nuevos materiales.

Actualmente los soportes porosos tridimensionales, estan siendo ampliamente
estudiados, debido a sus diversas aplicaciones potenciales en ingenieria de
tejidos y medicina regenerativa [32,33]. Estos materiales proporcionan
condiciones 6ptimas para la proliferacion y diferenciacioén celular, tanto in vivo

como in vitro.

Los polimeros biodegradables utilizados como sistemas de liberacion de

farmacos estan recogidos en la Figura 1.4.

Acidg
*Oli(glicolico)

polialq_uil(ciano;
crilatg;

AciElc pO“{IacticO‘
'o“g”coli(;o]

Figura 1.4.- Polimeros biodegradables usados en aplicaciones de sistemas de

liberacion de farmacos.

La posible incorporacién en la matriz polimérica de particulas bioactivas, tales
como: nano hidroxiapatita (nNHA) [34,35], fosfato tricalcico [36-38], bioglass [39-
41] y particulas magnéticas [32]; mejoran las propiedades mecanicas,

fisicoquimicas y bioactivos de los materiales fabricados.

En particular, las nanoparticulas magnéticas se usan ampliamente en
medicina, por ejemplo en la terapia de tratamiento contra el cancer
(especialmente en terapia de hipertermia), el diagndstico de resonancia

magnética y la administracion de medicamentos [42-46].

En un tratamiento de quimioterapia donde es necesario un suministro de

farmacos agresivos, con efectos secundarios en todo el organismo, podriamos

12
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usar estos polimeros porosos. Si estos farmacos se pudieran cargar con
nanoparticulas magnéticas, seria posible localizarlos en una zona concreta vy,
de esta forma, lograr una mayor eficacia reduciéndose los efectos secundarios.
Se podria calentar una zona concreta dentro del cuerpo mediante la aplicacion
de campos magnéticos, de forma selectiva y asi facilitar la destruccion de

tumores.

Habr4d que funcionalizar las nanoparticulas magnéticas para facilitar su
adherencia a las células tumorales. Y para facilitar su eliminacion selectiva,
aplicar un campo magnético alterno, que producira calor sin superar los 47° C.
Y a su vez, utilizando matrices apropiadas, nanoparticulas magnéticas y
farmacos, se pueden disefiar materiales inteligentes, que utilizando un campo

magnético, liberen el farmaco en el momento preciso y en el lugar adecuado.

1.2.1.- POLIESTERES

Actualmente, los polimeros sintéticos biodegradables mas extensamente
estudiados y empleados son los poliésteres en general y el poli(acido glicélico)
(PGA), el poli(acido lactico) (PLA) y sus copolimeros en particular. Estos poli(a-
hidroxiacidos) abarcan la mayor parte del mercado actual en el ambito
biomédico.

Los poliésteres han sido tradicionalmente utilizados como materiales
biodegradables sintéticos, principalmente como suturas quirdrgicas.
Actualmente, los poliésteres son particularmente atractivos como sistemas
poliméricos inyectables para la liberacion controlada de farmacos por su
biodegradabilidad, falta de toxicidad, biocompatibilidad y por ser facilimente

combinables con una amplia variedad de principios activos.

1.2.1.1.- Poli-L-Lactida (PLLA).

El poli(acido lactico) o polilactida es un poliéster alifatico termoplastico,
biocompatible y reabsorbible; que se obtiene por polimerizacion por apertura de

anillo del dimero ciclico del acido lactico, la lactida . La poli-L-lactida (PLLA) es

13
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el producto resultante de la polimerizacion de acido L, L-lactico (también

conocido como L-lactico o L-lactida).

El PLLA contiene dos isdbmeros o6pticos, el D(-) lactico y el L(+) lactico y una
forma racémica constituida por fracciones equimolares de las formas D(-) y
L(+), estas dos formas pueden ser polimerizadas. La configuracién L(+) es
metabolizada por el cuerpo humano a diferencia del D (-). El material tiene alta
tension y baja elongacion lo que se traduce en un elevado médulo de Young.
Este polimero es adecuado para aplicaciones que tienen que soportar una

carga como son las suturas y fijaciones ortopédicas [47].

El uso del PLLA para aplicaciones en humanos esta aprobado por la FDA [48].
El PLLA tiene una gran sensibilidad térmica, por lo que se degrada con gran
facilidad [49].

Sus caracteristicas térmicas estan definidas por un elevado punto de fusién
(175-178° °C) y una temperatura de transicion vitrea de 60-65 °C. Dichas
temperaturas pueden variar debido a la presencia de otros elementos .En la
Tabla 1.1 se presenta un resumen de las propiedades fisicas y quimicas del
PLLA.

Tabla 1.1.-Resumen de propiedades fisicas y quimicas del PLLA

Acido Poli- Lactico, acido poly (2 hidroxipropidnico)

Temperatura de fusién (Tm) 175-178 °C

Temperatura de transicion vitrea (TQ) 60-65°C

Dioxano, Dicloroetano, Heptano,
Soluble en
DMF, Isopropanol, MIBK, Octanol,

14
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THF, Tolueno

Estado Semicristalino

Debido a que la lactida es un intermediario comun en el metabolismo de los
carbohidratos en nuestro organismo, el uso de este hidroxiacido es

generalmente visto como la situacion ideal desde el punto de vista toxicoldgico.

Los poliésteres alfa, como el PLA se degradan inicialmente por hidrdlisis y su
degradacion puede ser acelerada in vivo por la presencia de enzimas [50], lo
cual conlleva la liberacibn de sus respectivos mondmeros (acido lactico o
lactida en este caso). Estos monomeros son incorporados dentro de los
procesos fisioldgicos a nivel celular, donde continlda su degradacion y da inicio

a la ruta metabodlica.

Acido Polilactico | Acido Lactico

[PLA) l
Acido Pindvico | Acetil Cfenzin*.o . Citrato
CO,

Figura 1.5.- Esquema de degradacion del acido polilactico o polilactida en el

organismo

La ruta metabdlica de la lactida comienza con la transformacion de lactato a
piruvato por la accion de la enzima lactato dehidrogenasa, una vez convertido
en piruvato, éste sufre una decarboxilacion oxidativa para producir
acetilcoenzima A. Esta molécula puede entrar en el ciclo del acido tricarboxilico
(o ciclo del &cido citrico), el cual se lleva a cabo a nivel mitocondrial
obteniéndose como resultado ATP por fosforilacion oxidativa mas agua y
didéxido de carbono, los cuales son eliminados en la respiracion y excretados

por los rifiones.
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La poli-L-lactida es mas resistente a la degradacion hidrolitica que la forma
racémica del mismo polimero, factor que puede ser atribuido al elevado grado
de cristalinidad debido a su estereoregularidad. ElI material tiene elevada
resistencia a la tension, una reducida deformacion y, consecuentemente, un
modulo de Young elevado. Por este motivo es capaz de soportar una carga

como son las suturas y las fijaciones ortopédicas.

Una de las desventajas de los poli(a-hidroxiacidos), en general, es que sus
productos de degradacion dan lugar a una reduccion local del pH; acelerando
el proceso de degradacion del propio polimero por autocatalisis e induciendo
una respuesta inflamatoria [51]. No obstante, este problema ha podido
solventarse mediante la optimizacion de metodologias de proceso
encaminadas a favorecer una rotura gradual. Otra desventaja de estos
materiales radica en que los “andamios” altamente porosos son relativamente

débiles, lo cual limita su uso en la regeneracion de tejidos duros.

1.2.1.2- Poli(e-caprolactona) (PCL).

La poli(e-caprolactona) se prepara comercialmente mediante una
polimerizacion por apertura de anillo de la correspondiente lactona. El polimero
es semicristalino, presenta un bajo punto de fusion (57 °C) y una baja
temperatura de transicién vitrea (—60 °C). Por esta razon, en condiciones
normales siempre se encuentra en estado gomoso. Esta naturaleza fisica
contribuye a conferir una elevada permeabilidad a un gran numero de
farmacos. El polimero es estable térmicamente y es compatible con otros
polimeros [51]. Es un material con buenas propiedades mecanicas y buena
solubilidad con otros polimeros. Puede polimerizarse por apertura de anillo a
partir de ¢-caprolactona o por policondensacion a partir de acido 6-
hidroxihexanoico.

La policaprolactona es semicristalina con un grado de cristalinidad que puede
llegar al 69% y su celda tiene una estructura cristalina ortorrombica. Sus
propiedades fisicas, térmicas y mecanicas dependen de su peso molecular y

de su grado de cristalinidad. A temperatura ambiente es altamente soluble en
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cloroformo, benceno o tolueno; siendo miscible con muchos otros polimeros:
PVC, SAN, ABS, PC, etc.

O

Catalyst
+ Hear

0 - O—{CHy}—C

O
|

n

£-Caprolactone PolyCaprolactone

Figura 1.6. Sintesis de la poli(e-caprolactona).

La PCL es un material biocompatible que se degrada facilmente por hidrélisis
de sus enlaces éster. En el proceso de degradacion primero ocurre una rotura
de las cadenas moleculares, de forma que disminuye el peso molecular, y
posteriormente estas cadenas, mas pequefias, son transportadas fuera del
lugar de implantacion por los fluidos del cuerpo o por fagocitosis. El tiempo de
degradacion de la PCL oscila entre meses y afios dependiendo del peso
molecular, el grado de cristalinidad o las condiciones de degradacion. La
degradacion natural se da primero en la parte amorfa y su mecanismo varia
segun la temperatura, siendo una reaccion auto-catalizada por la liberacién de

acidos carboxilicos resultantes de la hidrolisis.

La reducida velocidad de degradacion de la PCL le confiere una idoneidad

como sistema liberador de farmacos.

En la actualidad, este material se considera no téxico y compatible con los
tejidos segun la FDA, de ahi sus aplicaciones en ingenieria de tejidos [52,53].
No obstante este material presenta grandes tiempos de degradacion lo cual a
veces es una desventaja en aplicaciones biomédicas. La degradacion in vivo
del poli D-lactico es 2,8 veces mas rapida que la degradacion de cadenas de

poli(e-caprolactona) en las mismas condiciones [53].
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1.3.- FUNDAMENTOS DE MAGNETISMO. NANOPARTICULAS
MAGNETICAS Y APLICACIONES BIOMEDICAS.

1.3.1.- Fundamentos de magnetismo

El campo magnético B se define por la fuerza magnética Fn, sobre particulas

— 7

cargadas en movimiento: Ifm =qv B, donde g es la carga y v la velocidad de la

particula.

B se mide en Tesla = N/Am, aunque se sigue usando la unidad antigua de
Gauss [G] cuya equivalenciaes: 1 [T] = 10* [G]. B recibe contribuciones de las
corrientes macroscoépicas y de la materia imanada, que a su vez proviene de

las corrientes atémicas. En general, pues, se escribe:
B= po(H +M) (1)

Donde u, es la permeabilidad magnética del vacio, H es el campo imanador o
excitacion magnética y M la imanacion. Tanto el campo imanador como la
Imanacion se miden en Amperios por metro (A/m), aunque para H se suele
utilizar la unidad antigua de Oersted [Oe] cuya equivalencia es: 1[Oe] = 79.59
[A/m].

H se debe en general a corrientes macroscopicas. Asi, para un hilo que
conduce una corriente (I) el campo es circular en el sentido de giro de un

sacacorchos que avance segun la corriente, y a una distancia R del hilo vale:

o
H_Z/TR )

En los materiales magnéticos, la imanacion M se define como la densidad de
momento magnético, 0 momento magnético por unidad de volumen, y proviene
tanto de los momentos angulares orbitales como del espin de los electrones. El
momento magnético asociado al movimiento orbital suele estar bloqueado por
lo que muchas veces solamente contribuye el espin. Esto hace que se suela
identificar el momento magnético de un atomo con su espin, utilizando

indistintamente ambos términos.

Las unidades del momento magnético son [Am?], pero a nivel atdmico una

unidad mas adecuada es el magnetén de Bohr: 1pg=9,27 x 102*Am?
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La imanacion, en general, es la respuesta de la materia al campo (H), y la
relacion entre M y H es una propiedad intrinseca de los materiales, llamada

susceptibilidad magnética (adimensional):

®3)

M
X=7q
con lo que la relacion entre B y H se escribe:

B=po(H +M)=po(H +xH)=pto (1+y) H= pH= piqur H (4)

Siendo u la permeabilidad magnética del material, y u=(1+y) la permeabilidad

relativa, que es adimensional.
En el vacio, M=0y la relacion entre By H es:

B = poH (5)

Lo que justifica el nombre de x como permeabilidad del vacio.
Tipos de comportamiento magnético

Toda la materia responde a la presencia de un campo magnético externo,
aunque el tipo de respuesta varia de unos materiales a otros. De acuerdo con
el valor de su susceptibilidad, el comportamiento magnético de un material se
clasifica en cinco formas basicas de magnetismo: diamagnetismo,
paramagnetismo, ferromagnetismo, antiferromagnetismo y ferrimagnetismo

[54,55].

PARAMAGNETICO  FERROMAGNETICO ANTIFERROMAGNETICO FERRIMAGNETICO
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Figura 1.7.- Distintas respuesta magnética de los soélidos al aplicar un campo

magnético externo

DIAMAGNETISMO: En presencia de un campo magnético externo, las
corrientes atomicas sufren el fendmeno de la Induccion de Faraday y se

produce un momento inducido que se opone al campo aplicado. Todos los
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materiales muestran esta respuesta a un campo magnético, y se conoce como
diamagnetismo. El diamagnetismo es muy débil y, por consiguiente, cualquier
otra contribucion al comportamiento magnético del material lo supera,
generalmente. Los materiales puramente diamagnéticos se caracterizan por no
presentar electrones desapareados por lo que su momento magnético atémico
es nulo y no hay otras contribuciones al magnetismo. Su susceptibilidad
magneética y es negativa (Figura 1.8, color rojo), débil e independiente de la
temperatura, y la permeabilidad magnética relativa ur es ligeramente menor de

la unidad.

PARAMAGNETISMO: En los materiales cuyos electrones atbmicos no estan
apareados, el momento magnético atomico es diferente de cero y muestran
paramagnetismo: adquieren una imanacion paralela al campo aplicado (Figura
1.8, color verde). La susceptibilidad es ligeramente positiva (x~0) y depende de
la temperatura, y la permeabilidad relativa sera ligeramente mayor que la

unidad.

Tanto el paramagnetismo como el diamagnetismo son efectos débiles y a

veces se desprecian como "no magnéticos".

FERROMAGNETISMO: Es el tipo mas fuerte e importante de magnetismo. En
estos materiales la interaccion cuantica entre los espines vecinos (interaccion
de canje o intercambio) es tan fuerte, que los momentos magnéticos de todos
los &tomos estan alineados paralelamente y se oponen al efecto de la
temperatura, que tiende a desordenarlos, dando lugar a una imanacién
espontanea (en ausencia de campo externo) por debajo de la temperatura de
Curie. Por encima de la temperatura de Curie, la energia térmica es suficiente
para vencer el canje, comportando la desapariciébn de su ordenacion de largo

alcance, y los materiales exhiben comportamiento paramagnético.

Los fuertes acoplamientos de los espines que dan lugar a la imanacion
espontanea se producen en zonas limitadas, llamadas dominios magnéticos.
La imanacion dentro de cada dominio puede estar dirigida al azar, de manera
que el material aparece macroscépicamente desimanado. La maxima
imanacioén posible (imanacién de saturacion) corresponde a la situacién en que

todos los momentos magnéticos en una muestra solida estan alineados con el
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campo externo y supone la orientacion de todos sus dominios en la misma
direccion. Estos materiales presentan una permeabilidad magnética relativa en
torno a 10° y una susceptibilidad magnética positiva y muy grande, ambas

dependientes de H y de la temperatura.

A veces la imanacion persiste después de eliminar el campo magnético
externo, dando lugar a una imanacién remanente (Figura 1.8, color negro).Los
materiales que conservan una imanacion en ausencia de un campo magnético
aplicado se conocen como imanes permanentes. El campo necesario para

anular la imanacioén se llama campo coercitivo (Hc).

ANTIFERROMAGNETISMO: En los materiales ferromagnéticos la interaccion
de canje favorece que los momentos magnéticos de todos los atomos estan
alineados paralelamente. Por el contrario, en los materiales antiferromagnéticos
(por ejemplo, la troilita, FeS), la interaccion de canje es negativa, los momentos
magnéticos atémicos se ordenan de manera antiparalela y, si son de igual
magnitud, muestran una imanacion neta nula por debajo de la temperatura de
Néel (analoga a la temperatura de Curie pero aplicada a este tipo de
materiales). La estructura magnética puede describirse como dos redes de
momentos acoplados ferromagnéticamente dentro de cada una y opuestas

entre si.

Por encima de la temperatura de Néel, la energia térmica es suficiente para la
desaparicion de su ordenacion de largo alcance, y los materiales exhiben un
comportamiento paramagnético clasico. Por debajo de la temperatura de Néel,
al no existir imanacién espontanea, el comportamiento macroscépico de los
antiferromagnéticos es también equivalente al de un paramagnético, pero su

dependencia con la temperatura es anémala

FERRIMAGNETISMO: Si los espines estan alineados de forma antiparalela,
pero el momento magnético resultante no se anula, por no haber el mismo
namero de atomos en cada direccion o tener tomos con distintos momentos
magnéticos, el material presenta imanacion espontanea por debajo de la
temperatura de Curie, y se dice que es ferrimagnético [56]. EI nombre proviene
de las ferritas (Fe,MO,, M=metal de transicibn) que presentan este
comportamiento. La ferrita de hierro (Fe3O,4) se llama magnetita y es el primer
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material magnético conocido. Por encima de la temperatura de Curie, la

substancia se transforma en paramagnética.

Ferromagnetic

=="'Paramagnetic

-t
g e
o
P L

ST
pab L TL TV Diamagnetic

Figura 1.8.-Curvas de imanacién para materiales dia-, para- y ferromagnéticos.

Tanto en los materiales ferromagnéticos como antiferromagnéticos vy
ferrimagnéticos existen unas direcciones cristalograficas preferentes para la
imanacion, es decir presentan anisotropia magnética. La energia de anisotropia
es aquella que se necesita para apartar la imanacion de las direcciones
preferentes y es muy importante para determinar las curvas de imanacion de

estos materiales.
EFECTOS DE TAMANO, NANOMAGNETISMO

Para los materiales masivos, las propiedades magnéticas dependen de su
composicién, su estructura cristalogréafica, su energia de anisotropia magnética,
sus vacantes y defectos, pero no de su tamafio. Sin embargo, cuando el
tamafio  decrece hasta dimensiones nanométricas, la relacion
superficie/volumen se convierte en un parametro clave que controla las
propiedades magnéticas de las particulas. Asi una caracteristica importante de
los materiales ferromagnéticos es su estructura de dominios. Por debajo de un
tamafo critico (Dcgri7) la particula solamente puede consistir en un dominio. Se

dice que es una particula monodominio.
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La imanacion de saturacion (Ms) es otra de las propiedades que se ven
afectadas cuando el tamafio decrece hasta valores nanométricos (Figura 1.9).
Para materiales masivos el valor de Ms es constante y el maximo que se puede
alcanzar para ese material. Cuando se desciende por debajo del Dcrir, los
efectos de superficie influyen notablemente en el valor de la imanacion de un
material. Esto se debe a la disminucion de la interaccion de canje en los
atomos superficiales (que ahora son una parte importante del total): Los
atomos superficiales presentan una falta de simetria y coordinacion respecto a
los &tomos que se encuentran en el interior [57,58], dando lugar a una

disminucién de la imanacion [59].

Otra de las propiedades magnéticas que cambia drasticamente con el tamafio
de la particula es la coercitividad (Hc). Un material masivo esta estructurado en
multiples dominios separados por paredes de domino. En este caso, el
mecanismo de imanacién se realiza por movimiento de las paredes de dominio.
En este caso Hc varian poco con el tamafio de particula como se puede

concluir de la siguiente expresion (Figura 1.9, I):

H.o—a+l (6)
- D

donde a y b son constantes y D es el tamafio de particula, supuesto grande
frente a Dcrt. Al acercarse D al Dcrr la coercitividad aumenta
considerablemente debido a que las paredes de dominio estan bloqueadas por
defectos y por la superficie e interviene otro mecanismo de imanacién (Figura
1.9) el de la rotacion coherente de los espines dentro de un dominio (Figura
1.9, 1I). La coercitividad alcanza un maximo para D= Dcgir. Cuando el tamafio
de particula se encuentra por debajo de Dcrr Yy las particulas son
monodominio, la inversion de la imanacion se produce solamente por la
rotacion coherente de los espines. Hc disminuye al disminuir el tamafio debido
al efecto de la energia térmica, que ayuda a la inversion de la imanacién en

contra de la energia de anisotropia. (Figura 1.9, Il):

Eventualmente Hc se anula para un tamafio suficientemente pequefio (Ds.f) ya
que por efecto de la temperatura la desimanacion ocurre espontaneamente,
dando lugar al fenbmeno del superparamagnetismo que se explica mas
adelante [60] Figura 1.9,ll1).
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II
Multidominio

I1I

Monodominio

DB.-F DE’R.[T
Tamafio de particula
Figura 1.9.- Variacion de la coercitividad Hc en funcion del tamafio de particula

Otra propiedad que depende del tamafio de las particulas es la energia de
interaccién que existe entre ellas que es muy importante en la preparacién de
dispersiones en liquidos (ferrofluidos). Particulas con tamafios menores que el
Dcrit, pero mayores que Ds.g poseen un momento magnético no nulo en
ausencia de campo aplicado, por lo que se origina una interaccion atractiva
entre ellas ya que cada particula funciona como un iman y tienden a
aglomerarse. Cuando el tamafio de particula disminuye hasta el régimen
superparamagnético, D menor que Dsg, cada particula funciona como un

momento magnético fluctuante y la interaccion promedia a cero.

D “ D=D=F D~Dcarr D*Dcrer

@ Tamafio de particula (nni) (‘B

Figura 1.10.- Variacion de la forma de la curva de imanacion en funcion del tamafio de

particula

SUPERPARAMAGNETISMO

Cuando el tamafio de una particula magnética es inferior al tamafio critico

(Dcrit) €s un monodominio. Esto da lugar a que cada particula se comporte
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como un pequefio iman, con un momento magnético muchos miles de veces
mayor que los paramagnéticos [61,62] (Figura 1.10). Por debajo de un tamafio
(Ds-r) el momento magnético de cada dominio es inestable y se orienta al azar,
debido a las fluctuaciones térmicas que superan a la energia de anisotropia, y
por tanto el momento magnético resultante es nulo, al igual que los sélidos
paramagnéticos. Este comportamiento es el que hemos denominado

superparamagnetismo (Figura 1.11).

MurrmonmiIo MoNoDoMINIO SUPERPARAMAGNETICO

Figura 1.11.- Estructura magnética de los sélidos ferromagnéticos en funcién del

tamafo de particula: multidominio, monodominio y superparamagnético.

Energia

;

0 n/2 /e
Figura 1.12.- Variacion de la energia de una particula monodominio con anisotropia

uniaxial en funcién del &ngulo de de la imanacion.

La energia de anisotropia (Ea) es la barrera de energia necesaria que hay que
superar para invertir el momento magnético (Figura 1.12). Esta energia es
proporcional al volumen de la particula. Cuando el volumen de las particulas es
pequefio, para una temperatura dada, Ea es del mismo orden o inferior a la

energia térmica: KgT (Kg es la cte de Boltzmann y T la temperatura absoluta) y
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el momento magnético de las particulas puede fluctuar de direccion
espontaneamente. Para cada temperatura existe un tamafo critico distinto a
partir del cual la energia térmica no es suficiente para invertir el momento, éste
se queda bloqueado y la particula se comporta como ferro o ferrimagnética. A
su vez, manteniendo el volumen de las particulas constante, al bajar la
temperatura se llega a la temperatura de bloqueo (Tg) por debajo de la cual ya
no hay energia suficiente para invertir los momentos magnéticos y por lo tanto

también se comportan como ferro o ferrimagnéticos.

El efecto de un campo magnético en un superparamagnético es mucho mayor
que en un paramagnético normal, pues el momento de cada particula es miles
de veces mayor que el de un atomo aislado. Esto hace que se imanen con

facilidad, pero sin histéresis.

NEEL BROWHNIANA

Figura 1.13.- Mecanismos de relajacion del momento magnético

RELAJACION MAGNETICA

Al eliminar el campo magnético aplicado a un conjunto de particulas
superparamagnéticas, las fluctuaciones térmicas reorientan al azar los
momentos magnéticos. Este efecto se denomina relajacion magnética y ocurre
mediante la accion de dos mecanismos principales, el mecanismo de relajacion
de Brown [56] y el de Néel [63] (Figura 1.13).La relajacién de Néel implica las
fluctuaciones térmicas de la imanacion dentro de la particula, mientras la
relajacion Browniana implica el giro completo de la particula en el medio en que

esté embebida. Esta Ultima solamente puede tener lugar en particulas

26



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

dispersadas en un liquido, pues en un sélido las particulas no tienen libertad de

girar.

1.3.2.- NANOPARTICULAS MAGNETICAS Y APLICACIONES BIOMEDICAS

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) tienen una gran variedad de
aplicaciones en el campo de la biomedicina, fundamentalmente en las areas
del diagnéstico y la terapia. Las NPMs estdn compuestas, en general, por un
ndcleo magnético y una envoltura polimérica biocompatible y funcionalizable.
Las NPMs mas utilizadas en biomedicina oscilan entre 5y 100 nm de diametro,
lo que supone unas dimensiones menores 0 comparables a los de una célula
(10-100 micras), un virus (20-450 nm), una proteina (5-50 nm) o un gen (2 nm
de ancho y largo 10-100 nm). Esto las hace afines en cuanto a dimensiones se

refiere a las entidades bioldgicas de interés.

El interés de las NPMs deriva fundamentalmente de las propiedades fisicas de
su ndcleo magnético, de su alta relacion superficie/tamafio y de la capacidad
gue poseen para unir moléculas de interés biolégico a su superficie. Ademas,
su pequefio tamafio posibilita su interaccibn con estructuras celulares,
ofreciendo una herramienta de trabajo Gtil para manipular diferentes funciones
e interaccionar con estructuras subcelulares y moleculares. Las NPMs ofrecen
nuevas posibilidades entre las se pueden destacar la mejora de la calidad de
imagen de resonancia magnética, el tratamiento de células cancerigenas
mediante terapia hipertérmica en respuesta a un campo externo, la liberacion
controlada de farmacos dirigida al &rea afectada, la manipulacién de
membranas celulares y la separacion magnética de células u otras entidades
bioldgicas (Figura 1.14.). Por tanto, las NPMs poseen un amplio espectro de
aplicaciones tanto en el campo del diagndstico como en el tratamiento de
patologias tan diferentes como cancer, enfermedades cardiovasculares y

enfermedades neurodegenerativas [64,65].

Las NPMs mas utilizadas e investigadas hasta el momento son las particulas
con nucleo magnético formado por 6xido de hierro, tipicamente magnetita
(FesO4) 0 maghemita (y-Fe»Os) nanocristalinas, debido fundamentalmente a

sus propiedades magnéticas y a su sencillo proceso de sintesis. Ademas de
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por sus propiedades magnéticas, la utilidad de las NPs de 6xido de hierro viene
dada por su alta biocompatibilidad y facil biodegradacion en el organismo.
Después de ser metabolizadas, los iones de hierro de estas particulas son
afiadidos a los depositos de hierro del organismo y eventualmente son

incorporados por los eritrocitos como parte de la hemoglobina [66].

» = &
Imapen par i i
TeS0nARCia Aplicaciones Eﬁ?ﬂ%ﬁ
maAzmeica Aiplcac )

biotecnologicas

Cadena polimérica ’ Surfactante \
\ (/ magnetico _"q"
. \ Tejido

i

T Anticusrpa .
. Localizacion de farmacos v
Separacion cehular transfeccion genetica

Figura 1.14.- Expectativas de aplicaciones biotecnoldgicas de las nanoparticulas

magnéticas. Ref.[67]

En ausencia de recubrimientos, las NPMs, aunque tengan propiedades
superparamagnéticas, muestran superficies hidrofébicas que facilitan la
aglomeracion, especialmente en fluidos biolégicos, debido a la presencia de
sales y proteinas plasmaticas, dando lugar a agregados de gran tamafo [68].
Estos agregados de NPMs son incompatibles con su utilizacion en aplicaciones
biomédicas, debido a la alta posibilidad de que se produzca una obstrucciéon de
pequefios capilares. La cubierta polimérica proporciona una barrera fisica que

previene la aglomeracion de las particulas.

Utilizando unos recubrimientos de superficie adecuados, las NPMs pueden
dispersarse facilmente en soluciones fisioldgicas formando suspensiones
homogéneas llamadas ferrofluidos. Estas suspensiones pueden interaccionar

con un campo magnético externo y ser posicionadas en un area especifica,
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facilitando la imagen de resonancia magnética para diagnostico médico de

diferentes patologias.

Las NPMs recubiertas de polimeros biodegradables muestran una menor
toxicidad y tienen una mayor biocompatibilidad que las NPMs inorganicas sin
recubrir con polimeros. Los polimeros mas utilizados como recubrimientos de
NPMs son el polisacarido dextrano, utilizado por su alta biocompatibilidad y alta
afinidad por el hierro [69] y el polietilenglicol (PEG), con gran capacidad
antiadherente que reduce la captacion de las particulas por los macréfagos,

aumentando su tiempo de circulacion en sangre [70].

Otros polimeros utilizados de forma habitual como recubrimientos para NPMs
son el polivinilalcohol (PVA) [71] con buenas propiedades emulsionantes y el
quitosano que proporciona una envoltura biocompatible, catidnica e hidrofilica
[72].

TRASPORTE Y LIBERACION DE FARMACO

Una de las mayores desventajas que tienen muchos de los tratamientos
terapéuticos es que los farmacos no son dirigidos especificamente al 6rgano o
tejido dafiado por la enfermedad. Los farmacos suelen ser administrados por
via intravenosa dando lugar a una distribucion por todo el torrente sanguineo y
causando efectos secundarios cuando el farmaco actia en células sanas en
vez de en las dafadas. Para remediar estos efectos secundarios se ha
propuesto recientemente el uso de nanoparticulas superparamagnéticas de
Fes04 0 y-Fe,O3 que pueden ser dirigidas especificamente al érgano o tejido
deseado con la ayuda de un campo magnético [73]. A su vez, estas particulas
pueden ser convenientemente recubiertas por determinadas moléculas o
polimeros con el fin de unir los farmacos a su superficie y liberarlos en la zona
de interés [74].

Para estas aplicaciones, el tamafio, carga y quimica de la superficie de las
particulas magnéticas son particularmente importantes y se ven fuertemente
afectados tanto el tiempo de circulacion en sangre y la biocompatibilidad [75].
Las particulas mas grandes, 200 nm, suelen ser secuestradas por el bazo

debido a su filtracion mecanica y son eliminadas finalmente a través del
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sistema de fagocitos, que conduce a la disminucion de estas en el torrente
sanguineo. Considerando que, particulas mas pequefias de 10 nm o menos se
eliminan rapidamente a través de la depuracion renal. Los didmetros de
particulas de 10 a 100 nm son ideales para inyeccion intravenosa y exhibieron

los tiempos de circulacién en sangre mas prolongados [76].

En el caso de la vectorizacion de farmacos, la manipulacion de las particulas se
lleva a cabo mediante la aplicacion de un campo magnético no uniforme, ya
gue de no serlo no se conseguiria mover las particulas sino la alineacién de los
momentos magnéticos [77-79]. Dentro del cuerpo humano, las particulas estan
sometidas a las fuerzas de resistencia hidrodinamicas que se oponen a la
fuerza del campo magnético aplicado. Por lo tanto, desde el punto de vista
fisico, a la hora de manipular las particulas en el menor tiempo posible siempre

ser& preferible particulas de mayor tamafio (Dwac) 0 mayor imanacion (B) [64].

HIPERTERMIA

La hipertermia ha sido ampliamente investigada para su uso en terapia de
tumores [80], ya sea como Unica modalidad de tratamiento o conjuntamente
con radio o quimioterapia [81]. Muchos estudios han mostrado que las células
tumorales son mas susceptibles a la destruccién por calor, debido en parte a la
relativamente mayor hipoxia y menor pH en tumores solidos [81]. Los efectos
secundarios por hipertermia en tejidos normales son insignificantes a
temperaturas menores de 41.8°C, y puede emplearse repetidamente sin

acumular dafo en el tejido normal [64].

A pesar de las ventajas potenciales, se ha encontrado que el tratamiento
hipertérmico en tumores solidos tiene una selectividad limitada de destruccion
de tumores [64]. Esta selectividad se debe en parte a la incapacidad de los
métodos de tratamiento hipertérmico empleados con anterioridad para producir
una temperatura diferencial suficiente entre el tumor y el tejido normal que le
rodea [64].

La posibilidad de tratar cancer por hipertermia artificialmente inducida, ha
llevado a la aplicacion de materiales magnéticos, los cuales calientan el tejido

al exponerlos a un campo magnético [64]. En términos generales, el

30



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

procedimiento involucra la dispersion de particulas magnéticas a través de un
tejido objetivo, y después la aplicacion de un campo magnético alterno (AC) de
una frecuencia y amplitud apropiadas para inducir el calentamiento de las
particulas [64]. Mientras que la mayoria de los dispositivos de hipertermia son
de utilidad restringida, debido al inaceptable calentamiento del tejido sano, la
hipertermia con particulas magnéticas resulta atractiva ya que permite el
calentamiento sélo del tejido objetivo [64].

Es importante entender los mecanismos fisicos a través de los cuales se
genera calor en pequefias particulas magnéticas mediante campos magnéticos
alternos. En concreto estos mecanismos son la histéresis y la relajacién
magnética. En ambos se produce absorcion de energia del campo por parte de
las particulas y su trasmisién al medio circundante. El célculo de la velocidad
de generacion de calor requerida para alcanzar los efectos deseados es
complicado, debido a la presencia del flujo sanguineo y perfusion del tejido,
ambas causan el enfriamiento de tejido, y estas pueden variar activamente

mientras el tejido esta siendo calentado [64].

La frecuencia y la fuerza del campo magnético AC externo aplicado usado
paragenerar el calor estan limitadas por las respuestas fatales fisioldgicas a
campos magnéticos de altas frecuencias como posible estimulacion cardiaca y
arritmia. En general, el rango aplicable de frecuencias y amplitudes esta entre f
=0.05-1.2 MHz y H = 0 — 15 KAm™.Por otro lado, de datos experimentales se
concluye que la exposicién a campos donde el producto H-f no exceda de unos
5x10°A m™ s es seguro y tolerable [64].

La cantidad de material magnético requerido para producir las
temperaturasnecesarias depende casi en su totalidad del método de
administracion. Una razonable suposicion es que 5-10 mg de material
magnético concentrado en cada cm® detejido tumoral es apropiado para

hipertermia magnética en pacientes humanos [64].

Considerando la eleccion de particula magnética, los 6xidos de hierro de
magnetita (Fe304) y maghemita (y-Fe»,O3) son los mas estudiados hasta la
fecha debido a sus propiedades magnéticas apropiadas y compatibilidad
biolégica, aunque muchos otros han sido investigados. Los tamafios de
particula menores de 10 ym son normalmente considerados suficientemente
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pequefios para permitir el transporte efectivo al lugar con el cancer, ya sea por
encapsulacion en una parte grande o suspension en una forma de fluido
portador. Los materiales candidatos estan divididos en dos clases principales;
particulas monodominio o multidominio ferromagnéticos o ferrimagnéticos (FM),
o particulas superparamagnéticas (SPM). En el primer caso el mecanismo de
calentamiento principal es la histesis y en el segundo la relajacion. Cada uno

tiene sus ventajas y sus inconvenientes [64].

Las medidas de generacion de calor de particulas magnéticas son
generalmente citadas en términos de velocidad de absorcion especifica o
Specific Absorption Ratio (SAR) que se mide en unidades de W-g™.
Multiplicando SAR por la densidad de la particula se obtiene Pgy Y Pspum
(cantidad de calor generado dependiendo del tipo de nanoparticulas), asi este
pardmetro permite la comparacion de las eficiencias de las particulas

magnéticas en cualquier rango de tamafios [64].

1.4.- PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS DE LA TESIS

La tendencia a agregarse de las NPs, especialmente en fluidos bioldgicos,
hace que sea incompatible su utilizacion en muchas aplicaciones biomédicas,
debido a la alta posibilidad de que se produzca una obstruccion de pequefios
capilares. Por este motivo puede ser interesante fabricar soportes porosos
tridimensionales utilizando polimeros y nanoparticulas magnéticas de manera

gue se superen estos inconvenientes de la NPMs.

Como polimeros se proponen PCL o PLLA, cuya biocompatibilidad y
bioabsorbilidad esta ampliamente estudiada [11,12, 15-19]. Para la eleccion de
las NPMs, parece adecuada la magnetita, debido a sus propiedades
magnéticas apropiadas y compatibilidad biologica. Asi como numerosos
estudios de sus aplicaciones médicas en hipertermia [64,80] sola o
conjuntamente con radio o quimioterapia para terapia de tumores [80]. También
se ha usado en liberacién controlada de farmacos [73, 74, 76-78], aunque sus
efectos a largo plazo en el cuerpo humano todavia no estan claros. También
parece adecuado utilizar nano-hidroxiapatita dopada con Fe (nHAFe), para
reforzar el soporte 3D de PCL o PLLA, siendo biocompatible y biodegradable.
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Objetivos

El objetivo de nuestra investigacion es la obtencion y caracterizacion de
soportes porosos con polimeros bioabsorbibles y biocompatibles (PCL o PLLA),
modificados con nanoparticulas magnética (magnetita o hidroxiapatita dopada
con hierro) mediante la técnica de separacion de fases inducida térmicamente

o TIPS (Thermally Induced Phase Separation).

Por otro lado, con el objetivo de simular el comportamiento in vivo, se pretende
realizar un estudio de degradacion in vitro analizando los cambios acontecidos
en cada uno de las muestras. Dentro de este objetivo general se plantean los

siguientes objetivos especificos.

» Comparar el efecto de la adicion de las nanoparticulas magnéticas en
los soportes de PCL y PLLA a lo largo de nuestro estudio de
degradacion.

» Comparar el grado de degradacion de los composites preparados con
los homopolimeros (PCL o PLLA) y con las nanoparticulas magnéticas
(nHAFe o nFe30,4) a través de las técnicas de caracterizacion SEM,
FTIR, DSC, GPC

» Estudiar la evolucién de la cristalinidad a lo largo del tiempo de
degradacion.

» Estudiar la citotoxicidad de los andamios de PLLA y PCL en funcién de

las particulas magnéticas afiadidas de nHAFe y nFe30,.
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Capitulo 2

Materiales y metodos

En este apartado se describen solamente los procesos de sintesis y
caracterizacion utilizados en esta tesis. Una breve descripcion de los métodos

experimentales de sintesis y caracterizacion se encuentra en el Apéndice 1

2.1.- SINTESIS DE NANOHIDROXIAPATITA DOPADA CON HIERRO
(nHAFe).

El precipitado de nanohidroxiapatita dopada con hierro se obtiene, afiadiendo
gota a gota una disolucion de acido fosforico a una suspension basica de
Ca(OH),, conteniendo iones Fe; durante dos horas con constante agitacion y
calentamiento. Las concentraciones totales de iones Fe frente a la de iones Ca
se ajusta para obtener Fe/Ca=20 mol% Tampieri et al.[81] realizaron el estudio
de los parametros de sintesis y propiedades fisicoquimicas, el rango de
temperaturas de estudio fue entre 25 y 60°C y con un pH decreciente de 12 a5
durante la neutralizacién. Los productos de reacciébn se mantienen con
agitacién y calentamiento durante una hora. Posteriormente el precipitado se
deja 24 horas envejecer a temperatura ambiente sin agitacion. El precipitado se
separa del licor madre mediante centrifugacion, se lava con agua destilada y
centrifugado tres veces. A continuacion se liofiliza. Este procedimiento de
sintesis puede utilizar tres métodos para la generacién de fuente de iones Fe
para el dopado de la nanohidroxiapatita: Método REDUCTOR, Método
OXIDATIVO o Método de ADICION SIMULTANEA.

Este ultimo es el que hemos utlizado para la sintesis de nuestras
nanoparticulas nHAFe a 60°C. Se afiaden conjuntamente FeCl,.4H,O y
FeCl;6H,0 como fuente de iones Fe®y Fe® durante el proceso de

neutralizacion, a diferentes temperaturas de sintesis (25, 40 y 60°C).
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El protocolo experimental para la fabricacion de estas nanoparticulas, fue el

siguiente:
1°.-Se prepararon las siguientes disoluciones:

» FeCl,.4H,0 (Sigma Aldrich, pureza del 98%) 12.74 g en 75 ml de H,0O
destilada.

» FeCl36H,0 (Sigma Aldrich, pureza 97%), 17.86 g en 75 ml de H,O
destilada.

» H3PO4 (Sigma Aldrich, pureza 85%), 44.4 g en 300 ml de H,O destilada.

» Ca(OH), (Sigma Aldrich, pureza 95%), 50 g en 400 ml de H,O destilada
con agitacion magnética a 40°C.

2°.- Afadimos a la disolucion de Ca(OH),; previamente preparada en un

balon de reaccion de tres bocas, simultaneamente las disoluciones fuentes

de iones Fe**y Fe*".
3°.- Dejamos en reposo esta disolucion 24 horas.

4°.- Afladimos gota a gota durante 2 horas la disolucién de H3PO,4. mientras

la mantenemos con agitacion magnética a 60°C.

5°.- Tras la neutralizacion, dejamos el producto de reaccion con agitacion

magnética y calentamiento a 60°C durante una hora.

6°.- Dejando envejecer 24 horas el producto de reaccién a temperatura

ambiente sin agitacion.

7°.- El precipitado formado se centrifuga y lava 3 veces con agua destilada
8°.- Posteriormente se liofiliza el precipitado para eliminar la humedad.

9°.- Desmenuzamos en el mortero de agata el precipitado.

10°.-Por ultimo, lo hacemos pasar por un tamiz.

Se efectud una segunda sintesis, el procedimiento experimental fue el mismo;
exceptuando el tercer paso; es decir no se dejo la disolucion de Ca(OH), con

las disoluciones fuentes de iones Fe?* y Fe*" 24 horas en reposo.
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2. 2.- CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
Difraccion de rayos X

La técnica de difraccion de rayos X se ha empleado para estudiar las fases

presentes en las nanoparticulas sintetizadas, asi como su cristalinidad.

El andlisis de difraccion de rayos X (DRX) se ha llevado a cabo con un
difractometro PANalytical Xpert PRO, equipado con tubo de cobre
(ACUkamedia=1,5418 A, ACuka1=1,54060 A y ACuka»=1,54439 A), goniémetro
vertical (geometria Bragg-Brentano), rendija programable de divergencia,
intercambiador automético de muestras, monocromador secundario de grafito y
detector PixCel; pertenciente a los servicios generales de Rayos X de la
UPV/EHU.

Las condiciones instrumentales utilizadas han sido:

» Corriente del generador: 40 KV y 40 mA.
» Barrido angular: 5-70° 26
Es necesario tomar unos 50 mg de la muestra en polvo y depositarla sobre un

portamuestras de de acero inoxidable.

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision ha permitido la caracterizacion
estructural y morfolégica de las muestras mediante la adquisicién de imagenes
de las nanoparticulas de hidroxiapatita dopada con hierro preparadas y de las
nanoparticulas de magnetita. A partir de estas imagenes se ha podido calcular
el tamafio de las nanoparticulas, su distribucion de tamafios ademas de

visualizar su forma y su estado de agregacion.

Para visualizar las nanoparticulas en el microscopio electrénico de transmision
es necesario preparar una suspension diluida de éstas. A continuacion, se
toma una gota de esta suspension con una pipeta Pasteur y por ultimo se
deposita sobre una rejilla de cobre donde la gota se deja evaporar. Una vez
gue la rejilla se secé se introduce en el microscopio. La eleccién del disolvente
donde se suspenden las particulas es critica ya que de ello depende su

correcta visualizacion.

37



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

El disolvente debe ser de bajo punto de ebullicion y estabilizar total o
parcialmente a las nanoparticulas para que, al evaporarse la gota, las

particulas se depositen en la rejilla sin agregarse (Figura 2.1).

La visualizacion de las particulas se llevdo a cabo en un microscopio de la
marca Philips CM 120 Biofilter con médulo STEM, mapeado elemental vy
filtrado de iméagenes mediante EELS de los servicios generales de la UPV

/EHU; en la caracterizacion de las nanoparticulas magnéticas empleadas.

Figura 2.1. Nanoparticulas de hidroxiapatita dopada con hierro que hemos sintetizado

por el método de adicion simultanea.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Las micrografias obtenidas por SEM nos aportan informacion topografica,
morfolégica, de composicion quimica, de cristalografia, porosidad. Por este
motivo hemos esta usado esta técnica tanto para caracterizar las
nanoparticulas sintetizadas (morfologia, tamafio, estado de agregaciéon de las

particulas).

Se usO6 un microscopio electronico de barrido (SEM) HITACHI S-3400 N de los

servicios generales de la UPV/EHU.

La preparacién de las muestras de nHAFe para el SEM se llevd a cabo

depositando una pequeiia cantidad de nanoparticulas dispersadas en acetona.
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Magnetémetro de muestra vibrante (VSM)

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas nHAFe y nFe3zO4 fueron
determinadas mediante la medida de sus curvas M-H usando un magnetometro
de muestra vibrante (VSM) a 37°C (temperatura fisiologica); desarrollado por la
Universidad del pais Vasco, calibrado con niquel de una pureza de 99.995%. El
rango del campo magnético fue de +1.8 T (18 kG), con una resolucion de +20
uT (0.2 G).

Se trata de conocer la respuesta magnética (M), su imanacion de saturacion
(Ms), el valor de su campo coercitivo (Hc), al aplicar un campo magnético (H).
Para la caracterizacibn magnética se tomo6 una muestra en polvo (entre 5y 10
mg) en el interior de una capsula de gelatina. El polvo es compactado al fondo
de la capsula de gelatina al introducir algodén y asi dejarlo inmovilizado. Por
altimo, se coloca en una pajita de material que no da sefial magnética y se

introduce en el interior del magnetémetro.

2.3.- FABRICACION DE SOPORTES POROSOS

Los materiales porosos existen en una amplia variedad de aplicaciones
ingenieriles, fundamentalmente debido a sus buenas propiedades mecanicas,
flexibilidad de disefios y elevada reproducibilidad. Los materiales porosos se

pueden definir como una matriz sélida que contiene vacios o huecos.
Los materiales utilizados para la fabricacion de andamios fueron los siguientes:

la poli-e-caprolactona o PCL ( Purac Biomaterials Purasarorb (Holanda))
La poli-L-lactida o PLLA (Biomer L 9000 (Alemania)).
1,4-dioxano (Panreac p.a. ,pureza 99%, (Barcelona))
Cloroformo (Panreac p.a. ,pureza 99%, (Barcelona))

vV V V V V

Nanohidroxiapatita (Sigma Aldrich, tamafio particula <200 nm, peso

molecular de 502,31 g/ml.)

» Magnetita nanoparticulas (Sigma Aldrich, con tamafio particula entre 50
y 100 nm).

» Ambos polimeros fueron purificados mediante disolucion en cloroformo

antes de su utilizacion. Mediante cromatografia de permeacion de gel
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(GPC) fueron caracterizados, obteniendo los valores recogidos en la
siguiente tabla:
Tabla 2.1. Distribucion de pesos moleculares promedio en peso (Mw), el peso

molecular promedio en nimero (Mn) y el indice de polidispersidad (I=Mw/ Mn)

de los polimeros.

Polimero My M I=M/M,
PCL 130490 79760 1.636
PLLA 144221 104042 1.386

Los andamios tridimensionales se fabricaron mediante separacion de fases
inducida térmicamente (TIPS) con una concentracion Optima del 2,5% (w/v)
polimero (PCL y PLLA) en 1,4-dioxano [82].

Las proporciones peso/volumen mas éptimas para la fabricacion de soportes
porosos elegida fue un 2.5 % de polimero en relacion a la cantidad de

disolvente usado.

Para la preparacion de nuestras muestras; en primer lugar se disuelve el
polimero, en 1,4-dioxano y posteriormente afiadimos las nanoparticulas
magneéticas. La disolucion resultante es vertida en moldes de aluminio,
previamente al proceso de liofilizacion templamos todas las muestras a -60°C
para provocar la separacion de fases y se extraia el disolvente mediante

liofilizacion durante 7 dias.
Tanto con el PLC como con el PLLA el protocolo experimental fue:
1°.- Se pesan tanto el polimero como las nanoparticulas.

2°.- En un balén de reaccion se vierte la cantidad de 1,4-dioxano necesaria

para formar una disolucion al 2,5 % (w/v).

3°.- El polimero se introduce en el bal6n junto con el disolvente y se
disuelve mediante agitacion magnética durante 2 horas y a una
temperatura de 50 °C para obtener una disolucion homogénea. Durante los
tltimos minutos disminuimos la velocidad del agitador para evitar la
formacion de burbujas de aire.
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L

Soporte poroso

Figura 2 .2. Esquema de obtencién de nuestros soportes porosos

4°.- Se vierte el polimero disuelto, en un vaso de precipitados donde hemos
pesado previamente las nanoparticulas y agitamos con un agitador manual
y a la vez introducimos en el ultrasonido para homogeneizar las
nanoparticulas en el polimero. Posteriormente vertimos la disolucién

resultante en un molde de aluminio.

5°.- La separaciéon de fases es probablemente la parte mas delicada del
proceso, como ha quedado demostrado en estudios anteriores [82]. En
nuestro caso se optd por un enfriamiento a -60 °C, para ello los moldes con
la disolucién se introducen en la cubeta de un liofilizador (Telstar LioQuest
85), que ha sido previamente enfriado durante dos horas para facilitar el

proceso de congelacion.

6°.- Las muestras se sometieron a un ciclo completo de liofilizacion durante

una semana.

Los andamios de PCL o PLLA fueron fabricados con las siguientes
proporciones de nanoparticulas magnéticas segun recogen las Tablas 2.2 y
2.3:
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Tabla 2.2.- Composiciones sintetizadas de PCL- nanoparticulas magnéticas

Sistema PCL

nHAFe nFez04

%PCL %nHAFe | %PCL %nFez0,4

90 10 95 5
80 20 90 10
70 30 85 15
30 70 80 20
20 80

Tabla 2.3.- Composiciones PLLA/ nanoparticulas magnéticas

Sistema PLLA

nHAFe nFez04
%PLLA %nHAFe %PLLA %nFez;0,4
90 10 90 10
80 20 80 20
70 30 70 30
50 50 60 40
30 70 50 50
20 80 30 70

Se fabricaron también soportes porosos compuestos de ambos
homopolimeros puros sin nanoparticulas; para ayudarnos a evaluar y
comparar el comportamiento de los soportes magnéticos sintetizados. El
proceso de fabricacion es basicamente el mismo, salvo que no se afiade ni

magnetita ni nHAFe.
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Figura 2.3. Soportes porosos de PCL con 80, 70, 30, 10% de nHAFe de izda a dcha.

Figura 2.4. Soportes porosos de PCL con 20, 15y 5% de nFe;0, de izda a dcha.
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Figura 2.5. Soportes porosos de PLLA con 10, 20, 30, 50 y 70% de nHAFe de izda. a
dcha.

Figura 2.6. Soportes porosos de PLLA con 50, 30, 20y 10% de nFe304 de izda. a
dcha.
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2.4.- CARACTERIZACION DE SOPORTES POROSOS
Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Mientras que el TEM permite el estudio de la morfologia de muestras delgadas,
el SEM posibilita conocer la morfologia de la superficie de muestras gruesas,

por ejemplo, en el caso de nuestros andamios poliméricos tridimensionales.

Mediante esta técnica se pueden observar la morfologia, tamafio de los poros
de nuestros andamios y si existe interconexion entre ellos. Por otro lado, es
una técnica muy usada para ver el curso de la degradacion como afecta a la

morfologia del poro.

La morfologia de los andamios se evalu6 mediante el uso de un microscopio
electronico de barrido (SEM) HITACHI S-3400 N. Antes del andlisis las
muestras fueron metalizadas con una fina capa de oro en un metalizador
Emitec K550X a 1200 Vy 5 mA.

Figura 2.7. Muestras en el metalizador a la izda y muestras metalizadas en el

portamuestras a la dcha.

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Se registré el espectro de absorcion en el infrarrojo de las muestras mediante
un espectrémetro de Transformada de Fourier (FTIR, Thermo Scientific Nicolet
Avatar 370), equipado con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR,
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Pike Smart MIRacle) y un cristal ZnSe. Se realizaron barridos entre 4000 y 650
cm™ a una resolucién de 4cm™.

Figura 2.8.- FTIR Thermo Scientific Nicolet Avatar 370 equipado con ATR, Pike Smart
MIRacle

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las caracteristicas térmicas de los polimeros se determinaron mediante un
calorimetro diferencial de barrido (DSC, Q200 de TA Intruments) equipado con
un enfriador para poder alcanzar temperaturas de -90°C. Se utilizaron muestras
de entre 5y 9 mg que fueron encapsuladas en crisoles de aluminio. Como gas
de purga se empled nitrogeno con el fin de evitar la degradacion termo-
oxidativa de las muestras durante los experimentos. Los barridos se han

realizado con ratios de calentamiento y de enfriamiento de 10 °C/min.

Touch Screen (Pantalla
Tactll)

Lid (Tapa) Autosampler(Inyector
Automatico o Automuestreador)

s Autosampler Tray (Bandeja del

Automuestreador)

Figura 2.9.- Calorimetro Q200 de TA Intruments
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Para la PCL el rango de temperaturas fue de -90 a 120°C y para la PLLA de 0 a
220°C.

La primera rampa de calentamiento:

» composites de PCL: desde -90 hasta 120

» composites de PLLA: desde 0 hasta 220
Durante esta rampa, el material muestra informacion de su estado fisico y
morfolégico actual. Esta rampa es usada para evaluar el calor de fusion, 4Hy,
la temperatura de fusion, Ty, la temperatura de transicion vitrea, Tg, la

temperatura, T, y la entalpia de cristalizacion, 4H., del material.

Propiedades Magnéticas (VSM)

Las propiedades magnéticas de los composites magnéticos fueron
determinadas mediante la medida de sus curvas M-H usando un magnetometro
de muestra vibrante (VSM) a 37°C (temperatura fisioldgica); desarrollado por la

Universidad del pais Vasco.

Se tomdé una muestra de cada composite entorno a unos 15 mg y se fijo
mediante teflébn a una varilla de vidrio. Se coloca la varilla en el VSM. Se resta

la sefal del vidrio a la sefal de la muestra.

Cromatografia de Permeacion de Gel (GPC)

Se determind peso molecular promedio en peso (My), peso molecular promedio
en numero (M,) e indice de polidispersidad (I=M,,/M,), mediante el uso de un
cromatdgrafo de permeacion de gel (GPC, Perkin Elmer 200). Para ello las
muestras fueron disueltas en tetrahidrofurano (THF) al 2% y se utilizé un
refractometro diferencial Perkin Elmer 200 como detector. La calibracion se
realizé de acuerdo a los estandares del poliestireno con un caudal de 1 ml/min.
Se utilizaron cuatro columnas Phenogel (Phenomenex) en serie con un tamafio

de particula de 5 ym.
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2.5.- ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD IN VITRO

Los ensayos de citotoxicidad in vitro se utilizan para evaluar los posibles
efectos tdxicos de un material sobre células vivas. Entre los diferentes ensayos
gue se pueden utilizar para realizar esta medida estd el ensayo reduccion del
Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico (MTT), que es el
utilizado en este estudio. Los ensayos de citotoxicidad fueron realizados por
Sylvie Ribeiro (Universidad de Minho) y por Senentxu Lanceros-Mendez
(BCMaterials, Universidad de Minho).

Se utilizaron las células C2C12 (subclon de los mioblastos de ratén) por su
facil manejo y rapida proliferacion y esto permite que la utilizacion de esta

linea de cultivo en investigacion sea mas facil.

La evaluacion indirecta de la citotoxicidad de las muestras conforme a la norma

ISO 10993 parte 5, se realiz6 segun el siguiente protocolo:

1° Se cortaron y esterilizaron por UV durante 1 hora cada lado

membranas con 0,1 mg.mL™.

2° Cada muestra fue lavada 5 veces con disoluciéon tampén fosfato
(PBS), durante 5 minutos.

3° Las muestras fueron inmersas en una placa de cultivo de 24 pocillos
de poliestireno con DMEM conteniendo glucosa (Gibco) 4.5 g.L*
suplementada con un 10% de FBS (Biochrom) , ademas de un 1% P/S
(Biochrom), a 37 °C en aire con un 95% de humedad con un contenido

de un 5% de CO,. Fueron incubadas durante 24 horas.

4° Simultaneamente, células C2C12 se sembraron en la placa de cultivo
de tejido de poliestireno de 96 pocillos con una densidad de 2x10*
células.mL™ e incubadas durante 24 h, para permitir la unién de células

a la placa.

5° Después de este tiempo, el medio de cultivo de la placa de
poliestireno de 96 pocillos se elimind y se afnadieron los medios de

extraccion preparados (de nuestras muestras) a los pocillos (100 pl).

6° Posteriormente, se incuban las células durante 24 y 72 horas.
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7° Después de cada tiempo se cuantifico la evaluacion de la viabilidad

celular.

Se utiliz6 un 20% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Aldrich) como control

positivo y se empled el medio de cultivo celular como control negativo.

El ensayo MTT mide la actividad mitocondrial de las células, lo que refleja el
namero de células viables. En cada intervalo temporal, se retir6 el medio de
cada pocillo y se afiadid6 medio fresco que contenia solucion de MTT al 10%
(soluciéon madre de 5 mg MTT.mL™ en PBS, Sigma Aldrich). La cantidad de
células vivas es proporcional a la cantidad de formazan (de color purpura)
producido. Después de 2 h de incubacion, los cristales de MTT se disolvieron
con DMSO vy la densidad 6ptica se midié a 570 nm. De cada soporte poroso se

tomaron cuatro muestras.

El porcentaje de viabilidad celular se calculé a partir de la férmula:

Absorbancioa de la muestra

R o —
Viabilidad Celular® Absorbancia del control negativo X100 (2.1

2.6.- ESTUDIO DE DEGRADACION IN VITRO

En la realizacién del estudio de degradacion se utilizaron andamios de los dos
homopolimeros, con ambas nanoparticulas magnéticas; fabricados como se

detalla en el apartado 2.3.
Se ha realizado el estudio de degradacién de los siguientes sistemas:

» PCL/nHAFe con proporciones 10, 30, 70 y 80%.

» PCL/nFe304 (magnetita) con proporciones 5% y 10%

» PLLA/nHAFe con proporciones 10, 20, 30 y 70%.

» PLLA/nFe304 (magnetita) con proporciones 10, 30, 50 y 70%.
Las muestras fueron cortadas en trozos rectangulares de unos 0,5 cm? y peso
similar. Tras ser pesadas se introdujeron en tubos de ensayo idénticos que
contenian 10 ml de solucién tampén salina (PBS) suministrada por FLUKA
ANALYTICAL (Sigma Aldrich, EEUU) con un pH de 7,2, sumergiéndolas por
completo. La degradacion tuvo lugar en una estufa termostatizada a 37 °C y en

condiciones estaticas.
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Transcurridos las semanas de degradacion establecidas, las muestras eran
extraidas de los tubos de ensayos, retirdndose con cuidado la humedad
superficial y peséndolas para determinar la absorcion de agua. Las variaciones
en el pH de la soluciéon tampon fueron determinadas utilizando un pH-metro
PCE 228 (Instrumentos PCE, Espafa) y corregidas por temperatura.
Finalmente las muestras se dejaron secar varias semanas en estufa durante
las cuales fueron regularmente pesadas hasta que su peso se estabilizé. Asi se

pudo determinar el peso en seco tras la degradacion.

El porcentaje de agua absorbida (Wa%) se calcul6 mediante la siguiente

ecuacion:

w, — W,
s = e

r

x 100 (2.2)

donde W,, es el peso de la muestra tras retirar el agua superficial y W, es el

peso residual de la muestra seca después de la degradacion.
El porcentaje de pérdida de masa (W, %) se obtuvo mediante la siguiente

ecuacion:

W, — W,
W, % = % x 100 (2.3)
0

donde Wy, es el peso inicial de la muestra.
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Capitulo 3
Estudio de nHAFe

Estudios in vitro han demostrado que las nanoparticulas de HAFe; solas o
combinadas con &cido poli (L-lactico) o poli (e-caprolactona); influyeron
positivamente en las células tipo osteoblasto y en la viabilidad de las células

madre mesenquimales.[83-86].

Las nHAFe son biocompatibles, biodegradables y capaces de moverse por un
campo magnético externo [81, 83, 87]. Por ello este nuevo nanosistema
superparamagnético puede representar una alternativa novedosa a las SPION
para configurar dispositivos magnéticos, estimular aplicaciones nanomédicas
personalizadas, tales como: nano-portadores y andamios para liberacion de
farmacos dirigidos para ingenieria de tejido 6éseo con multi-funcionalidades
controladas a distancia [86)].

En los dltimos afios, se estan desarrollado apatitas nanocristalinas similares a
las presentes en las apatitas biol6gicas; denominandose biomimetic

nanocrystalline apatites (BNA).con las siguientes caracteristicas principales:

» Composicidn no estequiométrica.

> Presencia de los iones CO3* y HPO,",

» Los nanocristales irregulares con forma de placa alargadas a lo largo del
eje c de la estructura hexagonal de la apatita [88,89].

» Capa hidratada sobre la superficie del cristal [89].

3.1.- DIFRACCION DE RAYOS X

Se emplearon distintas técnicas para caracterizar el material obtenido mediante
sintesis. Todas ellas han sido previamente descritas en el apéndice | Técnicas
Experimentales, y todas son basicas para conocer las propiedades

estructurales, morfologicas y magnéticas del producto en cuestion.
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Wang y colaboradores sugieren que los parametros de red aumentan mientras

que la cristalinidad disminuye en la HA al aumentar los iones hierro [87].

La difraccion de rayos X en polvo (XRD) da el patrén esperado de
nanoparticulas de HA (Figura 3.1, picos marcados con circulos). La nHAFe
sintetizada a 60°C tiene un contenido muy alto de magnetita, como se deduce
de la intensidad de las reflexiones caracteristicas marcadas con un asterisco;
no se encontraron picos de ninguna tercera fase. VerificAndose que el aumento
de temperatura de sintesis produce un incremento de la cristalinidad tanto de la
magnetita como de la hidroxiapatita; aumentando por otro lado la cantidad de
magnetita formada como se puede apreciar en los picos de magnetita 20 = 36°
y 20 = 30° [81].

* Magnetite

Intensidad (a.u)

4

Figura 3.1.- Difractograma de nHAFe sintetizada, () picos de magnetita ,( .) picos de
HA.

Tabla 3.1: Picos de difraccion de rayos X (DRX) caracteristicos de la magnetita
(Fes04) como fase minoritaria, presente en la nHAFe sintetizadas.

20 (grados)® 35,42 | 62,51 | 56,95 | 30.10 | 43,05 | 53.39 | 37.66 | 18,15

Intensidad® 100 40 30 30 20 10 5 5

indices (hk)® 311 440 511 220 400 422 222 111

Angulo 26 en | 3565 62,86 | 57,2 | 30,21 | 43,35 | 53.65 | 37,53 | 18,02
nHAFe

D Referencia; JCPDS-ICDD Carta 19-629 Radiacion CuKa.
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Se observa que los sitios y la intensidad de los picos de difraccion son
consistentes con el patron estandar para la tarjeta JCPDS N° (25-166)
Cas(PO4)3(OH) y con la JCPDS N° (19-629) Fe30,.

Se puede observar que la sustitucion de Fe en la red de HA no distorsiona
notablemente la estructura [83, 86]. El Fe*" y el Fe®* ocupan diferentes
posiciones del Ca?* en el reticulo de HA, de modo que los iones Fe no estan
situados en la posicion intersticial de la celda sino en la posicion de sustitucion
de Ca [81, 83, 86, 90].

El ensanchamiento y la reducciéon de intensidad de los picos de difraccion se
deben a una mayor tension en la red a partir de la sustitucién de hierro, ya que
el radio de Ca** es mayor que el de Fe*" y Fe**. La posicién e intensidad del
pico del plano (211) depende en gran medida del estado de oxidacién del hierro
[91].

Utilizando los datos obtenidos gracias a las medidas XRD; mostrados en la
Figura 3.1. El tamafio de cristal de las nanoparticulas se determind empleando
la formula de Scherrer [92]. El software utilizado para el calculo de D fue
FULLPROF [93], obteniendo mediante este programa la anchura a media altura
del pico de difraccion (FWHM) (ver Figura 3.2).

Figura 3.2.- Anchura a media altura del pico de difraccién (FWHM)

El tamafio cristalino de las particulas (XRD) de nHAFe se calcul6 a partir de la

anchura del pico (211) que es el pico que posee mayor intensidad.

El valor del tamafio de particula extraido por esta técnica, en torno a unos 30

nm de media, puede estar afectado de errores sistematicos, como ya ha sido
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indicado por otros autores [94]. Por lo tanto, para poder obtener medidas mas
precisas del tamafio y morfologia [95] de las nanoparticulas, se empled la

miscroscopia electronica de transmision (TEM).

3.2.- MORFOLOGIA DE LAS PARTICULAS MEDIANTE TEM Y SEM

La morfologia de las nanoparticulas sintetizadas fue investigada usando TEM y
SEM, revelando un gran nuimero de puntos negros que corresponden a
inclusiones de fases ricas en hierro [86] y particulas con morfologia aciculada,
bastante heterogéneas respecto al tamafio, con anchuras alrededor de 25 nmy
longitudes entre 100 y 150 nm (Figura 3.3) como era de esperar para una

apatita biomimética nanométrica [86, 89].

B Mag HFW
110000 x 1,1 pm

K 75000 x658.7 nm — = S4800 5.0V 2.3mm x70.0k SE(M)

Figura 3.3.- Micrografias TEM a), b) y ¢) y SEM d) mostrando las nanoparticulasde de
HAFe.
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La nHAFe mostro una gran tendencia a formar agregados; lo que se atribuyo a
la gran cantidad de iones externos (es decir, Fe?*, Fe**, CO3%) que causan
distorsion de la red cristalina, reduccién de la regularidad periédica de largo
alcance y posibles modificaciones de la energia superficial. EI mayor desorden
estructural puede inducir la formacion de partes casi amorfas, especialmente
en la superficie, causando unién y adhesion de cristales mediante interacciones
inter-cristalinas durante la sintesis o en la post-sintesis, durante el secado [86,
89].

El menor tamafio iénico del hierro comparado con el calcio ayuda en el proceso
de nucleacion, evitando el engrosamiento de los cristales, obteniéndose

cristales mas finos [96].

3.3.- PROPIEDADES MAGNETICAS (VSM)

Mediante el magnetometro de muestra vibrante se realizd la caracterizacion
magnética de las particulas de nHAFe y magnetita a 37°C (temperatura
fisiologica). Es decir, se trata de conocer su respuesta magnética (M), su
imanaciéon de saturacion (Ms) y el valor de su campo coercitivo (Hc) al aplicar

un campo magnético (H) a temperatura fisiologica.
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Figura 3.4.-Curva de imanacion de nHAFe. Inserto: ampliacion del ciclo de histéresis
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El ciclo de histéresis Figura 3.4, present6 forma de “cintura de avispa”, lo que
indica la presencia de fases ferrimagnéticas de diferentes coercitividades o
combinacion de granos de dominio simple (SD) y granos superparamagnéticos
(SP).

Tauxe y colaboradores [97], examinando los ciclos de histéresis wasp-waisting

(cintura de avispa) llegan entre otras a las siguientes observaciones :

1. puede ser facilmente generados por poblaciones de granos
monodominio y superparamagneticos (SP).
2. se requiere una contribucion SP que satura rapidamente generando un

empinado ciclo inicial.
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Figura 3.5.- Ampliacion de los ciclos de histéresis de las nanoparticulas utilizadas, se
observa claramente la forma de cintura de avispa en la nHAFe (nHAFe+nFe;0,) a la
izquierda frente a nFe;O, a la derecha

Zilm y colaboradores estudiaron como las propiedades magnéticas en las
apatitas dopadas con hierro, se ven afectadas por el estado de oxidacién del
hierro y por el tamafio de particula, la sustitucion de Fe** y Fe**: con tamafio
similar a las nuestras y forma aciculada; presentaron propiedades

superparamagnéticas [91].
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El valor de imanacion de saturacion de la nHAFe a 1.5 T fue de 4,45 emu / g,
confirmando la propiedad magnética debida a la sustitucion de hierro en la red
de iones de HA [6]. En las nanoparticulas, el valor del campo coercitivo, = 3 mT
(= 30 G), era bajo, pero no lo suficientemente bajo como para surgir el
comportamiento superparamagnético (SPM) puro, no interactivo de las
particulas de Fe. Mientras que el tamafio de las particulas puede justificar el
magnetismo de SP en particulas aisladas, la interaccion de particulas dio lugar
al comportamiento ferromagnético del compuesto, lo que también se confirma

por la rapida saturacion de las curvas.

3.4.- ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Los espectros de FTIR fueron utilizados para identificar los grupos funcionales
de las nanoparticulas de HAFe sintetizadas ademas ofrecen informacién
adicional sobre la composicidn y caracteristicas estructurales de las particulas
de nHAFe [98]. Esta técnica permitio detectar la presencia de la fase magnetita

en el nanomaterial sintetizado.
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Figura 3.6.- Espectro (FTIR) correspondiente a nHAFe y nHA

En las Figuras 3.6 y 3.7 se muestra el espectro infrarrojo de las nanoparticulas
sintetizadas con el objeto de determinar posibles interacciones. La nHAFe
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mostro las mismas bandas de absorcion que HA. La presencia de hierro no
parece haber influido en el enlace quimico dentro de la estructura de la apatita
[96].

Absorbancia

| | | | | | | |
1850 1650 1450 1250 1050 850 650 450
Numero de Ondas (cm'l)

Figura 3.7.- Espectro (FTIR) correspondiente a nHAFe

Nano-hidroxipatita dopada con hierro (nHAFe):

Las bandas de absorcion caracteristicas para la nHAFe se presentan en la
Tabla 3.2:

NUumero de  Grupo Observacion
Ondas (cm-%)
3560 -OH  Vibracién de estiramiento de grupos OH
3450 H,O  Vibracion de deformacion del H,O de cristalizacion
1640 H,O  Vibracion de deformacion del H,O de cristalizaciéon
1457 CO5*  Vibracion caracteristica de apatita carbonatada Tipo B
1420 COs*  Vibracion caracteristica de apatita carbonatada Tipo B
1087 -PO4*> Vibracién de estiramiento del grupo -PO4*>
1047 -PO4%> Vibracién de estiramiento del grupo -PO4>
1032 -PO4* Vibracién de estiramiento del grupo -PO4*
962 -PO4*>  Vibracién de estiramiento del grupo -PO4*
870 COs%  Vibracion caracteristica de apatita carbonatada Tipo B
603 -PO4%> Vibracién de deformacién del grupo -PO4*
580 -PO4*> Vibracién de estiramiento del grupo -PO4*
565 -PO4*> Vibracién de deformacién del grupo -PO4*
580-565 Fe-O Deformacién de los sitios octaédricos y
tetraédricos
471 -PO4*> Vibracién de deformacién del grupo -PO4*
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La banda ancha observada a 3450 y 1640 cm™ indica la absorcion de agua en
la celda cristalina [99-102]. Ademas, la banda de hidroxilo a 3560 cm™ se
redujo a un hombro en la banda de agua para HAFe.

Las bandas de absorcién a 580, 962, y 1032 cm™ y las de 471, 565, y 603 cm™
son atribuidas al modo de estiramiento y al modo de deformacién del PO,> en

la HA, respectivamente

Aparecen bandas anchas a longitudes de onda de 870 (v.), 1420 y 1457 cm™
(vs) asignables a las vibraciones COs* caracteristicas de la mayoria de las
apatitas carbonatadas de tipo B (esto es, CO5” sustituyendo a PO,*) también
estaban presentes [4,18,19]. La muestra no mostré la banda de absorcién
tipica a 1540 cm™ que se encuentra en las apatitas carbonatadas de tipo A
[103-106].

Los picos de las particulas de 6xido de hierro correspondientes a la vibracion
de los sitios octaédricos y tetraédricos del enlace Fe-O, no aparecieron ya que
las absorciones a 575 y 580 cm™ estan enmascaradas por los picos del HA
[107].
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Capitulo 4

Caracterizacion del sistema PCL-

NPMs. Estudio de degradacion

En la bibliografia existen algunos estudios que han analizado la evolucién de
las propiedades de andamios de PCL durante la degradacion in vitro [108-118].
En estos estudios se trata de reproducir las condiciones del interior del cuerpo
humano mediante la utilizacion de soluciones como el tampén fosfato salino
(PBS) o, como el fluido corporal simulado (SBF), para mantener un pH estable.
Los andamios se sumergen en estas soluciones durante ciertos intervalos,

mientras se mantienen a temperatura fisiolégica (37°C).

En este capitulo de la memoria se analizardn el comportamiento frente a la
degradacion in vitro en una solucién salina de pH 7,2 durante 28 semanas a
37°C del sistema PCL-nHAFe y de PCL-nFe304 en el primer y segundo

apartado respectivamente.

Algunas conclusiones derivadas del estudio de la degradacion in vitro de estos
sistemas ofrecen informacion muy interesante sobre el comportamiento in vivo
de este material, siendo un paso esencial en la caracterizacion de un
dispositivo para la ingenieria de tejidos. Aunque, los resultados in vitro no se

pueden extrapolar directamente a las condiciones in vivo.

4.1.- SISTEMA PCL-nHAFe. ESTUDIO DE DEGRADACION IN VITRO.

En los soportes porosos realizados hemos incorporado particulas bioactivas de
nHAFe, con proporciones, 0, 10, 30 ,70 y 80 % del total de la masa del
polimero, durante 28 semanas. Cada 1, 5, 8, 10, 12, 16, 20, 25, y 28 semanas
hemos ido sacando las muestras para realizar los estudios de degradacion in

vitro: absorcion de agua, pérdida de peso y masa molecular, polidispersidad,
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pH del medio, morfologia, caracteristicas qumicas, propiedades térmicas y

propiedades magnéticas.

Hemos incluido composiciones como la de un 70% de nHAFe, con el fin de
obtener un andamio que se asemeja a la composicion quimica del tejido éseo,
la proporcion en peso entre la fase mineral y la fase organica esta entorno al
70/30 % en peso [119].

Otros autores [85, 120] han desarrollado un procedimiento sintético para
obtener una HA magnética sustituida por (Fe2+, Fe3+), pero, no han estudiado

la degradacion in vitro.

4.1.1.-Estudio de la morfologia por microscopia electrénica de barrido
(SEM)

El TEM permite el estudio de la morfologia de muestras delgadas, mientras que
el SEM posibilita conocer la morfologia de la superficie de muestras gruesas,

por ejemplo, en el caso de nuestros andamios poliméricos tridimensionales.

La preparacion de las muestras consiste en su metalizacion que, ademas de
hacer conductora la superficie, permite eliminar la electricidad estatica,

minimizar el dafio por radiacion y aumentar la reflectividad electronica.

La porosidad de poros abiertos interconectados es un parametro vital, permite
la infiltracion celular en el interior del material, el intercambio i6nico con el
medio, la adhesion, diferenciacion y proliferacion de células que formaran el
nuevo hueso, asi como la vascularizacion [109, 121]. Una mayor porosidad
abierta mejora la osteogénesis, esta teoria ha sido verificada por numerosos
estudios [109, 122-124].

La morfologia de la microestructura de los andamios de PCL con distintos
porcentajes de nHAFe sin degradar se muestra en la Fig. 4.1(c), (e), (g9), (i) se
puede observar que los poros en el armazon estan uniformemente distribuidos
y bien interconectados con tamafios en el intervalo de 150-40 um. El grado de
interconectividad de los andamios porosos es mas significativo que el tamafio

de los poros, ya que la red vascular necesita para la nueva adhesion y
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formacion 0sea de una excelente interconexion [109, 125]; que facilitara una

mayor disponibilidad de nutrientes y oxigeno. [109, 126, 127].

Estos andamios no poseen una morfologia anisotropica con morfologia tubular
con estructura interna similar a la de una escalera, tipica de la separacion
sélido-liquido; por lo tanto la separacion de fases que origina la formacion de

estos andamios sera liquido-liquido [128-131].

Por otro lado, entre los dos tipos de separacion liquido-liquido; nos decantamos
por el mecanismo de nucleacién y crecimiento por el tamafio de poro no muy
grande, pero altamente conectados; concretamente nucleacion heterogénea
provocada por la presencia de las nanoparticulas. Poros de menor tamafio son
obtenidos mediante un temple rapido usando la técnica de liofilizacion [128-
131]. En nuestro caso, nos vimos obligados a asegurarnos de que esto fuera
asi, porque de lo contrario se producia la precipitacién de las nanoparticulas en

el fondo del andamio.

La inclusion de nHAFe, particulas bioactivas, en pequefias cantidades, hace
que éstas actluen como agentes nucleantes [132]. Cuando se afiaden
porcentajes menores del 30%, no parece afectar al tamafio de poro 4.1 (c).
Aungue se produce en general, una disminucion del tamafio de los poros, al
aumentar el porcentaje de nanoparticulas, como se puede observar en la
Figura 4.1 (e).

Al aumentar el contenido de nHAFe, se puede apreciar una apariencia mas
fibrosa, Figura 4.1 (g), (i), parece como si los poros hayan sido estirados,
apareciendo microporos en las paredes de estas muestras.

La morfologia de los andamios con la adicion de grandes cantidades de
nanoparticulas de HAFe provoca la formacién de un poro mas pequefio, sus
paredes se engrosan y producen una morfologia mas irregular (véase la Figura
4.1). Estos cambios se producen porque las nanoparticulas perturban la
cristalizacion del disolvente y modifican el patron de crecimiento de cristales
haciéndolos mas irregulares [128, 129, 133]. El resultado es una estructura

mas irregular e isotrépica y con poros mas pequefios.

63



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

* g 3 ol s LT 7Y
$4800 15.0kV 8.0mm x500 SE(M) 4800 15.0KV 8.0mm X500 SE(M)

4

S4800 15.0kV 8.0mm x500 SE(M)

e

$4800 15.0kV 8.0mm x500 SE(M)

64



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

h - gy : A A e o

S4806 15.0kV 8.0mm x500 SE(M) 100um S4800 15.0kV 8.0mm x500 SE(M)

Figura 4.1.-Micrografia SEM de la morfologia superficial del PCL. (a) PCL antes de
degradar. (b) PCL después de 8 semanas de degradacion “in vitro”. (c) PCL/10
%nHAFe antes de degradar. (d) PCL/10% nHAFe después de 28 semanas de

degradacioén ‘“in vitro” (e) PCL/30% nHAFe antes de degradar. f) PCL/30% nHAFe

después de 28 semanas de degradacion “in vitro”. (g) PCL/70%nHAFe antes de
degradar. (h) PCL/70% nHAFe tras 28 semanas de degradacion “in vitro” (i) PCL/80%
nHAFe sin degradar. (j) PCL/80% nHAFe después de 28 semanas de degradacion.

Circulos rojos sefalando fibras, circulos azules cristales de hidroxiapatita

La porosidad de los andamios es de gran importancia en el comportamiento de
su degradacion. La alta porosidad, con una gran superficie especifica podria,
por una parte, aumentar la velocidad de hidrdlisis y producir grandes
cantidades de subproductos &cidos. Por otro lado, una buena porosidad del
andamio, que permite una estructura de poros interconectada, podria facilitar
que los subproductos &acidos, responsables del proceso de degradacion
autocatalitica, se difundan facilmente fuera del andamio. La alta porosidad
proporciona una mejor interconectividad de los poros, reduciendo la
acumulacion de iones de hidrégeno y provocando una velocidad de

degradacion mas lenta [134].

Después de 28 semanas de degradacién en PBS a 37° C, la morfologia de los
andamios PCL no mostré diferencias visuales en comparacion con el dia 1 del
experimento. La estructura era aun suave y libre de defectos (véase la Figura
4.1). La observacion SEM reveld cambios apreciables en la morfologia de la
superficie de estas muestras y se observaron microporos en las paredes de los
andamios degradados de 28 semanas. Por otro lado, se puede apreciar un

cambio en la morfologia de la superficie, que pasa de tener un aspecto suave a
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ser mas rugosa, ver Figura 4.1 (d), (f) y (h). Este aspecto podria ser debido a la
formacioén de cristales de hidroxiapatita formados durante la inmersién en PBS;
en general, el mecanismo de formacion de la hidroxiapatita es la reaccion de
disolucién-precipitacion, comienza con la disolucion parcial de los iones de
calcio de la nHAFe y luego reacciona con los iones de fosfato del PBS para
formar cristales aciculados de hidroxiapatita [134]. Aunque, no aparecen
productos de degradacién, si podemos observar alguna particula de nHAFe en
las partes visibles de las paredes de los andamios. Podemos concluir,
partiendo del analisis de los resultados experimentales de SEM que no habia
evidencia morfolégica de la degradacién del andamio, a excepcién del tamafio
de poro mas pequefio que si hemos podido observar.

4.1.2.- Caracterizacion de la estructura quimica y analisis del proceso

degradativo por Espectroscopia Infrarroja, FTIR

La utilizacién de un ATR nos permitié realizar los espectros sin modificar la
estructura de nuestros andamios, al no requerir las muestras ningun tipo de

preparacion.

El analisis FTIR se utiliz6 para determinar las bandas tipicas relativas a los
grupos funcionales presentes en la hidroxiapatita y en el polimero; y también
para estudiar la posible interaccion entre las fases organica e inorganica en los
andamios. Ademas esta técnica permite caracterizar las muestras de polimeros

sometidas al proceso de degradacion.

En el apartado 3.4 hemos realizado el estudio de las bandas representativas de
la nHAFe (ver Figura 3.7). En la Figura 4.2 se recogen las bandas

caracteristicas del polimero puro sin nanoparticulas.

En la Figura 4.3 se presentan los espectros FTIR-ATR de los andamios
estudiados, el de PCL puro y la nanoparticulas utilizadas en la fabricacion de
esta serie. Si observamos el espectro podemos ver que no hay aparentemente
ninguna banda de absorcion que haya alterado su posicion, por lo que
podemos decir que el polimero no ha interactuado quimicamente con la

nHAFe, sino que ésta se encuentra dispersa de forma homogénea. Esta

66



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

afirmacion confirma las observaciones realizadas en el apartado anterior
(SEM).
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Figura 4.2.-Espectro (FTIR) correspondiente a PCL puro

Mediante este analisis se confirma ademdas la incorporacion del relleno
inorganico (HAFe) a la matriz organica del material (PCL), a través de la
combinacion de bandas caracteristicas de la estructura de esta nanoparticula

en los espectros correspondientes como se puede ver en la Figura.4.2. y 4.3.
Se observaron bandas vibratorias acentuadas, tipicas de hidroxiapatita:

> Las correspondientes a grupos fosfatos: v3(1087,1047,1032 cm™),
01(962 cm™!) y v, (603 cm™)
» Las correspondientes a grupos carbonatos en posiciones del grupo

fosfato: v3(1457 y 1420 cm™) y v2(870 cm™)

Las absorciones de carbonato demuestran que el material sintetizado es
nanohidroxiapatita carbonatada. La posicion de las bandas de carbonato indica

que se trata de una hidroxiapatita de tipo B [135, 136].

Por otro lado, las sefiales de fosfato son amplias, lo que significa una rica
variedad de microambientes que resultan de un pequefio tamafio de cristal
[135].
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Figura 4.3.- Espectros (FTIR) de absorcion de muestras de PCL, PCL-30%nHAFe,
PCL-70%nHAFe y nHAFe.
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Figura 4.4.- FTIR-ATR serie PCL-nHAFe a la izda de 3100 a 2700 cm™ y a la dcha. de
1800 a 600 cm™ .Bandas de PCL (azul) y nHAFe (naranja).
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En la Figura 4.3. los espectros IR de los andamios PCL-nHAFe, no aparecen

las bandas caracteristicas de la regién entre 3500 y 3000 cm™

correspondientes a los grupos OH™, mientras que en la nHA se ven claramente.
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Figura 4.5- Espectro (FTIR) PCL, PCL-10%nHAFe de 0, 8, 20y 28 sd.

En la Figura 4.4 podemos observar como al disminuir la cantidad de polimero
en la mezcla, disminuye la intensidad de todos los picos del polimero,
exceptuando el modo de vibracion del grupo -C-O-C=0 asimétrico a 1100 cm™
que sufre el solapamiento con los modos de vibracion vz y v; del grupo fosfato
de la hidroxiapatita. En esta misma situacibn aumentan su intensidad las
bandas caracteristicas de los modos de vibracién vz vi y vs de los grupos
fosfato, pero no este aumento no se aprecia en las bandas de vibracion de los

grupos carbonatos.
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Figura 4.6- Espectro (FTIR) PCL-30%nHAFe de 0, 8, 20y 28 sd

Otros investigadores han estudiado mediante esta técnica la degradacion de
este polimero y han fijado su estudio de degradacion en tres bandas, que se
ven afectadas si se produce la escision del enlace ester, produciendo un grupo
carbonilo y un grupo alcohol [137, 138].

» En primer lugar, estudiar las posibles variaciones en las longitudes de
onda 630 cm™ y 3400 cm™ por si aparecen las bandas representativas
de los grupos hidroxilo (OH-) [139-141].

» Una segunda zona de observacién fue la regién entre 1100 y 1050 cm™,
donde nos fijaremos en si se produce un aumento de intensidad en
estas bandas, si este doblete aumenta su intensidad de bandas, indicara

gue se esta produciendo una transformacion atribuible al enlace C-O

70



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

» Hacer un seguimiento de la variacion de una banda caracteristica de la
PCL, en la zona de 1600-1800 (cm™) asociada al grupo carbonilo C=0
del grupo éster (1725-1735 cm™) o del grupo &cido (1600 cm™).

> Una Ultima zona de observacion fue la regién entre 1100 y 1050 cm™, en
donde veremos si se produce un aumento de intensidad en estas
bandas, si este doblete aumenta su intensidad, indicara que se esta
produciendo una transformacion atribuible al enlace C-O

LN
10 0
[ 1l HO I
~CH2-CH2-CH2-CH2-CHayC-0p —— ~CH2-CH2-CHa-CH2-CHJ-C-OHp~ + [HOCHa~
~

Figura 4.7.- Esquema de la degradacion de la PCL

En las Figuras 4.5, 4.6 y 4.8 podemos observar las diferentes bandas de
absorcion y su evolucién con el tiempo de degradacion. La curva de color roja

representa el espectro original de la PCL puro sin degradar.

Cabe destacar la aparicion de bandas invertidas en algunos de los espectros
de compuestos PCL-nHAFe degradados; esta forma an6mala de la banda IR
se ha observado anteriormente con moléculas organicas dispersas en discos
KBr [142-144]. Este efecto, conocido como el "efecto Christiansen” se atribuyé
a la diferencia entre el indice de refraccion de las moléculas organicas y el KBr
[142-144]. En nuestro caso al utilizar ATR no preparamos pastillas de KBr con
nuestras muestras, sino que realizamos la medida directamente sobre el
andamios, pero como los andamios tienen una alta concentracién de poros de
muy pequefio tamafio que estan probablemente llenos de aire, debido a la
diferencia entre el indice de refraccién del aire atrapado en los poros y el
composite poroso se puede explicar la presencia de los picos de absorcion

invertidos.

Esta banda invertida, no ha sido observada en los espectros FTIR sin degradar,
unicamente la hemos observado en la semana 20 de degradacion para las
composiciones de PCL-10% nHAFe y de PCL-30%nHAFe y en la semana 25
de la composicion PCL-80%nHAFe.
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Durante el proceso de degradacion no aparece una banda de absorcion que se
pueda corresponder con el estiramiento de los grupos terminales carboxilo
C=0 a 1700 cm™ para las distintas composiciones de PCL-nHAFe; que seria
una sefial de la hidrdlisis de las cadenas [113]. Unicamente en la composicion
PCL-70%nHAFe en la semana 28 de degradacion se observa un pequefio

hombro en esta zona (Figura 4.8).

el 1 3 |

8,120 sd 8 20 sd

© i o SV N (]

2 E

5 &

2 2

(@] (@]

n 0

o} Q0

<|8sd /\L < 8sd /
v
0 sd 0sd
S S S R S I Y HO S S W NS WY
3500 3250 3000 2750 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Numero de Ondas (cm™) Namero de Ondas (cm™)

Figura 4.8- Espectro (FTIR) PCL-70%nHAFe de 0, 8, 20y 28 sd.

Préximas a las longitudes de onda 630 cm™ y 3400 cm™ no aparecen las

bandas representativas de los grupos hidroxilo (OH-)[35-37].

Para la investigacion de los grupos carboxilo y carbonilo, durante el tiempo de
degradacion, los picos C-O y C = O en las semanas que no son la semana 0
parecian ser aleatoriamente mas altos o mas bajos que los picos en la semana

0, lo cual era inusual y dificil de explicar, resultados que coinciden con los
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obtenidos por otros investigadores [145]. La razén de esto es la utilizacion del
ATR, cuando no se ajusta la muestra al cristal con la misma intensidad se

produce una variacion en la intensidad de absorcion de todo el espectro.
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Figura 4.9.-Espectro (FTIR) PCL80%nHAFe de 0, 8, 16 y 25 sd.

4.1.3.- Andlisis Térmico por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

En este estudio hemos realizado un analisis de las propiedades térmicas del
material en funcion del tiempo de degradacion, con la finalidad de comprender
como las caracteristicas y propiedades del sistema estan siendo afectadas por
el proceso de degradacion hidrolitica.

Las transiciones térmicas de los soportes porosos fueron analizadas

sometiendo las muestras a 3 barridos:

> 1%.Barrido: calentamiento, obtenemos informacion del estado actual.
Evaluando la temperatura de fusién T, y la entalpia AHn,.

» 2° Barrido: enfriamiento. Obtenemos la temperatura de transicion vitrea
Ty, la cual es indicativa de los movimientos de los segmentos de las

cadenas poliméricas. También obtenemos la entalpia de cristalizacion y

73



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

la temperatura de cristalizacion, ya que el PCL es un polimero
semicristalino, AH., la temperatura de cristalizacion T, etc.

> 3° Barrido: calentamiento es igual que el primero y se utiliza para
estudiar el estado de equilibrio de las muestras una vez eliminada su

historia térmica.

Los resultados obtenidos para este sistema se recogen en las Tablas 4.1-4.3.

Tabla 4.1.-Pardmetros térmicos en funcién del tiempo de degradacion de las muestras
del Sistema PCL-nHAFe:

Muestra PCL 1 Barrido 2° Barrido 3% Barrido
tdeg(sem) Tm, AHm, | Tc(°C) AHc Tm, | AHm, | Xc%* | CF%"
(°C) (J/9) (J/9) (°C) (J/9)
0%nHAFe 60.2 107.4 25.6 64.7 57.0 83.2 77 60
10%nHAFe 59.8 92.4 26.2 54.7 58.8 65.2 66 59
Osd
5sd 63.5 94 28.2 55.3 56.2 65.6 67 59
8sd 64.8 103 27.7 60.9 57.6 66.8 74 59
10sd 63.3 108 27.7 64.3 55.4 68.5 77 59.5
16sd 57.2 81.2 26.6 60.5 56.6 68.1 58 74.5
20sd 63.7 94 23.4 575 55.5 70 67 61
25sd 68.8 98.5 28.8 57.8 55.7 70.5 70.5 59
28sd 63.8 100 27.8 59.8 55.7 71.5 72 60
20%nHAFe 59.9 85 28.3 51.3 56.9 65.9 61 60
Osd
30%nHAFe 60.2 77 26.7 475 57.5 54.2 55 61.5
Osd
5sd 62.6 81.6 28.8 50.3 55.4 56.8 58.5 61.5
10sd 63.5 82.6 27.6 51 57.4 57.3 59 61.5
16sd 62.8 83 27.5 49 57.9 57.8 59.5 61.5
20sd 63.3 82.5 28.2 48 57.4 55 59 58
25sd 62.6 78 28.1 45.9 56.8 54.2 56 59
28sd 65.7 76 29.4 44.7 56.5 53.6 54,5 59
70%HAFe0sd 56.9 32.6 29.5 17.8 54.7 23.9 23 54.5
5sd 61.1 35 29.9 19.6 54.8 26.7 25 545
10sd 60.5 25 30.5 14.2 54.8 17.6 18 56
16sd 60.9 27 30.5 13 54.9 19.6 19.5 48
20sd 61.2 45 29.7 27 54.6 31.2 32 60
28sd 66 37 30.8 13 55.6 19 26.5 35
80%HAFe 54.7 19.6 28.4 10.8 51.4 14 14 55
Osd
5sd 58.1 20.1 29.4 11.1 52.1 14.4 14.5 55
10sd 58.7 21.9 29.7 12 53.1 15.7 16 55
16sd 60.5 23 29.5 6.4 52.7 11.2 16.5 28
20sd 58.2 19.6 23.5 10 52.4 10.9 14 51
25sd 60.3 21.2 29.6 13.2 52.9 18.3 15 62
28sd 61.3 19 21.8 13.3 52 17.6 13.5 70
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Tabla 4.2.- Valores de T4(°C) en los andamios en funcion de la cantidad de la cantidad
de nHAFe.

%nHAFe 0 10 20 30 70 80

T4(°C) -58,9 -59,2 -60,1 -55,8 -55,4 -54,2

Muestras sin degradar

El analisis de DSC muestra que la adicion de nanoparticulas en los andamios
ha modificado el polimero, habiendo producido un decrecimiento en la
cristalinidad (X:%) de 77% en el andamios de polimero puro, a 66% en PCL-
10%nHAFe, llegando hasta el 14% en el PCL-80%nHAFe, como se recoge en
la Tabla 4.1.

Teniendo en cuenta las propiedades térmicas de los compuestos, debemos
seflalar la importancia de la Tq. Como se muestra en la Tabla 4.2, la T4 de las
muestras con un 10% y con 20% de nHAFe disminuye con el aumento de la
fraccion de carga en comparacién con el polimero puro. Un fendmeno similar
ha sido observado por Razzaq et al. [146] y posteriormente por Gall et al. [147].
Se plantea la hipétesis de que la adicién de grandes cantidades de particulas
dificultan el proceso de cristalizacion del polimero y por ello disminuye la
cristalinidad. La interfase particula-matriz puede ayudar a aumentar la
velocidad o el numero de frentes de crecimiento de transicion en la nanoescala,
lo que resulta en una transicion general mas rapida [147]. Sin embargo para
concentraciones mayores la transicion vitrea aumenta, este incremento puede
ser debido a que las nanoparticulas incrementan la rigidez de las cadenas

macromoleculares [148].

En el caso de las nuestras sin degradar, es evidente que su temperatura de
fusion no fue apenas alterada para las composiciones con un contenido de
nanoparticulas de 10, 20 y 30% con respecto al polimero puro tomando un
valor ~60°C, Tn; por tanto su estructura cristalina no ha sido alterada con
cantidades de nanoparticulas hasta el 30%, como confirman los termogramas
de DSC. Mientras que para las composiciones con un contenido de 70 y 80%,
se produce una disminucion apreciable hasta 57 y 55°C respectivamente; esto

puede deberse a que la introduccion de grandes cantidades de nHAFe en las
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cadenas de polimero las hace mas rigidas y por lo tanto disminuyen su
cristalinidad. Por otro lado el area bajo el pico de fusion, entalpia de fusién
(4Hn), disminuye claramente con el aumento de la concentracion de nHAFe,
incluso para la composicién con un contenido del 10% de nanoparticulas que
baja a 92,4 J/g siendo la entalpia de fusion del polimero puro de 107,4 J/g; y
llega a disminuir hasta 19,6 J/g para la composicion con un contenido de 80%
nHAFe.

En resumen, las muestras con mayor contenido de particulas de nHAFe
disponen de menor cristalinidad y entalpias de fusion. Esto es debido a que las
nanoparticulas afiadidas aumentan la rigidez de las cadenas poliméricas, lo
cual es observable tanto en el porcentaje de cristalinidad, como en la
temperatura de transicion vitrea. Ademas la adicion de grandes cantidades de

nanoparticulas provoca su coalescencia y de ahi los cambios observados.

La cristalizacion de un polimero depende de la capacidad de sus cadenas para
moverse y formar una estructura cristalina. La entalpia de cristalizacion (4Hc)
es indicativa de la longitud de cadena del polimero. Solamente las regiones

cristalinas del polimero tienen una temperatura de fusion.

Por otro lado, la temperatura de transicion vitrea es caracteristica de la fase
amorfa y por tanto, es mas importante en polimeros amorfos, dandose con
tanta mayor intensidad cuanto menor es la cristalinidad del polimero, por tanto
debido a la alta cristalinidad de la PCL inicial, la transicion T4 se ha

caracterizado por su baja intensidad.

Ademas, todos los termogramas de DSC revelaron dos picos caracteristicos
diferentes en todas las muestras con nanoparticulas, es decir, un pico de fusién
endotérmica a 54,7-59,8°C en el primer barrido y un pico de cristalizacién
exotérmica a 26,2-29,5°C en el segundo barrido; como se puede observar en la
Figura 4.10.

A este propésito, debe recordarse que la T, depende de la longitud de los
segmentos moleculares ordenados del cristal: los cristales gruesos pueden
fundir a una mayor temperatura y los delgados a una menor. Los polimeros
raramente cristalizan con tamafos de cristal del mismo espesor, variando a lo

largo de todo el material. Con ello podemos asegurar que la temperatura Ty
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viene definida por la correspondiente a los cristales mas gruesos, mayores y
mas perfectos que se puedan obtener, de modo que la cristalizacion se
produce en un sistema con muchas restricciones; el nimero de enlaces inter-
cristalinos es alto y el porcentaje de regiones amorfas no cristalizables aumenta
al aumentar la concentracion de particulas. El CF% es similar para el PCL con
0, 10, 20 y 30% de nanoparticulas (59-61.5%); mientras que para contenidos
superiores disminuye hasta ~55%.

Muestras degradadas en PBS

El ensayo de DSC en este estudio se utilizé para determinar la temperatura de
transicion vitrea, Ty, y los cambios de la misma durante la degradacion. De
forma similar a la temperatura de fusion, T, que depende del peso molecular
del polimero y la T4 disminuyen debido a la reduccion del peso molecular,
durante la degradacion, las cadenas largas de la molécula se rompen en
cadenas mas cortas dando como resultado la reduccion del peso molecular
[149].

Tabla 4.3 Valores de T4(°C) en funcién de la cantidad de nHAFe y tiempo de

degradacion (semanas).

Muestra T4(°C)

PCL/%nHAFe 0Osd 5sd 10sd 16sd 20sd 25sd 28sd

10% -59,2 -59,4 -59,7 -64,2 -589 -62,5 -62,7
30% -558 -579 -59,2 -59,5 -623 -62,3 -62,6
70% -554 -57,2 -60,5 -585 -61,2 -62
80% -54,2 -554 -56.1 -61,3 -62,6 -62,5 -63,2

Como se muestra en la Tabla 4.3, la T4 se desplaz6 a temperaturas mas bajas
cuando el tiempo de degradaciéon aumentd. En este sentido, la temperatura de
transicion vitrea se desplazé en la semana 28 hasta un valor entorno a -62°C

para todas las composiciones, siendo esta disminucién mayor cuanto mayor es
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la cantidad de nanoparticulas, si tenemos en cuenta el valor inicial de cada

composicion.

El grado de cristalinidad aumenta al principio y luego disminuye después de las
20 semanas de degradacion (Tabla 4.1). Este aumento durante la degradacion
ha sido discutido con frecuencia en la literatura [150], la mayoria de los autores
sugieren que es producto de un reordenamiento de las cadenas mas cortas
generadas por el propio proceso de degradacion, junto con la consiguiente
formacion de nuevos cristales. Li et al. [151] y Leenslangl et al. [152] explicaron
este proceso por la hidrolisis de enlaces éster que ocurren en la region amorfa
del polimero alifatico, lo que explicaria el aumento observado en la
cristalinidad. Estos autores postularon que la degradacion se produce en dos
etapas principales. En primer lugar, el agua se difunde en las regiones amorfas
menos organizadas que penetra mas facilmente que las altamente ordenadas,
regiones cristalinas densamente empaquetadas, para producir la degradacién
hidrolitica de las regiones amorfas y una reorganizacion de los extremos de
cadena sueltos. En las condiciones semicristalinas la degradacion de los
polimeros comienza en la parte amorfa [153]; si esta parte sale del polimero, el
grado de cristalinidad aumenta. Durante la degradacion, la fraccién cristalizable
(CF%) aumentd en todos las composiciones (salvo en la de 30% nHAFe, que
no aumentd a lo largo de las 28 semanas de degradacion). El valor de CF%
esta en relacion con la longitud de las cadenas poliméricas. Si la longitud de la
cadena polimérica se reduce a un grado apropiado, las cadenas acortadas son
capaces de cristalizar mas facilmente en el 2° Barrido y CF% aumenta. El
mayor incremento en CF% se observé para las muestras degradadas de las
composiciones de 10% y 80%, lo que indica que en estas composiciones las

cadenas se han acortado mas [139].

La segunda etapa comienza cuando la mayoria, si no todas, las regiones
amorfas se han eliminado y el agua penetra lentamente en las regiones
cristalinas. Si se deja que la hidrdlisis continte, disminuye la cristalinidad a

medida que las partes cristalinas son también afectadas.
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Figura 4.10.- Termograma (a) PCL-10%nHAFe 0, 16 y 28 sd,(b) PCL-30%nHAFe 0, 16
y 28 sd, (c) PCL-70%nHAFe 0, 10y 28 sd y (d) PCL-80%nHAFe 0, 16 y 28 sd

También se observé que el punto de fusion se incremento (ligeramente) debido
a la degradacioén de las muestras, y se aprecié un ensanchamiento del intervalo
de temperatura de fusién. Todos los andamios fabricados independientemente
de la composicion presentan en los termogramas durante el primer
calentamiento dos picos (28 semanas de degradacion), lo que podria atribuirse
a la presencia de dos tamafos de cristales diferentes como ya hemos
explicado anteriormente (ver Figura 4.10). También se observa este doble pico
en la composicién con un 10% de particulas en la semana 16 de degradacion.
Este efecto podria atribuirse a una disminucion del peso molecular, como
consecuencia de la hidrolisis del grupo éster. Como resultado, la formacion de
pequefios dominios con un grado muy bajo de perfeccion tuvo lugar en las

muestras y se observo la fusion parcial de los cristales defectuosos.
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4.1.4.- Propiedades Magnéticas (VSM)

Mediante el magnetometro de muestra vibrante se realizé la caracterizacion
magnética de los andamios de PCL-nHA-Fe y nHAFe a 37°C (temperatura
fisiologica). Se trata de conocer su respuesta magnética (M), su imanacién de
saturacion (Ms), el valor de su campo coercitivo (Hc) a la temperatura en que

trabajarian luego.
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Figura 4.11.-(a) Curvas de imanacién obtenidas para nHAFe y de los andamios de
PCL-nHAFe,detalle ciclo de histéresis “wasp-waisting” ampliado (b)Curva M(H) PCL-

30%nHAFe sin degradar y 20 semanas degradacion.

La Figura 4.11 (a) representa las curvas de imanacion de todas las muestras
normalizadas al contenido nominal de nHAFe. La forma de las curvas es casi
idéntica, lo que sugiere un cambio insignificante de la interaccion entre las
nanoparticulas de Fe con la dilucion de la nHAFe en PCL. Una visibn mas
cercana, sin embargo, revela una ligera pero constante disminucion de la
coercitividad a medida que avanzaba la diluciéon. Los valores tanto de la
imanacién de saturacion a 1,5 T como del campo coercitivo aparecen en la
Tabla 4.4. El campo coercitivo muestra una disminucion de casi 10% como
consecuencia de la dilucion. En el compuesto puro, el valor del campo
coercitivo, = 3 mT (= 30 G), era bajo, pero no lo suficientemente bajo como
para surgir del comportamiento superparamagnético (SPM) puro, no interactivo
de las particulas de Fe. Mientras que el tamafio de las particulas puede

justificar el magnetismo de SP en particulas aisladas, la interaccion entre
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particulas da lugar al comportamiento ferromagnético, lo que se confirma por la
rapida saturacion de las curvas. En vista de estas consideraciones, y del
comportamiento no moénotono de las curvas de imanacion, observada en la
Figura 4.11, se utilizé la imanacion de saturacion para recalcular el contenido
de nHAFe de las muestras (Tabla 4.4).

Tabla 4.4.- Imanacion, coercitividad, y contenido de nHAFe recalculado a partir de las
medidas magnéticas

% nHAFe Imanacion Mo He %nHAFe
Nominal (AM?/KG nriare) (mT) recalculada
100" 4.45 3.18 L
10 3.22 3.11 7.2
20 3.27 3.08 14.8
30 3.60 2.92 24.3
70 5.31 2.92 83.3
80 4.96 2.89 88.9

WnHAFe pura tomada como referencia.

La forma de la curva de histéresis también puede indicar si esta presente mas
de una substancia magnética. Por ejemplo, si el material contiene dos fases
magneéticas, una con campo coercitivo alto y otra bajo, el ciclo de histéresis

serd menor en el origen; estos ciclos se denominan cintura de avispa [97].

Los ciclos de histéresis Figura 4.11 (a), presentaron forma de “cintura de
avispa”’, como era de esperar tras la caracterizacion de las nanoparticulas
sintetizadas en el apartado anterior; lo que indica la presencia de fases
ferrimagnéticas de diferentes coercitividades o combinacion de granos

monodominio y granos superparamagnéticos.

La disminucion del campo coercitivo con la dilucidn sugiere una ligera
disminucién de la interaccion entre las nanoparticulas de Fe a medida que
aumenta su separacion. Este comportamiento monétono también confirma una

buena dispersion del Fe en la nHA en todas las etapas. De lo contrario, las
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fluctuaciones de la distancia media entre las particulas deberian reflejar

grandes fluctuaciones en la coercitividad.

En la Figura 4.11 (b) se observan las curvas de histéresis de la composicion
PCL-nHAFe sin degradar y trascurridas 20 semanas de degradacion,
superponiéndose ambas curvas. Los parametros magnéticos, incluyendo la
imanacién de saturacion (Mg) y el campo coercitivo (Hc) en todas las
composiciones son muy similares tras 20 semanas de degradacion a los

paradmetros magnéticos de las muestras sin degradar.

4.1.5.- Absorcion de agua

Al entrar en contacto un material con un medio acuoso, el agua penetra en la
matriz polimérica y provoca hinchamiento. La degradacion hidrolitica sucede en

cuatro etapas:

» 12 Absorcion y difusién de agua,

» 22 Los grupos acidos del final de las cadenas autocatalizan la reaccion
de hidrdlisis.

» 32 Se alcanza un peso molecular critico y los monémeros comienzan a
salir fuera del bloque polimérico. Las moléculas de agua se difunden en
el vacio creado por la eliminacién de los monémeros, lo cual a su vez
estimula el proceso de difusion de éstos. Se produce una gran
disminucién de la masa polimérica y un fuerte aumento de la liberacién
de principios bioactivos, en nuestro caso seria de nHAFe, que se
difunden a través de los poros.

» 42 La matriz polimérica aumenta mucho su porosidad y la degradacion

avanza de forma homogénea y mucho mas lentamente [26, 154].

La inclusion de nHAFe modifica la condicion hidrofobica del polimero y
favorece la entrada de PBS [155]. De este modo las muestras con 70% y 80%
de nHAFe absorbieron mas PBS que el resto. Este comportamiento ha sido
observado en otros estudios de degradacion [156]. En nuestro caso, la
nanoparticulas de nHAFe provocan una gran absorcion de agua, a pesar de lo
cual, no se produce en las muestras una degradacion mas rapida sino todo lo

contrario.
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La Figura 4.12 (a) muestra que todos los andamios absorbieron una gran
cantidad de agua en las primeras 5 semanas de incubacion. Sin embargo,
después de 5 semanas, la absorcion de agua oscil6 ligeramente hasta la
semana 16 en todas las composiciones. A partir de esta semana, siguieron una

tendencia diferente:

» las composiciones de 10% y 30% aumentan la absorcion alcanzando su
maximo en la semana 25.
» las composiciones de 70% y 80% mostraron un decaimiento en la

absorcion con el paso del tiempo de degradacion.

En la Figura 4.12 (a), podemos ver el % de absorcién de agua en funcion del
tiempo de degradacion. Un sistema complejo que consiste en una matriz de
PCL hidréfoba y nanoparticulas de HAFe hidréfilas tiene una mayor
probabilidad de absorber un medio acuoso que el polimero puro. Esta mayor
tendencia a la absorciébn de agua podria facilitar la infiltracion del medio de
degradacion en el interior del compuesto; pero de menor efectividad, ya que los
monomeros producto de la degradacion tienen menor volumen para su difusion
en el interior del andamios con nHAFe, limitando la salida de los monémeros
por los poros, que son mas pequefios al adicionar la nHAFe, disminuyendo su
velocidad de degradacion. La adicion de estas nanoparticulas hace disminuir el

tamafo de poro, como se vio al estudiar la morfologia de los andamios [157].

Si comparamos estos resultados con los del sistema PCL-nHA en trabajos
previos [118], podemos ver que la introduccién de cationes Fe en nHA aumenta
las tasas de absorcién de agua de los andamios. Sin embargo, la introduccion
de mayores volumenes de agua, no implica ningiin aumento en la velocidad de
degradacion, debido al caracter hidrofilico tanto de las nanoparticulas de
nHAFe como de las de Fe3O4 que fueron capaces de absorber las moléculas
de agua que penetran dentro de la matriz polimérica ralentizando la
descomposicion hidrolitica de las cadenas de PCL. Por otro lado el caracter
alcalino tanto de la nanohidroxiapatita como de la magnetita, pueden haber
neutralizado los productos &cidos consecuencia de la degradaciéon, lo que

elimind el efecto de degradacion autocatalitica del polimero [158-160].

Los andamios de PCL-nHAFe absorbieron una gran captacion de agua sin por
ello aumentar la degradacion in vitro. La presencia de las nanoparticulas de
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HAFe aumento la hidrofilicidad del polimero sin disminuir el pH del entorno
local. EL aumento de la captacién de agua puede también haber permitido que
los productos &cidos resultantes de la degradacion abandonen mas facilmente

el interior del andamios [24].

4.1.6.- Variacion del pH

Se determind la variacion en el pH del medio acuoso con el tiempo de
degradacion, para verificar la liberacion de residuos acidos de las muestras de
PCL. Esta determinacion también proporcion6 informacion de la produccion de

acido total, que refleja el avance del proceso de degradacion.

El pH de la solucion tampon permanecio practicamente invariable (7.22- 7.12) a
lo largo de las 28 semanas de degradacion in vitro en todas las muestras [160].
La liberacion de productos de degradacion acida del polimero provoca una
disminucion en el pH del medio donde se realiza la degradacion, en nuestro
caso PBS con un pH inicial de 7.2 [24, 161].

La Figura 4.12 (b) muestra las medidas de pH de los andamios PCL y PCL /
nHAFe en funcion del tiempo de degradacion in vitro. En todas las muestras
estudiadas, puede observarse una muy pequefia pero sostenida disminucion
del pH de aproximadamente 7,2 a 7,1, excepto en el andamio PCL-10%
nHAFe, en el que se observdé un aumento del pH durante las dos primeras
semanas de degradacion, para posteriormente caer ligeramente. El descenso
en el pH es minimo, menor de un 0.1%, debido al caracter bésico de las
nanoparticulas o porque realmente el producto de degradaciéon es minimo. En
estudios sobre la degradacion in vitro de compuestos de PCL / magnetita, otros
autores han encontrado que la magnetita aumenta el valor del pH del medio
PBS [26]. Los valores parecen no ser significativos en un proceso de

degradacion in vitro.

Por otro lado, también es importante para la estabilizacién del pH en el rango
fisiolégico la existencia de suficiente material ceramico capaz de neutralizar los
productos de degradacion del polimero y liberados al medio de degradacion,

gracias al caracter alcalino de las nanoparticulas afiadidas al PCL [159].
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Figura 4.12.- (a) Absorcion de agua, por los andamios de PCL y PCL-nHAFe, en
funcién del tiempo de degradacién (b) Variacién del pH de la solucién tampén fosfato

frente al tiempo de degradacion

4.1.7.- Pérdida de masa y peso molecular

Al entrar en contacto un material con un medio acuoso, el agua penetra en la
matriz polimérica y provoca hinchamiento, ruptura de puentes de hidrogeno
intermoleculares, hidratacion de las moléculas y finalmente la hidrélisis de los
enlaces inestables. El concepto degradacién de polimeros se asocia a una
disminucién del peso molecular, por lo que es necesario que la cadena

principal se rompa por varios puntos.

La pérdida de masa, calculada con la Ec. 2.2, mostrada en el apartado 2.6,
indicé que no hubo una variacién en el peso de todas las muestras durante el
periodo de degradacién de 28 semanas bajo estudio. Estos resultados no estan
de acuerdo con los resultados de los estudios de degradacion de otros
investigadores, que tampoco mostraron pérdida apreciable hasta ocho o nueve

semanas después de la degradacion.

La variacion en el pH suele ir acompafiado de una disminucion del peso del
polimero, y en nuestro sistema no se aprecian variaciones en ninguno de estos

dos parametros. [162].
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Tabla 4.5.- Mw, Mn e | del Sistema PCL-nHAFe.

Tiempo de

degradacién

Muestra (semanas) Mw Mn I
PCL 0 134418 92103 1.459
PCL-10%nHAFe 20 152188 105149 1.447
28 147702 106858 1.383
PCL-30%nHAFe 0 100162 137942 1.377
20 159645 110581 1.443
28 154781 109258 1.416
PCL-70%nHAFe 0 146439 98035 1.494
20 156953 115723 1.356
28 156865 114036 1.375

La GPC es la técnica estandar para la caracterizacion de polimeros en ensayos
de degradacion para determinar la reduccion del peso molecular del polimero.
Esta técnica nos permite establecer los valores de My, M, e |, que estan
directamente relacionados con la longitud de las cadenas de polimero y la
dispersidad de su peso molecular [118]. En la Tabla 4.5, podemos ver como el
peso molecular promedio en peso (M), el peso molecular promedio en nimero
(Mp) y la polidispersidad (I) no experimentan cambios significativos en sus

valores.

La introduccién de nanoparticulas de HAFe retrasé el inicio del proceso de
degradacion, lo que es evidente por la ausencia de cualquier variacion tanto en

la masa molecular como en el peso molecular.

4.2.- SISTEMA PCL-nFe30,. ESTUDIO DE DEGRADACION IN VITRO.

En este capitulo vamos a presentar los resultados obtenidos en la degradacion
in vitro de los andamios fabricados con PCL incorporando particulas
magnéticas de nFezO4, en proporciones 5y 10 % del total de la masa del

polimero. Por otro lado, para ver mas claramente el efecto de las
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nanoparticulas, fabricamos andamios con 15 y 20 % de nanoparticulas

magnéticas.

Se observa que muchos factores influyen en el perfil de degradacién de los
andamios poliméricos, estos pueden ser desde las propiedades del polimero
hasta la presencia de nanoparticulas bioactivas. Las particulas pueden crear
barreras fisicas entre el polimero y el tampon o alterar el pH del medio con sus

propios subproductos de degradacion.

El protocolo de degradacion in vitro se realizé en PBS a 37 °C durante 25
semanas y fue el mismo que el seguido para el PCL-nHAFe. A priori este
sistema deberia presentar una degradacion muy similar al estudiado en el
apartado 4.1, al tratarse del mismo polimero. La policaprolactona puede tardar
en degradarse dos o0 mas afios para pesos moleculares muy altos [163]. Para
ver el efecto, a largo tiempo de degradacion dejamos una muestra 24 meses

degradando.

En este apartado estudiaremos como afectan las nanoparticulas en el proceso
de degradacion de los andamios. Las muestras de PCL-nFe30,4 se hincharon
mucho menos, que las muestras de PCL-nHAFe estudiadas en el apartado 4.1,
durante las 5 primeras semanas, incluso varias semanas después de comenzar
la degradacion, aunque hacia la semana 12 si que era evidente una absorcion

notable de agua.

Otros autores [127, 164-167], han desarrollado un procedimiento sintético para
obtener andamios de PCL-nFe304, pero, no han estudiado en profundidad la

degradacion in vitro de estos compuestos.

4.2.1.-Estudio de la morfologia por microscopia electronica de barrido
(SEM)

La técnica TIPs con bajos porcentajes de polimero frente a volumen de
disolvente, crea andamios altamente porosos con una estructura aleatoria de
poros como puede verse en las imagenes SEM figura 4.12. Se obtuvo una
estructura de nucleaciéon tipica en todos los andamios debido a que la
velocidad de enfriamiento era demasiado rapida para que se produjera la
separacion de fases [168]. La obtencion de andamios con las nanoparticulas
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homogéneamente distribuidas con el PCL, requeria que el liofilizador
permaneciera a -60°C durante 2 horas antes de introducir las muestras, de lo
contrario se depositaban las particulas en el fondo del molde.

En primer lugar, analizaremos los cambios en la morfologia de los andamios en
funcién de la cantidad de magnetita afiadida y posteriormente realizaremos el

estudio de la degradacion in vitro durante 25 semanas.

El efecto, al aumentar el contenido de nFe3O,4 en la composicién del andamio,
puede verse claramente en la Figura 4.12 (a) y (d) producen mayor tamafo de
poro y paredes de poro mas delgadas; adquiriendo un aspecto mas disperso y
distribucion de poros mas irregular. Por otro lado, comprobamos que las
nanoparticulas estan uniformemente distribuidas. Presentan paredes de poro
sélidas con particulas fuertemente unidas y recubiertas por el polimero, como

también observabamos con las de nHAFe.

Medir los tamafios exactos de los poros no es sencillo debido a la anisotropia
de la porosidad, pero en general los macroporos parecen tener ~100 ym de
diametro de media para la composicién con un 5% de nanomagnetita frente a

~130 ym para la del 10%.

El diametro de macroporo oscilé entre 210-25 um, y el diAmetro de microporo,
entre 2-10 um, para la composiciéon con un 5% de magnetita y entre 250-45

um, y entre 4-15 um respectivamente para PCL-10%nFe3O,.

Ambas composiciones presentaban rasgos topogréaficos tipicos del mecanismo
de nucleacion y crecimiento, perceptibles a grandes aumentos (Figura 4.12 (a)
y (d)). La superficie de las paredes de los poros contiene estructuras de tipo
colina, con pequeios picos que dan a las paredes un aspecto de micro-nano

rugosidad (sefalado con circulos verdes) [169].

Por otro lado, conforme avanza el proceso degradativo los poros se hacen mas
pequeiios y alargados (Figura 4.12 (b) y (e); apareciendo una mayor
microporosidad en ambas composiciones. En la composicion PCL-5%nFe30,
Se aprecia como empiezan a aparecer microporos de forma generalizada en las
paredes del esqueleto del andamios en la semana 8 de degradacion (Figura
4.12 (b)) mientras que en la del 10%nFes0O, son apreciables a partir de la

semana 16 (Figura 4.12(e)). Los poros no presentan paredes limpias y suaves
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sino rugosas caracteristicas de la separacion liquido-liqguido mediante el

mecanismo de nucleacién y crecimiento.

100um
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Figura 4.12.-Micrografia SEM de PCL-5% nFes;0, (a) Osd, (b) 8sd, (c) 25sd y; PCL-
10% nFe;0,(d) 0sd, (e) 16sd ,(f) 25 sd. Circulos rojos sefialando microporos, circulos

azules nanoparticulas y circulos verdes microrugosidades.

Las particulas de magnetita (circulos azules) son visibles a mayores aumentos
tras el proceso de degradacion de 25 semanas, pueden verse claramente en la
Figura 4.12 (f) para la composicion con menor cantidad de particulas.
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Tras observar las Figuras 4.12 (c) y (e) se aprecia como en la semana 25 de
degradacion se ven mas fibras rotas y poros ligeramente deteriorados. No
observandose productos de degradacion, si podemos observar alguna particula
de magnetita. Podemos concluir, que no habia evidencia morfolégica de la
degradacion de los andamios, a excepcion del estiramiento de poro mas

pequefio que si hemos observado.

4.2.2.- Caracterizacion de la estructura quimica y analisis del proceso

degradativo por Espectroscopia Infrarroja, FTIR

La caracterizacion mediante FTIR de los soportes porosos compuestos PCL-
nFe304, indicd que no se habia producido ninguna interaccién entre ambos
materiales, por lo que las nanoparticulas magnéticas se encuentran

homogéneamente dispersas por la estructura del andamio.

Esta técnica nos permite caracterizar las muestras sometidas a degradacion y
sin degradar, observando las diferencias y coincidencias entre los espectros

infrarrojos obtenidos.

Las bandas caracteristicas de la PCL se describieron en el apartado anterior
(Figura 4.2). A continuacion se recoge el espectro de las nanoparticulas nFez0O4
en la Figura 4.13 (a).

Las bandas de PCL son evidentes en los espectros PCL-nFe30,4, mientras que
las bandas de nFe3zO, tienen menor intensidad (Figura 4.13 (b)). Estos
resultados confirman que es un material compuesto que consiste en
nanoparticulas de magnetita atrapadas en una matriz de PCL. Como los
resultados indican, el enlace de carbono-oxigeno que se extiende en la region
de 700-1500 cm™ es del componente PCL. Las bandas de vibracién tipicas de
carbonilo, C=O vy estiramiento de C-O a 1725 cm® y 1293 cm-1
respectivamente; asi como los modos simétrico y asimétrico de CH,, a 2923

cm™y 2940 cm™, son también del polimero.

En la Figura 4.13 (b) podemos observar que las bandas de absorcion no varian
de posicién, lo cual nos indica que no existe interaccién de las particulas de
nFes;04 con la PCL y que estan uniformemente distribuidas, lo cual concuerda

con los resultados experimentales mostrados por el SEM.
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Figura 4.13.- Espectro (FTIR) de nFe;0,4(a) y PCL-nFe;04 (b)

Al aumentar la cantidad de magnetita se observa como la banda situada sobre
3420 cm™ del H,O se hace cada vez mas pronunciada, la banda de vibracién
caracteristica del enlace Fe-O que apenas se percibe en las composiciones del
5% y 10% de nFe304 se volvio mas nitida en los andamios PCL-nFe30,4 con un

mayor contenido en magnetita (Figura 4.13 (b)).

El caracter hidrofilico del sistema, se ve reflejado en la aparicion de bandas
anchas correspondientes a los grupos hidroxilos centradas en 3420 cm™
(Figura 4.13 (b)) para todas las composiciones. Estas bandas indican la

presencia de agua en el sistema pese al proceso de liofilizacién efectuado.

En la Figura 4.14 (a) y (b) no se aprecian signos apreciables de degradacion,
debido a la existencia de la banda ancha correspondiente a los grupos
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hidroxilos centrada en 3420 cm™ que podria enmascarar la aparicién de una
banda entre 2800 y 3600 cm™ atribuible a la vibracién de estiramiento de las
bandas de OH de los grupos COOH y OH. Tampoco se puede observar un
aumento de intensidad en la regién 1100- 1050 cm™. Ambos cambios serian
debidos a la escision del enlace éster produciendo un grupo carboxilico y un

grupo alcohol como consecuencia de la degradacion de la PCL.
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Absgrbancia (a.u.)
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Figura 4.14.- Espectro (FTIR) de PCL-5%nFe;04(a) y PCL-10%nFes04(b) 0, 8,20y
25 sd

4.2.3.- Anédlisis Térmico por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los termogramas de los andamios sin degradar de la serie PCL-nFe3O, se
muestran en la Fig. 4.15. Los valores de las temperaturas caracteristicas (Ty,
Tm) asi como las entalpias (de fusion y cristalizacion) y el grado de cristalinidad

se recogen en la Tabla 4.6. La temperatura Ty de los andamios porosos de
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PCL-nFe304 -59°C esta cerca de los valores citados por otros autores para la
PCL (~-60°C).

Tabla 4.6.-Parametros térmicos en funcion del tiempo de degradacion de las muestras
del Sistema PCL-nFe;Oy:

Muestra 1st run 2nd run 3rd run
PCL b
Tml(oc) AHml TC(OC) AHc Tm2 (OC) AHmz TQ(OC) XC CF%
tdeg(sem) %
(J/9) (J/9) (J/9)
0%nFez;0, 60 107.4 26 64.7 57 83.2 -59 77 60.2
5%nFez0, 60 94.6 30 60.2 58 74.1 -59 68 64
Osd
4sd 63 93.9 31 59.2 57 65.6 -58,5 67 63
8sd 64 88.7 30.5 58.6 58 65.4 -60 64 66
16sd* 63 90 30 58.1 58 65.4 -63 65 65
20sd 67 80.5 315 53 56.5 72.9 -63 58 65
25sd 67 77.7 31 52.4 56 68.5 -63 56 67
104sd 65 90.2 31 57.4 58 59.7 -64 65 64
10%nFez0, 59 92.2 31 59.9 56 73.6 -59 66 65
Osd
4sd 63 67 31 47.2 57.5 49 -58 48 70
8sd 64 91 31 59.3 58 66.9 -61 65 65
16sd* 63 80.2 31 49.7 58 64.4 -58 57 62
20sd 66 77.5 30.5 49.4 55.5 57.6 -63 56 62
25sd 67 76.9 32 48 56 54.7 -63 55 62
104sd 65 94.3 31 55.4 57 62.2 -63 68 59
15%nFe304 59 83.1 30 52 59 69.7 -58 60 63
Osd
20%nFe304 58 81.3 30 51 58 65.9 -58 58 63
Osd

@) Xc % =100(AHmy/ AHM®); AHmM, =139.5 J/g. (b) CF % =100(AH/ AHumy).
*No presentan doble pico de fusidn que se puede observar en el resto de

medidas.
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Muestras sin degradar

Es bien conocido que PCL es un polimero hidréfobo, pero la presencia de
nanoparticulas de Fe incrustadas en la matriz polimérica hace que la superficie
sea mas hidrofila, mejorando su biocompatibilidad gracias a interacciones
intermoleculares tales como enlaces por puentes de hidrégeno. Sin embargo, la
adicion de nanomagnetita modifica el polimero haciendo disminuir el grado de
cristalinidad (X:%) de PCL, pasando de un valor de 77% en los andamios de
polimero puro, a 55% en PCL-20%nFe30,4, l0 que demuestra que no juegan un

papel estas nanoparticulas de magnetita como agentes de nucleacion [170].

La T. aumenta notablemente con la adicion de nanoparticulas, lo que conlleva
que empiezan a cristalizar mas lentamente los andamios de PCL-nFe30,,
confirmando que no actian como agentes nucleantes estas nanoparticulas. De
hecho, actdan como restricciones fisicas que podrian reducir la movilidad de
las cadenas del polimero [171] [Es’haghi 2016] lo que provoca un ligero
aumento del valor de T4 pasando de -59°C a -58°C para contenidos superiores
al 10%nFe304 [148].

La estructura cristalina no ha sido alterada con cantidades de nanoparticulas
de hasta el 20%, la Tr, apenas se modifico con la adicién de nanoparticulas con
respecto al PCL puro pasando de un valor de 60°C a 58°C para la composicién
del 20%nFe304. La presencia de magnetita en los andamios produce una
mayor conductividad térmica y difusividad, por lo tanto, la fusién puede ocurrir a
temperaturas mas bajas. Por otro lado AHm disminuye claramente con el
aumento de la concentracion de nanoparticulas llegando a disminuir desde
107J/g para la PCL pura hasta 81 J/g para la composicién con un contenido de
20%nFe30,.

Resumiendo, las muestras con mayor contenido de nanoparticulas presentan
menor cristalinidad y entalpias de fusion, debido al aumento de la rigidez de las
cadenas poliméricas, lo cual se hace patente tanto en el porcentaje de

cristalinidad, como en la Tg.
Muestras degradadas en PBS

Durante el proceso de degradacion la T4 se desplazé a temperaturas mas

bajas. En este sentido, la temperatura de transicién vitrea se desplaz6 de -59°C
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en la semana 0 a -63 °C en la semana 104 para ambas series de materiales
compuestos. La Ty esta relacionada con la temperatura a la que las cadenas
poliméricas adquieren movimiento: a medida que el material se degrada, se
forman cadenas mas pequefias y por tanto la necesidad de una temperatura
mas baja para promover este movimiento. Esa disminucion de T4 en relacion
con el tiempo de degradacion in vitro ha sido observada por varios autores
[172-174].
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Figura 4.15.- Termograma PCL con 0, 5, 15y 20% de nFes;0, sin degradar

El grado de cristalinidad de estas muestras apenas varié con el tiempo de
inmersion. Ademas, se aprecié un estrechamiento del intervalo de temperatura

de fusion para la semana 25 en ambas composiciones.

Tm1 cambia a una temperatura mas alta 65°C para ambas composiciones para
la semana 104, como se observo previamente para las muestras de PCL-
nHAFe, y al mismo tiempo se observa un pico endotérmico amplio. Este
comportamiento es indicativo de cristalitos de diferente tamafio: la degradacion
produce cadenas poliméricas de diferentes longitudes caracterizadas por
diferentes temperaturas de fusién. Debemos resaltar que el acortamiento de las
cadenas poliméricas no se corresponde con un aumento de cristalinidad. En
cualquier caso, la presencia de cadenas poliméricas de diferentes longitudes

sefala que la degradacion, en esta etapa, es heterogénea [137].
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Curiosamente, Unicamente en la semana 16 en ambas composiciones no se

observo un doble pico de fusion.

La muestra degradada con un 10% de nanoparticulas muestra que el %CF
disminuye (del 65 al 59%, véase Tabla 4.6). Esta tendencia puede explicarse
considerando que las cadenas poliméricas se han roto hasta tal punto que no

pueden cristalizarse. [113] .

La Figura 4.16 muestra los termogramas de DSC del primer y segundo barrido
efectuado a las muestras de PCL durante las 104 semanas de de gradacion.
En ambas figuras se observa que a medida que transcurren las semanas, los
valores de la entalpia de fusion (obtenidos al integrar las areas bajo las
endotermas de fusion) no se encontraron variaciones significativas en el primer
calentamiento (ver Tabla 4.6). Este hecho se evidencio de igual manera para el
proceso de cristalizacidbn, como se observa en la Figura 4.16 en donde las
exotermas de cristalizacion de ambas composiciones no mostraron ningdn
cambio significativo. En la Figura 4.16 podemos observar como la fusion de las
muestras degradadas comenz6 a mayores temperaturas que en los andamios

sin degradar.
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4.2.4.- Propiedades Magnéticas (VSM)

La Figura 4.17 muestra los ciclos de histéresis de las nanoparticulas de Fe3O,y
los andamios de PCL-nFe3O, normalizadas al contenido de nFezO4. Los
parametros magneéticos, incluyendo la imanacién de saturacion (Mg) a 1,5 T, el
campo coercitivo (H;) y el contenido recalculado de nanoparticulas, se
presentan en la Tabla 4.7 El campo coercitivo tanto para la nanoparticulas

como para los andamios magnéticos son muy similares.

El valor del campo coercitivo de las particulas de magnetita pura, = 12 mT (=
120 G), era muy alto para justificar un comportamiento superparamagnético.
Por lo tanto, el alto valor de H; puede asignarse a un caracter ferromagnético y
quiza a la presencia de interaccion entre las particulas [54]. La constancia del
campo coercitivo indica que no varia la distancia media entre las particulas y

confirma la buena dispersion de las nanoparticulas en la matriz polimérica.
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Figura 4.17.-(a) Curvas de imanacion obtenidas para nFe3;O, y andamios de PCL-
nFe30, , detalle ciclo de histéresis ampliado (b)Curva M(H) PCL-10%nFe30, sin

degradar y 20 semanas degrado a 37°C.

Ademas, valores similares de campo coercitivo indican que todas las muestras
tienen el mismo comportamiento magnético. En este tipo de estructuras, las

interacciones mAas importantes son las dipolares, de largo alcance. La
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interaccion dipolar puede ayudar a formar aglomerados de las particulas como
indica el alto valor de campo coercitivo obtenido. Las distancias entre
aglomerados magnéticos son lo suficientemente altas como para evitar las

influencias mutuas.[175].

Tabla 4.7.- Imanacién de saturacion para 1,5 T, campo coercitivo, y contenido de
nFesO, recalculado a partir de las medidas magnéticas

% nFe30, Imanacion %nFe;0,
UO Hc
Nominal (AM?/KQ nresos) (mT) Recalculada
100™" 82.05 11.87 .
5 78.31 11.96 4.8
10 81.05 11.92 9.9
15 75.14 11.12 13.8
20 68.80 11.42 16.8

(”nFe304 pura tomada como referencia.

La Figura 4.17(a). muestra los ciclos de histéresis de los compuestos de PCL-
magnetita. No se observa comportamiento superparamagnético. Esto se debe
a que la especificacion de la particula de Fe30,4 comercializada fue de dimetro
mayor de 30nm. Estos composites por tanto muestran un comportamiento

ferromagnético [176, 177].

En la Figura 4.17 (b) se observan las curvas de histéresis de la composicion
PCL-10%nFe30,4 sin degradar y trascurridas 20 semanas de degradacion,
ambas curvas se superponen, presentando parametros magnéticos muy
similares, por lo que la degradacion no modifica la naturaleza ni la distribucién

de las nanoparticulas de magnetita.

4.2.5.- Absorcion de agua

La absorcion de agua se midié con el fin de ayudar en la evaluacion de la

degradacion de los andamios del sistema PCL-nFe304. Otros autores han
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observado un marcado aumento de la absorcion de agua coincidente con una
disminucién en la masa de la muestra y un aumento en las dimensiones de la
muestra [178]. En nuestro estudio, no se observé hinchazén de los andamios ni
una disminucion dramatica en la masa para ninguna composicion. Sin
embargo, se produjo un aumento en la absorcion de agua. Estos incrementos
pueden atribuirse al mecanismo de absorcidén de agua en los andamios. El PCL
es un material altamente hidrofobo y la absorcion de agua tanto en los poros
del armazén como en la red polimérica es lenta. Durante los primeros dias en
PBS, los poros de los andamios se llenaron de burbujas de aire asi como de
agua. La presencia de estas burbujas de aire persiste dentro de los poros
internos del andamio, bloqueando la penetracién de agua. Como no se alcanza
el contenido de agua en equilibrio, el contenido de agua varia en el tiempo. Por
lo tanto, la variacion en la absorcién de agua sin los cambios correspondientes
en la masa, la morfologia y/o las propiedades térmicas no sugiere la
degradacion de los andamios poliméricos [178, 179].

Por otro lado, hay que tener en cuenta el caracter claramente alcalino de la
magnetita, que puede neutralizar los productos de la degradacion

(monémeros), reduciendo la degradacion autocatalitica del polimero [180].

Las curvas de la Figura 4.18(a) muestran que los andamios no absorbieron una
gran cantidad de agua en las primeras 5 semanas de incubacion, después la
absorcion de agua oscil6 ligeramente hasta la semana 12. A partir de esta
semana la absorcibn de agua aumenta drasticamente hasta la 25,
especialmente para la composicion con un 10% de nanoparticulas. Este
comportamiento es muy diferente al presentado por el sistema PCL-nHAFe que

para la semana 5 experimentd una rapida y mayor absorcion.

En la semana 104, la composicion con un 5% de nFe3O,4 presentd una mayor
absorcion con un 138% frente al 97% de la composicion del 10% de nFe30g4, se
produce un cambio en la tendencia que mantenia hasta la semana 25. A pesar
de esto, ambas composiciones continuaron aumentando la absorcion de agua,
esto nos indica un aumento en el ratio de degradacién. Las nanoparticulas por
su caracter alcalino acttan como una barrera fisica que bloquea la entrada de

agua al andamio, disminuyendo la velocidad de la degradacion. [181].
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También hemos observado hasta la semana 25, que cuanto mayor contenido
de nanoparticulas de magnetita contienen las muestras sometidas a
degradacion, mayor cantidad de agua seran capaces de absorber, y mayor
sera la velocidad de degradacién, un comportamiento que también ha sido
observado por otros autores [182]. Sin embargo, en las muestras de 2 afios de
degradacion in vitro disminuye la absorcion al aumentar la cantidad de

nanoparticulas.
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Figura 4.18.- (a) Absorcién de agua, por los andamios de PCL-nFe30,, en funcién del
tiempo de degradacion (b) Variaciéon del pH de la solucién tampén fosfato frente al

tiempo de degradacion

4.2.6.- Variacion del pH

La Figura 4.18 (b) muestra los patrones de variacion del pH en PBS como una
funcion del tiempo. El pH del PBS que contenia andamios con un 5% y con un
10% de nFe30,4 en una matriz de PCL practicamente no varié durante todo el
periodo de degradacién. En todas las muestras estudiadas, puede observarse
una muy pequeia pero sostenida disminucion del pH, excepto en la semana 4
de degradaciéon en ambos andamios, que se observdé un aumento del pH. El
descenso en el pH es minimo debido al caracter basico de las nanoparticulas o
porque realmente los productos de degradacion son minimos, parece no ser

significativo en este proceso de degradacion in vitro.
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4.2.7.- Pérdida de masay peso molecular

No se obtuvo variacién de masa en la composicién con menor contenido de
nanoparticulas durante las 25 primeras semanas, obteniéndose una pérdida
minima del 2% en la semana 104 de degradacion. Estos resultados estan de
acuerdo con los resultados del estudio de degradacion obtenido por el sistema
PCL-nHAFe, que tampoco mostraron una variacion apreciable. Por otro lado, la
composicion con un 10% de nFe304 tuvo una ligera pérdida de masa partir de
la semana 14 inferior al 8%, oscilando ligeramente sin superar este valor a lo

largo del periodo de degradacion.

En este sistema tampoco se observd una apreciable variacion en el pH ni en la
masa del polimero. Por este motivo estudiamos si sufrieron cambios
significativos los valores de M,, M, e |, que estan directamente relacionados
con la longitud de las cadenas de polimero y la dispersidad de su peso

molecular, como se puede observar en la Tabla 4.8.

La introduccién de nanoparticulas de Fe3O,4 retrasé el inicio del proceso de
degradacion como hemos visto en los apartados anteriores, lo que es evidente
por las pequefia variacion tanto en la masa molecular como en el peso

molecular en la semana 25.

En la Tabla 4.8. se puede ver como el peso molecular promedio en peso
disminuye a partir de la 25 semana de degradacién para ambas muestras
sometidas a estudio. La concentracion de nFezO4 no afecta considerablemente
a la velocidad de degradacion de las muestras al sufrir una disminucion en el

peso molecular (My,) similar.

En la Tabla 4.8 podemos observar como las muestras con menos
nanoparticulas tienen un indice de polidispersidad ligeramente mayor en la
semana 104, lo que indica que existen mas cadenas macromoleculares con
diferentes pesos moleculares como consecuencia del aumento en la escision
de los enlaces. Se confirma el cambio de comportamiento hasta la semana 25
y en las muestras de 104 semanas entre las dos composiciones; al igual que

sucedia con la absorcién de agua.
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Tabla 4.8.- Mw, Mn, e | del Sistema PCL-nFe;0,.

Tiempo de

degradacién

Muestra (semanas) My M, I
PCL 0 134418 92103 1.459
PCL-5%nFe30, 25 143410 97073 1.477
104 99888 61754 1.617
PCL-10%nFe30, 25 139433 90264 1.545
104 86212 54070 1.594
PCL-15%nFe30, 0 134441 95866 1.402
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Capitulo 5

Caracterizacion del sistema PLLA-

NPMs. Estudio de degradacion

En este capitulo de la memoria se realiza una descripcion y discusion de los
resultados obtenidos de la degradacion in vitro durante 25 semanas de los
andamios del polimero PLLA-nHAFe en el primer apartado y del sistema PLLA-

nFe30,4 en el segundo apartado.

Es esencial comprender el efecto de los compuestos afiadidos sobre la
degradacion de la matriz. Varios estudios se han llevado a cabo sobre la
degradacion de este poli-a-hidroxiacido [22, 150, 172, 183-190]. Algunas
propiedades de las diferentes combinaciones de materiales pueden estimarse
basandose en estudios anteriores, pero usualmente el comportamiento de
degradacion es caracteristico para cada combinacion de material de
relleno/matriz lo que hace complicada la prediccion. Por lo tanto, es necesario
determinar el efecto del compuesto afiadido sobre el comportamiento de

degradacion del material [160].

La cantidad de polimero en el sistema es un parametro que influye sobre las
caracteristicas de los soportes porosos producidos. Cuando la concentracion
en polimero crece, la densidad del andamio y la cantidad de solvente residual
aumentan, mientras que la porosidad baja [128, 129, 169, 191-193]. Nuestros
andamios han sido fabricados con tan s6lo un 2.5% de polimero en peso
respecto al volumen de disolvente, para asegurarnos un alto porcentaje de

porosidad.

Debido a que el campo magnético estatico ha sido descrito como inductor de la
diferenciacion osteoblastica [176, 194-198], el objetivo de este estudio fue
desarrollar compuestos biodegradables magnéticos basado en una matriz
PLLA y nanoparticulas de Fe3O, y de nHAFe.
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Ademas, se ensayaron las propiedades quimicas, térmicas y magnéticas de
estos nuevos materiales previamente al proceso degradativo y durante 25
semanas de degradacion.

5.1.- SISTEMA PLLA/nHAFe. ESTUDIO DE DEGRADACION IN VITRO.

En este apartado vamos a estudiar la degradaciéon in vitro de las siguientes
composiciones de PLLA: con 10, 30 y 70% de nHAFe respecto del total de la

masa del polimero, durante 25 semanas.

Este sistema unicamente ha sido estudiado en forma de micro-nanosferas de
acido poli (L-lactico) revestidas con hidroxiapatita dopada con hierro enun 1, 5
,10 y 30% de estas nanoparticulas [84]; sin embargo no se han realizado
estudios de degradacion in vitro.

La superficie hidréfoba de PLLA limita la unién celular, esta limitacion se supera
mediante la adicion de nHAFe [189]. Ademas, la nHAFe puede tener otras
propiedades especiales debido a su pequefio tamafio y la gran superficie
especifica. También ha demostrado un aumento significativo en la adsorcion de
proteinas y la adhesién de la célula osteoblastica en los materiales cerdmicos
de tamafio nano en comparacion con la cerdmica micronizada tradicional [189,
197, 199].

5.1.1.-Estudio de la morfologia por microscopia electrénica de barrido
(SEM)

En la presente tesis, se ha estudiado la morfologia de los andamios y cémo se
ve afectada ésta por la adicion de nanoparticulas biomiméticas en un amplio

rango de composiciones entre el 10%-70% de nHAFe (vease Figura 5.1).

En la Figura 5.1(a, ¢ y d) micrografias de andamios PLLA-10%nHAFe, se
puede apreciar que estos andamios poseen una morfologia anisotropica tubular
con estructura interna similar a la de una escalera, tipica de la separacién
sélido-liquido; observable a diferentes aumentos, con un tamafio de poro entre
25-250 um. Mientras que las composiciones con un 30% y 70% de

nanoparticulas no presentan este tipo de morfologia. Al aumentar la cantidad
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de nanoparticulas en la matriz de PLLA se obtienen poros de menor tamafio,

entre 15-180 um con una estructura de poro mas isotropa.

Las particulas de nHAFe en la solucion de polimero perturban en cierta medida
la cristalizacién del disolvente y de este modo hacen que la estructura de poros

sea mas isotropica [200].

Las composiciones con un contenido en nHAFe mayor del 10% presentaban
rasgos topograficos curiosos tipicos del mecanismo de nucleacion y
crecimiento perceptibles a grandes aumentos (Figura 5.1 (e-h). De hecho, la
superficie de las paredes de los poros contiene estructuras de tipo colina, con
pequefios picos (circulos verdes), que dan a las paredes de los poros un patron
de micro-rugosidad [169, 201].

La cantidad de nanoparticulas en los soportes porosos afecta al mecanismo de
separacion de fases, para composiciones menores del 30% de nanoparticulas
presentan un mecanismo de separacion de fases sélido-liquido; mientras que
para composiciones con mayor proporcion de nHAFe se produce un
mecanismo de separacion de fases liquido-liquido. Aunque otros autores
aseguran que en andamios fabricados mediante TIPs, el mecanismo de
separaciéon de fases mas frecuente es el mecanismo de descomposicidon
espinodal, nuestros resultados no coinciden con estos investigadores
observandose separacion de fases liquido-liquido mediante mecanismo de
nucleacion y crecimiento. [191, 202].

El tamafio de poro también se ve afectado por la presencia de gran cantidad de
nanoparticulas disminuyendo el tamafio de poro y haciéndose mas densas las
paredes para las composiciones con un contenido de 30 y 70% de nHAFe y

con una morfologia mas dispersa.

A simple vista, estos andamios, no mostraron diferencias apreciables con
respecto a los andamos sin degradar, estando la estructura libre de defectos

transcurridas 25 semanas del comienzo del experimento.

Los soportes porosos presentaron una alta porosidad con una gran superficie
especifica, que podria ayudar a dispersar los productos acidos de autocatalisis,
haciendo que esta se minimice, ayudado por la gran interconexion de poros

que se aprecia en todas las micrografias. Athanasiou [203] ha demostrado que
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implantes de baja porosidad se degradan mas rapido que los implantes de alta
porosidad. Esto puede deberse a una autocatalisis mejorada en aquellos
compuestos, que son incapaces de evacuar los subproductos de degradacion
acida [203-205].

Después de varias semanas de degradacion in vitro se observa un cambio en
la morfologia de la superficie (Figura 5.1 (b, d)), que pasa de tener un aspecto
suave a mas rugosa. Esto se debe a que durante el proceso se va formando de
forma gradual una capa de nHAFe, material bioactivo, desde la superficie del

andamio hasta los poros internos [188, 193, 206].

En la composicion PLLA-30%nHAFe (Figura 5.1 (b)) se aprecia como
empiezan a aparecer microporos (circulos rojos) en las paredes del esqueleto
del andamio en la semana 8 de degradacion, observandose también
aglomeracion de particulas en las paredes del soporte poroso(circulos azules)
;frente a las paredes mas limpias de la composicion PLLA-10%nHAFe (Figura
5.1 (c)).

Por otro lado, conforme avanza el proceso degradativo los poros se hacen mas
pequefios y alargados (Figura 5.1 (d), (f) y (h); apareciendo una mayor
microporosidad sobre todo en la composicion con un contenido de un
30%nHAFe.

Figura 5.1 (h), en esta muestra se puede observar la hidroxiapatita como
agregados por toda la muestra. La distribucion de la misma en una capa
homogénea cubriendo las paredes de la estructura, no aparece ocluyendo los

poros, pero si disminuyendo su tamafio drasticamente.

Del andlisis de los resultados experimentales de SEM podemos afirmar que no
se encontré ningun producto de la degradacion, no habiendo evidencias
morfolégicas de degradacion, salvo la disminucion de tamafio y el estiramiento

de los poros.
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Figura 5.1.- SEM (a) PLLA-10%nHAFe Osd a 100X, (b) PLLA-30%nHAFe 8sd, (c)
PLLA-10%nHAFe 0sd, (d) PLLA-10%nHAFe 25sd, (e) PLLA-30%nHAFe 0sd, (f) PLLA-
30%nHAFe 25sd, (g) PLLA-70%nHAFe 0sd, (h) PLLA-70%nHAFe 25 sd
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5.1.2.- Caracterizacion de la estructura quimica y analisis del proceso

degradativo por Espectroscopia Infrarroja, FTIR

Tanto los andamios de PLLA puro y de PLLA-nHAFe, como las particulas de
nHAFe fueron inicialmente analizados mediante la técnica de FTIR, utilizando

un ATR, para no modificar la muestra.

Como algunos de los enlaces quimicos podrian romperse y otros podrian ser
generados en la hidrdlisis, indirectamente todos estos sintomas se pueden
encontrar en las curvas de FT-IR. En este estudio, se suponia que el
crecimiento y desplazamiento de los picos mostraria la generacién de enlaces
quimicos y los caracteres de enlace dependiendo del estado o la posicién a lo
largo de la cadena del polimero para las muestras sometidas a degradacion in

vitro.
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Figura 5.2.-Espectro FTIR de PLLA puro

En la Figura 5.2 podemos ver que las bandas de absorcion del polimero PLLA
puro y en la Figura 5.3 los espectros de PLLA puro, PLLA-70%nHAFe y de las
nanoparticulas nHAFe. Observamos como varian ligeramente de posicion
alguna de las bandas, lo cual nos indica que existe interaccién entre las

nanoparticulas y el polimero.

Los espectros de los andamios PLLA-nHAFe muestran bandas tipicas del
polimero ligeramente desplazadas a aprox. 1.760 (estiramiento C=0) en forma
de hombro, 1265 (flexién C=0),1187 (estiramiento —C-O-) y 1.090 cm™ (tensién
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—C-0-)[207]. La primera banda podria estar relacionado con las vibraciones de
estiramiento (vC=0) de los grupos carbonilo del PLLA, interactuando con los
cationes de calcio e hierro de la superficie de la nHAFe, produciéndose el
desplazamiento de esta banda situada a 1.748 cm™ en el PLLA puro [84, 139,
207]. El pico situado a 1045 cm™ presente en el polimero puro, se solapa con la
banda vsPO,* situada entre 1087-1032 cm™ de la nanohidroxiapatita. Cabe
destacar la aparicion de bandas invertidas en los espectros de compuestos
PLLA-70%nHAFe. Esta forma anOmala banda IR se debe al “efecto

Christiansen” [139].
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Figura 5.3.-Espectro FTIR de nHAFe, PLLA-70%nHAFe y de PLLA

A partir de la curva de PLLA-70%nHAFe de la Figura 5.3, se observan los

modos v, v3 Y v4 de vibracién del grupo PO4>, el modo v, esta presente a 962
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cm™, el modo v; de se muestra a 1087 y 1032 cm™, y se intuye la banda a 603
cm™ que se atribuye al modo de vibracion v4. Se observa que hay picos de
doblete a 1457 y 1420 cm™ atribuidos al modo vibracién vsCOs* que es un ion
carbonato de tipo B deficiente en Ca [208].
TN 0
[ H,0 I
~c1—1(c-o L ——» -CH-C-OHy+ HOCH ~

| / | I
CH;™>~ CHz CHs

Figura 5.4.- Esquema de la degradacién del PLLA:
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Figura 5.5- Espectro (FTIR) (a) PLLA-30%nHAFe de 0, 8y 20 sd y (b) PLLA-
70%nHAFe de 0, 16 y 25 sd
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A continuacion, estudiaremos el proceso de degradacion hidrolitica en el
sistema PLLA-nHAFe, en la Figura 5.4 vemos que enlaces se pueden romper
durante el periodo de incubacién en PBS. En las figuras 5.5 (a) y(b) no pudo
observarse un cambio consistente en la banda de 1760 cm™ debido a la
saturacion de la misma, No obstante, Partini et al. en su analisis de la
degradacion hidrolitica de poliésteres alifaticos mediante FTIR centra su
estudio en la banda a 1570 cm™ correspondiente a grupos finales carboxilicos.
En dicho estudio la banda 1570 cm™ no es apreciable para el poliéster sin

degradar, mientras que en el transcurso de la degradacion comienza a
aparecer [209]. No observamos la aparicion de la banda de final de carbonilo

en ninguna de las composiciones, (Figuras 5.5 (a) y (b)), por tanto no existen
indicios de degradacibn en este sistema durante las 25 semanas de

degradacion in vitro.

5.1.3.- Analisis Térmico por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

En este estudio, hemos realizado un andlisis de las propiedades térmicas del
material de partida y la evolucién en funcién del tiempo de hidrdlisis, con la
finalidad de comprender como las caracteristicas y propiedades del sistema
estan siendo afectadas por el proceso de degradacion in vitro.

El ensayo de calorimetria diferencial de barrido (DSC) permitié6 observar el
comportamiento térmico del sistema PLLA-nHAFe segun se fabricO mediante
TIPs (Figura 5.6(a)). En el primer barrido se observa (calentamiento controlado)
ademas de un pico endotérmico de fusion en algunas de las composiciones un
pico exotérmico de cristalizaciéon en frio; una alteracion de la linea base
correspondiente a Ty ubicada entre 57-61°C, y justo a continuacion de la Ty, en
algunas composiciones (Figura 5.6(a)) se observa un pico que se atribuye a un
proceso de envejecimiento caracteristico de polimeros con una T4 situada por

encima de la temperatura ambiente.

En el segundo barrido (enfriamiento controlado) se puede observar una

exoterma de cristalizacion, y una alteracion de la linea base T.

En la Tabla 5.1 se recogen los principales pardmetros térmicos, para este

sistema.
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Figura 5.6.- Termogramas (a) PLLA con 0, 10, 30, 50 y 70%nHAFe, (b) PLLA-10%
nHAFe 0, 16 y 25 sd, (c) PLLA-30% nHAFe 0, 16 y 25 sd, (d) PLLA-70% nHAFe 0, 12
y 25 sd

La temperatura de fusion de un polimero (T,) esta determinada por el tamafio y
la perfeccion de los cristales que éste forme (i.e. el espesor lamelar) [210]. El
PLLA puede formar cristales de mayor tamafio y perfeccion cristalina que el
PLA, obteniéndose valores de T, que pueden llegar hasta 180°C. Asi mismo, la
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intensidad del pico de fusion es significativa, guarda una relacion directa con el
namero total de cristales (i. e. la fraccion cristalina) que existen en el material
en el momento en que ocurre la fusion. El ndmero total de cristales esta
constituido por los cristales inicialmente existentes en el material mas los

cristales que se pueden formar durante la cristalizacion en frio.

La T, se obtuvo a partir del ciclo de enfriamiento (2° barrido), en el que esta
transicion no se solapa con el pico que se atribuye al proceso de

envejecimiento.
Muestras sin degradar

La adicibn de cantidades inferiores al 20% de nanohidroxiapatita en los
andamios de PLLA, tiene efecto nucleante al aumentar la cristalinidad (X:%)
~13%, pasando de 39% en el polimero puro a 44% en el andamio con menor
cantidad de nanoparticulas. Mientras que adiciones superiores, modifican el
polimero haciendo disminuir drasticamente el grado de cristalinidad del PLLA,
de 44% en el andamio con un 10%nHAFe, a 5% en el andamio con un
80%nHAFe, dificultando la cristalizacion y reduciendo la movilidad de las
cadenas [170, 171].

Mientras se produce una disminucién de la cristalinidad, el valor de la
capacidad de cristalizacién de un polimero (CF%) aumentd considerablemente
con la adicion de nanoparticulas, desde el 6% para el polimero puro hasta
~64% en la composicion del 30% de nHAFe. El CF% esta relacionado con la
longitud de las cadenas poliméricas. Si la longitud de la cadena polimérica se
reduce por la adicion de nanoparticulas, estas cadenas mas cortas cristalizaran

mas facilmente en el segundo barrido y CF% aumentara [138].

Por otro lado, la T, aumenta hasta un 21% con la adicion de nanoparticulas, lo
gue conlleva que empiezan a cristalizar mas lentamente los andamios de
PLLA-nHAFe al cristalizar a mayor temperatura. Las particulas, actian como
restricciones fisicas reduciendo la movilidad de las cadenas del polimero,
produciéndose un ligero aumento del valor de T, de 56°C en el PLLA puro a
61°C para contenidos del 30 y 50%nHAFe; para concentraciones en
nanoparticulas por encima del 50% la T, baja hasta volver alcanzar el valor de
57°C.
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Tabla 5.1.-Andlisis térmico del sistema PLLA-nHAFe:

PLLA/ 1% Barrido 2° Barrido
%nHAFe AHm Tcc AHcc Tg Tc AHc

Tm CF%
tseg(sem) | (°C) @) | co) | Q@) | cc) | coy | @) | X% | °

0% Osd 184 41.1 76 4.7 56 96 2.3 39 6

10% Osd 183 44.1 75.5 3.4 58.5 98 9.7 44 22

4sd 183 41.8 76.5 2.3 58 97 8.8 42 21
8sd 182 43.2 75 1.9 59 97 6.9 44 16
12sd 182 44 58 98 6.8 47 15
16sd 182 40.7 57 99 6.4 44 16
20sd 182 40.1 77.5 15 58 97 5.7 42 14
25sd 181 38 77 2.7 56 98 5.2 38 14

20% 0sd 184 36.1 76.1 4.9 60 101 182 335 50

30% Osd 183 31.7 61 103 204 34 64
4sd 183 24.2 77 2.5 62 105 19 23 78
8sd 182 28.8 77 1.43 61 102 17 29 59
12sd 182 29 86 13 61 103 15 30 52
16sd 181 30.3 58 100 12 33 40
20sd 181 28.6 74 2.3 57 98.5 10 28 35
25sd 181 27.5 73 2.1 59 98 10.8 30 39

50%0sd 183 21.6 61 104 11.6 23 54

70%0sd 184 10 57 114 6.4 11 64
4sd 183 10.7 76 1.2 58 114 51 12 48
8sd 184 9.1 99 0.4 61 111 4 9 44
12sd 183 9.4 100 59 103 4 10 42
20sd 183 8.5 99 0.8 59 105 2.6 8 30
25sd 182 9.2 91 2.9 59 110 4 10 43

80%0sd 185 4.7 59 116 2.1 5 45

(2) X¢ % =100[(AHm1- AHcc )/ AHmol; AHime =93 J/g[153][Fisher 1993]. (b) CF % =100(AH,/
AHml)-
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La adicion de hasta un 20%nHAFe no tiene un efecto significativo sobre sus
temperaturas caracteristicas: Ty, Tm, T¢ [169]. Para cantidades superiores de

nanoparticulas T, y Ty NO experimentan una gran variacion.

En el caso de las nuestras sin degradar, su temperatura de fusion no fue
apenas alterada con respecto al polimero puro tomando un valor ~184°C, Tp;
su estructura cristalina no ha sido alterada, una temperatura de fusion tan alta
indica gran perfeccion y tamafo de los cristales formados. Mientras que la
intensidad del pico de fusion, relacionado con el nimero total de cristales,

disminuye al ir aumentando la cantidad de nanoparticulas en el andamio.

Por otro lado el area bajo el pico de fusién, entalpia de fusion (4Hy,), disminuye
claramente con el aumento de la concentracion de nHAFe, salvo para la
composicién con un contenido del 10% de nanoparticulas que aumento a 44,1
J/g siendo la entalpia de fusion del polimero puro de 41,1J/g; mientras que para
adiciones superiores al 10% de nanoparticulas disminuye hasta 4,76 J/g para

los andamios con un contenido de 80% nHAFe.

En resumen, las muestras con mayor contenido de particulas de nHAFe
disponen de menor cristalinidad y entalpias de fusién. Esto se debe al aumento
de la rigidez de las cadenas poliméricas, verificAndose tanto en el porcentaje

de cristalinidad, como en la temperatura de transicion vitrea.

Muestras degradadas en PBS

El estudio de la region de transicion vitrea permiti6 analizar el efecto de la
degradacion sobre las cadenas moleculares amorfas. Se produjo un pequefio
desplazamiento de la Ty a temperaturas mas bajas cuando el tiempo de
degradacion aumentd para contenidos menores del 70%nHAFe. Mientras que
para la composicion del 70% de nanoparticulas aumentd ligeramente. La
degradacion no tuvo ningun efecto significativo sobre el andamio, apenas vari6

la T4 a lo largo de las 25 semanas de degradacion in vitro.

En polimeros semicristalinos sometidos a degradacion in vitro, durante una
primera etapa, la cristalinidad de la muestra incrementa rapidamente hasta
alcanzar su maximo y posteriormente disminuye. Este efecto es debido a la

desaparicion de la porcion amorfa con un menor empaquetamiento que facilita
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el acceso del medio hidrolitico [211]. Unicamente en la semana 12 de
degradacion la composicion con un 10%nHAFe, experimento un aumento de la
cristalinidad que no alcanz6 el 7%. La cristalinidad en este sistema PLLA-
nHAFe disminuyo al final de las 25 semanas de degradacién in vitro; siendo
mayor esta disminucién para la composicion de 10%nHAFe (X% disminuyo
~14%) y menor en la composicién de 70% de nanoparticulas (X% descendi6
hasta ~9%). Esto es consistente con los resultados obtenidos por Tsuji et al.
[212] en la degradacion hidrolitica de PLLA en PBS. Estudios anteriores de
degradacion en muestras porosas PLLA con menor cristalinidad inicial [46]
presentaron mayores tasas de degradacion (30% de pérdida de peso después
de 40 semanas) y un aumento en la cristalinidad con el tiempo de degradacion
[190, 212].

La Tn, disminuyé ~2% durante el trascurso de la degradacion en todas las
composiciones. Este hecho se evidencié de igual manera para el proceso de
cristalizacion, como se observa en las Figuras 5.6 (b, ¢ y d) en donde las
exotermas de cristalizacion de todas las composiciones no mostraron ningun

cambio significativo.

En las Figuras 5.6 (a, b y ¢) se muestran los termogramas de fusion
(correspondientes al primer y segundo barrido), efectuado a las muestras del
sistema PLLA-nHAFe durante las 25 semanas de degradacion in vitro. En
todas las composiciones se observa que a medida que transcurren las
semanas, los valores de la entalpia de fusion disminuyeron desde un ~14%
para la composicion 10%nHAFe, hasta un descenso ~8% en la composicion
70%nHAFe (ver Tabla 5.1).

Las propiedades térmicas de las diferentes muestras no mostraron cambios
significativos con la presencia de nHAFe (Figura 5.6 (a)), tampoco es
apreciable cambio alguno a lo largo de todo el proceso degradacion. En las
Figuras 5.6 (b, c y d). se puede comparar los termogramas de las distintas
composiciones del sistema PLLA-nHAFe sin degradar con los de las diferentes
muestras al final de la degradacion. Los valores de T4 se recogen en la Tabla
5.1, tanto las muestras sin degradar como las degradadas no presentaron
cambios significativos ni con el aumento de nanohidroxiapatita ni con el

proceso de degradacion in vitro.
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5.1.4.- Propiedades Magnéticas

La Figura 5.7 muestra los ciclos de histéresis a 37°C, de los andamios de
PLLA-nHAFe medidos en un magnetometro de muestra vibrante (VSM). Los
parametros magnéticos: imanacion de saturacion, Ms a 1,5 T, campo coercitivo,
Hc y el contenido de nanoparticulas recalculado en el composite se recogen en
la Tabla 5.2. El valor de los campos coercitivos tanto para la nanoadicion como

para los andamios magnéticos son muy similares: poHe =2- 3 mT (20-30 G).

*  PLLA-10%nHAFe
6 - °  PLLA-20%nHAFe
e PLLA-30%nHAFe
= PLLA-50%nHAFe
PLLA-70%nHAFe

HAFe)
IN
T
o

—°>— 100%nHAFe

Imanacion (emu/gn
HAF)

£
Imanacién (emu/gn .

Figura 5.7.- Curvas de imanacién obtenidas para nHAFe y de los andamios de PLLA-

nHAFe, detalle ciclo de histéresis “wasp-waisting” ampliado

La composicion nominal PLLA-80%nHAFe, presentd el u,H. mas pequefio,
2,27 mT, pero no lo suficientemente bajo como para surgir del comportamiento
superparamagnético (SPM) puro. Las distancias entre los diferentes
aglomerados magnéticos son lo suficientemente altas como para evitar las
interacciones mutuas, como se pone de manifiesto por el H. tan bajo a pesar
de ser el composite de mayor concentracion de nanoparticulas [175]. La
interaccion entre particulas justifica el comportamiento ferromagnético de las
distintas composiciones, lo que también se confirma por la rapida saturacion de

las curvas.
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La forma de la curva de histéresis, que se muestra en el inserto de la figura 5.7,
indica que la hidroxiapatita sintetizada contiene dos fases magnéticas, una con
una alta fuerza coercitiva nFe3O, y otra con una fuerza coercitiva baja nHAFe,
Estas curvas de histéresis se denominan de cintura de avispa como ya

comentamos en el sistema PCL-nHAFe [97].

Tabla 5.2.- Imanacion de saturacion a 1,5 T, campo coercitivo, y contenido de nHAFe
recalculado a partir de las medidas magnéticas:

% nHAFe Imanacién %nHAFe
Ho Hc
Nominal (AMZ/KY nnare) (mT) Recalculada
100" 4.45 3.18 -
10 5,58 2,77 12,5
20 6,16 2,73 27,6
30 5,33 2,64 36
50 4,86 2,65 54,5
70 4,77 2,50 74,9
80 4,86 2,27 87,2

WnHAFe pura tomada como referencia.

5.1.5.- Absorcién de agua

En este apartado vamos estudiar las curvas de absorcién de agua a lo largo del
tiempo de permanencia en PBS, para evaluar el comportamiento de
degradacion de los andamios de PLLA-nHAFe. Estas curvas muestran que la
introducciéon de particulas magnéticas biomiméticas en los andamios

poliméricos incrementa su capacidad de absorcién de agua.

En la Figura 5.8 (a) podemos observar que con la extension del tiempo de
degradacion, la absorcion de agua de las diferentes muestras se incremento
gradualmente, alcanzando todas las muestras un aumento significativo en la
semana 3 de incubacién, superando el 100% de agua absorbida, las

composiciones con mayor cantidad de nanoparticulas (30 y 70%nHAFe).
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Suavizando posteriormente el aumento de agua absorbida. Todos los
andamios absorbieron una gran cantidad de agua y alcanzaron el maximo de
absorcion al final del periodo de incubacion. Es obvio, que la adicion de nHAFe
en el PLLA aumenté la absorcion de agua, siendo los andamios con
10%nHAFe de PLLA los que mostraron menor absorcion a lo largo del periodo

de incubacion [22].

Los resultados mostraron que la adicion de estas nanoparticulas mejoro la
hidrofilicidad de la superficie del PLLA.

El comportamiento del indice de hinchamiento esta influenciado por el grado de
cristalinidad y el peso molecular de la muestra. Es decir, a mayor cristalinidad y
mayor peso molecular, menor sera el hinchamiento, ya que la difusién de la
solucion al interior del polimero se da mas facil a través de las zonas amorfas
que de las zonas cristalinas. Es por esto que las muestras analizadas
presentan un alto indice de hinchamiento, por presentar una mayor proporcion

de zonas amorfas [213].

Comparando las muestras analizadas, se encontré que el porcentaje de
absorcion de agua es mayor para la muestra PLLA-70%nHAFe, debido a que
ésta presenté menor peso molecular inicial, Mn, y como vimos en el analisis
térmico, presenta un porcentaje de cristalinidad menor (11%), lo que facilita una
mayor difusién de la solucion de PBS al interior del polimero, como afirman

otros investigadores [213].

Las particulas de nanohidroxiapatita poseen una alta capacidad de absorcion
de agua siendo capaces de absorber las moléculas de agua que penetran,
reduciendo por tanto la hidrolisis de las cadenas macromoleculares. Por otro
lado, debido a su caracter alcalino, pudieron neutralizar los productos de la
degradacion (mondémeros), disminuyendo claramente la degradacion

autocatalitica del polimero [180].

Hay que tener en cuenta que la interfaz PLLA-nanoparticula suelta aumenta el
area superficial de polimero expuesta al PBS, lo que puede también contribuir a
una mayor absorciéon de agua [169]. Como se observo en las imagenes de
SEM, los andamios con mayor porcentaje de hidroxiapatita, presentaron un

menor tamafo de poro, las particulas impidieron la formacién de poros de
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tamafo grande. Esto podria deberse a la dificultad en el proceso de

cristalizacién anterior a la sublimacion.
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Figura 5.8.- (a) Absorcion de agua, por los andamios de PLLA-nHAFe, en funcion del
tiempo de degradacion (b) Variacion del pH de la solucién tampén fosfato frente al
tiempo de degradacion

5.1.6.- Variacion del pH

En este apartado, estudiamos los cambios de pH en la soluciéon de PBS con el
tiempo de degradacion, lo cual nos indica el nivel de liberacion de los residuos
acidos en este sistema PLLA-nHAFe, una mayor formacion de estos productos

ocasionan la disminucién del pH del medio acuoso.

El comportamiento de degradacién de los polimeros esta influenciado por las
particulas afiadidas en los andamios porosos. La adicion de particulas de
hidroxiapatita en el andamio PLLA ralentiza la disminucién del pH y reduce

significativamente la pérdida de peso [184].

La Figura 5.8 (b) mostro6 la curva de variacion del valor de pH de la solucion de
PBS con el tiempo de degradacién. Se demostré6 que durante el tiempo de
incubacion, después de 25 semanas, la disminucién en el valor del pH fue lenta

y basicamente se mantuvo practicamente inalterable entre 7.2-7.1 [183].
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La mayor variacion en el pH la experimentd la composicion con un 70%nHAFe,
esta disminucion fue acompafiada por una mayor absorcion de agua como

vimos en el apartado anterior.

Se puede suponer que la disolucién de nHAFe libera iones PO,* en la solucién
tampén circundante. Los iones PO, pueden unirse a los iones hidrégeno de la
solucién y actuar asi como un alcali. Se cree que esto neutraliza los productos
de degradacion acidos del poli-a-hidroxiacidos, estabilizando asi el pH de la
solucion tampon [160, 215-217].

5.1.7.- Pérdida de masay peso molecular

La técnica GPC se utiliza para medir el peso molecular de los materiales
solubles. La primera consecuencia que se produce durante la degradacion, es
la disminucién del peso molecular, seguido por una reduccién de la resistencia

a la traccion y por ultimo se produce la disminucion de masa [145].

La medicidén del peso molecular es una de las pruebas mas importantes para
estudiar la degradacién in vitro del polimero, ya que la disminucion del peso
molecular es lo que primero vamos a poder observar en un tiempo

relativamente corto [145].

A partir de los datos obtenidos por GPC en los andamios de PLLA-nHAFe
(Tabla 5.3), pudimos analizar el efecto del tiempo de degradacion sobre el My,

Mn vy el indice de polidispersidad hasta 25 semanas.

Aunque, se observaron cambios en el peso molecular con el tiempo de
degradacion, la pérdida de masa de estos andamios fue inferior al 5%, debido a
gue las cadenas permanecen atrapadas en las regiones cristalinas. La alta
cristalinidad de nuestros soportes porosos también obstaculizé la incorporacién
de cadenas degradadas en los cristales, como suele ocurrir en andamios con

cristalinidad inferior [190].

Este comportamiento puede ser explicado, porque durante la primera etapa del
proceso de hidrdlisis, la solucién acuosa penetra en el polimero, iniciando la
degradacion hidrolitica, principalmente en las regiones amorfas [190, 218, 219].

En esta etapa, se observa una rapida disminucion del peso molecular pero sin
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pérdida de masa significativa porque las moléculas rotas todavia no son
solubles en agua y permanecen dentro de la muestra. En la segunda etapa, la
pérdida de masa aumenta, y la formacion de monémero de acido lactico se
observa con un ligero cambio en el peso molecular. En este momento, las
cadenas poliméricas largas se convierten en fragmentos mas cortos solubles
en agua que se disuelven en el medio; el PLA se convierte en soluble en agua
cuando tiene un peso molecular medio numérico (Mn) <20.000 g / mol en la

semana 25 de degradacion [190].

Después de observar detenidamente los resultados de la Tabla 4.3, podriamos
pensar que nuestro proceso degradativo se encuentra al final de la primera
fase (no ha habido casi pérdida de masa <5%). En las composiciones con 30 y
70%nHAFe correspondientes al final de la degradaciéon (25 semanas), aparece
un segundo pico a mayor tiempo de retencion (*) que corresponderia a
cadenas de menor tamafio, siendo una sefial clara e inequivoca del proceso
degradativo, con Mn < 20.000g/mol. Es evidente que no se ha alcanzado ni
pérdida importante de peso en las muestras ni disminucion considerable de la
Ty [145].

En la semana 25 de degradacién, se observé una disminucién marcada ~50%
en los valores de M,, y M, para la composicion de menor contenido de
nanoparticulas. Curiosamente, las otras dos composiciones, donde se observa
la aparicion de un segundo pico (*) la disminucién fue inexistente (70%nHAFe)
o0 mucho menor ~25% (30%nHAFe),

El peso molecular promedio en peso, My, del PLLA debe ser mayor a 50.000
g/mol para que sea factible su aplicacion en dispositivos de fijacion ésea [213,
220], todos los andamios sintetizados cumplen este requisito, como se puede
ver en la Tabla 5.4 [213].

Para terminar, la observacion/caracterizacion de las muestras de andamios de
10% y 30%nHAFe in vitro no mostraron indicios visuales de degradacion
durante la hidrdlisis (Figura 5.9), que observan otros investigadores [160].
Unicamente para las muestras con una composicion del 70%nHAFe, se
desprendio parte del material, dando muestras de la fragilidad de este material,

incluso antes de someterla al proceso de degradacion hidrolitico.
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Tabla 5.3.- Mw, Mn, e | del Sistema PLLA-nHAFe .

Tiempo de

degradacién

Muestra (semanas) My M, I
PLLA 0 144221 104042 1.386
PLLA-10%nHAFe 0 98633 55206 1.787
16 94867 53228 1.782
20 92094 53123 1.734
25 52704 32946 1.600
PLLA-30%nHAFe 0 66625 47961 1.389
5 55750 30984 1.799
16 49382 20093 2.458
20 89927 45269 1.986
25 49972 36484 1.370
*) 10668 9873 1.081
PLLA-70%nHAFe 0 81855 44573 1.836
15 98065 45623 2.149
25 86760 53289 1.628
*) 10982 10511 1.045

Figura 5.9.- Fotografia de PLLA-10%nHAFe (a) sin degradar y (b) 25 semanas
degradado en PBS.
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5.2.- SISTEMA PLLA-nFe304. ESTUDIO DE DEGRADACION IN VITRO.

En este apartado vamos a estudiar la degradacion in vitro de los andamios de
PLLA-nFe30,4 en un amplio rango de composiciones: PLLA-10%nFe30,4, PLLA-
30%nFe30,4 PLLA-50%nFe30,4y PLLA-70%nFe30;.

Varios trabajos han estudiado el papel fundamental de las nanoparticulas
magnéticas (NPMs) incorporadas dentro de los biomateriales; sugiriendo que
las NPMs son una especie de dominio magnético Unico en la nanoescala y que
el efecto del magnetismo generado a nanoescala puede fortalecerse con el
aumento del contenido de NPMs [221]. Por este motivo, hemos fabricado
andamios con un contenido de hasta el 70% de nanomagnetita con respecto
del total de la masa del polimero (30%PLLA-70%nFe30,).

Otros investigadores fabricaron andamios de PLLA con un porcentaje mucho
menor de nFe3z04 (5%, 10% y 15% (w/w)) [175, 222]. Sin embargo, no han sido
estudiadas con anterioridad concentraciones del 30-70% de magnetita en esta
matriz polimérica, ni se han realizado ensayos de degradacién in vitro sobre

estas composiciones.

5.2.1.-Estudio de la morfologia por microscopia electrénica de barrido
(SEM)

La morfologia de las distintas composiciones de composites de PLLA-nFe30,
se muestra en las micrografias de la Figura 5.10. Estos andamios mantienen
una estructura interna de poros tubulares abiertos de tipo escalera similares a
los andamios PLLA puro, una morfologia tipica formada por separacion de
fases solido-liquido (Figura 5.10) [128, 193], mostrando una estructura continua
de poros interconectados. Las paredes de los poros estan compuestas por
PLLA y particulas de nFe3O4, que se encuentran homogéneamente distribuidas
en la matriz polimérica de PLLA.

Muchas de las caracteristicas importantes se pueden observar cualitativamente
a partir de estas imagenes. En primer lugar, las comparaciones entre las
distintas composiciones (figura 5.10 (a), (c), (e)) viendo el efecto que tiene la

cantidad de nanoparticulas afiadidas al polimero. Por otro lado la evolucion o
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cambios experimentados durante el proceso degradativo (Figura 5.10 (b), (d) y

(f) en las diferentes muestras.

Las vistas de los andamios a baja ampliacién revelan la anisotropia de los
poros y la presencia de defectos dentro de la estructura (Figura 5.10 (d), (f)).
Estos defectos se deben a la solidificacion de la mezcla y a las burbujas de aire
atrapadas. Los moldes de las laminas de aluminio son muy conductores, por lo
que la solidificacion de la mezcla comienza en las paredes del molde creando
cavidades hacia el interior. Un PLLA% en peso inferior con respecto al
%volumen de disolvente produce andamios con defectos mas grandes y
mayores que aquellos con alto PLLA%p/v%. Pero por otro lado, al aumentar el
porcentaje de polimero disminuye el porcentaje de porosidad, y esto no
interesa. Una posible mejora de los resultados, se podria obtener utilizando
moldes de teflébn en lugar de aluminio para la fabricacién de soportes porosos

con una morfologia con menor cantidad de defectos [169].

Como se puede observar en las figuras 5.10(a), (c) y (e) la adicion de nFe304
aumenta ligeramente el tamafio medio de los poros, siendo 60, 70 y 80 um,
para las composiciones 30, 50 y 70%nFe30,4 respectivamente. La introduccion
de particulas de nFe30,4 perturba la cristalizacién del disolvente y modifica el
patrén de crecimiento de cristales haciéndolos mas irregulares [129, 191, 193].
El resultado es una estructura mas irregular e isotrGpica y con poros mas
pequefios para estos andamios, si los comparamos con andamios de PLLA
puro con un diametro medio 100um, provocando engrosamiento de las

paredes.

Los andamios de PLLA-nFe30,4 presentan tamafios de poro irregulares siendo
los poros mas pequefios de ~30 um; mientras que los poros de mayor tamafio
varian segun la composicion, siendo mas pequefios (120 um ) para la
composicion del 30% nFe304, mayor para la composicion 70%nFez04 (180um),
presentan una estructura cerrada que tiene una caracteristica anisotropia
altamente tubular, debido al gradiente de temperatura siendo los canales
paralelos a la direccion de cristalizacion del disolvente (direccion de la

transferencia de calor) [128].
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S4800 15.0kV 8.0mm x500 SE(M)

500um S4800 15.0kV 8.0mm x500 SE(M) 100um

Figura 5.10.-(a) PLLA30%nFe;0, 8sd (X500), (b) PLLA30%nFe;0, 25sd, (c)
PLLA50%nFe;0, 8sd (X500), (d) PLLA50%nFe;0, 25sd, (e) PLLA70%nFe;0, 8sd
(X100) (e) PLLA70%nFe;0, 25sd

Las nanoparticulas se distribuyeron dentro de las paredes de los poros de los
andamios y no aparecieron grandes agregados en los poros, se encontraron
homogéneamente distribuidas en la matriz de PLLA. Algunas fueron
incorporadas en la pared del poro y otras fueron apiladas juntas entre poros o
en los poros, al aumentar la proporcion de nanoparticulas se incrementa la
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cantidad de particulas apiladas (circulos azules) y la textura superficial de la

pared del poro se hace menos lisa.

La estructura interna de los poros original se mantenia basicamente en todas
las muestras donde los poros grandes y medianos se podian observar
claramente (Fig. 5.10 (b), (d) y (f)), después de 25 semanas. Sin embargo, se
encontré6 un ligero aumento del tamafio de los poros, lo que hizo que la
morfologia de la superficie fuera mas gruesa en contraste con la morfologia
original. A alta ampliacidn, se observo una estructura muy porosa con la fusion

de pequefios poros [130].

En las composiciones de 50% y 70%nFe3;O,4 aparecen a partir de la semanalb,
gran cantidad de microporos en las paredes de la matriz polimérica (circulos
rojos). La matriz polimérica de la composicidon 70%nFe3;0,4 tenia un aspecto

similar al algodon.

A través de las micrografias, se puede concluir que la degradacion no se
produce de forma homogénea en toda la muestra.

5.2.2.- Caracterizacion de la estructura quimica y analisis del proceso

degradativo por Espectroscopia Infrarroja, FTIR

En la Figura 5.11 se recogen ademas de las bandas del PLLA puro, PLLA-
70%nFe30, y de la nFe30,4. Observamos como varian ligeramente de posicion
alguna de las bandas, como ocurrié en el apartado 5.1.2, lo que indica que

existe interaccion entre las nanopatrticulas y el polimero.

Los espectros de los andamios PLLA-nFe3O, muestran bandas tipicas del
polimero ligeramente desplazadas a aprox. 1.754 (estiramiento C=0) en forma
de hombro, 1263 (flexion C=0), 1186 (estiramiento —C-O-) y 1.087 (tensién —C-
O-) [207]. La primera banda podria estar relacionado con las vibraciones de
estiramiento (vc-0) de los grupos carbonilo del PLLA, interactuando con los
cationes de hierro de la superficie de la nFe3zO4, produciéndose el
desplazamiento de esta banda situada a 1.748 cm™ en el PLLA puro. [84, 139,
207].
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Figura 5.11.-Espectro FTIR de nFe;04, PLLA-70%nFe;04y de PLLA

La estructura de enlace quimico de los andamios PLLA-n Fe304, como revelo el
espectro FT-IR (Figura 5.11), mostr6 ademas de las bandas tipicas
relacionadas con PLLA, una banda distintiva a 578 cm™ asignada a la vibracién
del enlace Fe-O de MNPs, que no podemos ver en su totalidad pero si la
podemos intuir ~600 cm™[223, 224]. Esta banda se volvi6 méas nitida en los

andamios PLLA-nFe30,4 con mayor contenido de MNP.

Por ultimo, estudiaremos en este sistema, el proceso de degradacion in vitro en
PBS durante 25 semanas de incubacion, Figura 5.12 (a) y (b). No pudo
observarse un cambio consistente en la banda situada a 1754cm™, debido a la
saturacion de la misma. No obstante si nos centramos en la banda ~1570 cm™

correspondiente a finales carboxilicos, deberia aparecer en el transcurso de la
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degradacion; pero no aparece [209]. Por tanto, no existen indicios de

degradacion en este sistema durante el periodo de incubacién in vitro

estudiado.
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Figura 5.12.- Espectro (FTIR) de PLLA-30%nFes0,4(a) y PLLA-70%nFe;0,4(b) 0, 16 y
25sd

5.2.3.- Analisis Térmico por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

En este estudio, hemos realizado un andalisis de las propiedades térmicas del
material de partida del sistema PLLA-nFe304 y la evolucién en funcién del
tiempo de degradacion in vitro, con la finalidad de comprender como las
caracteristicas y propiedades del sistema estan siendo afectadas. Se recogen
en la Tabla 5.4 las propiedades térmicas del sistema.
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Tabla 5.4.- Propiedades térmicas del sistema PLLA-nFe30y:

PLLA/ 1* Barrido 22 Barrido
%nFe30, | Tm1 | AHmi | Tec | AHe | Tg Tc | BH
taeg(sem) [ (2C) | U/g) [ (2C) | (/g) | (°C) | (=€) [ U/8) [ X % | CF%® | X%
0% 0sd 184 411 76 4.7 56 96 2.3 39 6 39
10%0sd 183 379 76 4 575 96 41 36 11 405
4sd 180 386 855 40 57 985 125 37 32 37
8sd 180 435 8 69 58 96 4.2 39 10 44
14sd 182 398 57 96 46 43 12 475
20sd 180 403 725 41 585 98 438 39 12 43
20% 0sd 183 37.1 3.9 59 102  19.7 36 53 45
30% 0sd 184 355 765 1.8 61 103 193 36 54 52
4sd 183 356 765 24 59 101 145 36 41 51
8sd 183 365 77 13 585 102 17 38 47 54
12sd 183 379 58 100 8.7 41 23 58
16sd 183  37.5 59 100 6.9 40 18 57
20sd 183  37.9 60 98 46 41 12 58
25sd 182 40 62 100 7.6 43 19 61
50%0sd 183 199 764 25 63 118 146 19 73 37
4sd 182 214 59 104 9.7 23 45 46
8sd 182 19.1 58 101 7.6 21 40 41
25sd 180 16.6 80 07 59 100 5.3 17 32 34
70%0sd 183 117 72 12 62 112 68 11 58 38
4sd 182 111 72 05 58 104 48 11 43 38
8sd 183 102 75 07 57 112 43 10 42 34
12sd 183 9 59 106 3.5 10 39 32
16sd 182 9.1 50 102 2.7 10 30 33
20sd 182 9 75 1.1 58 102 2.6 9 29 28
25sd 181 9 57 103 3.2 10 36 32

(@) Xc % =100((AHm1.AHceoy AHyY); AHy” =93 J/g[153][Fhiser 1993]. (b) CF % =100(AH,/
AH,1). (€) Xeowr % =100(AH 1/ WPLLAAHmO); Wop_ 4 fraccion de polimero.

El estudio de la regién de transicion vitrea a partir de la técnica calorimétrica
permite analizar el efecto de la degradacion sobre las cadenas moleculares
amorfas. En la primera exploracion calorimétrica (Figura 5.13) se observa un
fenémeno endotérmico, se observa la relajacion estructural, superpuesta a la
relajacion de la transicion vitrea. La temperatura de transicion vitrea (Ty) se

obtiene a partir del segundo barrido.

Muestras sin degradar

El primer y segundo barrido de estos andamios, se representan en la Figura
5.13 (a).

Se aprecia que el pico de fusidbn no presenta mayores cambios en su formay

posicion para composiciones con un contenido de nanoparticulas menor del
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50%, lo que indica que no han sucedido mayores cambios en su estructura
cristalina. Para las composiciones del 50 y 70%nFe30,4, observamos que
aunque el valor de T, permanece invariable, ~183°C, se reduce el tamafio del
pico de fusion considerablemente, es decir, disminuyd para estas dos
composiciones el valor de 4Hy, hasta un valor.de 19.9 y 11.7J/g, teniendo en

cuenta que para el polimero puro presento un valor de 41.1 J/g.
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Figura 5.13.- Termogramas (a) PLLA con 0, 10, 30, 50 y 70%nFes0,,(b) PLLA-10%
nFe;0, 0, 16y 25 sd, (c) PLLA-30% nFe304 0, 16 y 25 sd, (d) PLLA-70% nFe30,4 0,16
y 25 sd

La temperatura de cristalizacion (T;) de los andamios con 20, 30, 50 y
70%nFe304 aumentd (102, 103, 118, 112°C respectivamente) con respecto a la

del polimero puro y la composicion con un 10%nFe3O04 (PLLA) (96°C). Es decir,

131



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

los soportes porosos PLLA empezO a cristalizar mas lentamente que en el
PLLA puro y la composicion 10%nFe;0, (96°C). Este fendbmeno sugiere que la
presencia de particulas de nFe3zO,4 no actian como agente de nucleacion sobre
la cristalizacion de PLLA, disminuyd la cristalinidad (X:%) de un ~39% en el
polimero puro a un valor del 11% en el andamio con mayor cantidad de
nanoparticulas, modifican el polimero haciendo disminuir drasticamente el
grado de cristalinidad del PLLA, dificultando la cristalizacién y reduciendo la
movilidad de las cadenas [170, 171].

El valor de la capacidad de cristalizacibn de un polimero (CF%) aument6
considerablemente con la adicion de nanoparticulas, desde el 6% para el
polimero puro hasta ~73% en la composicién del 50% de nFe304. El CF% esta
relacionado con la longitud de las cadenas poliméricas. Si la longitud de la
cadena polimérica se reduce por la adicion de nanoparticulas, cristalizaran mas
facilmente en el segundo barrido las cadenas mas cortas, aumentando el valor

de CF% y disminuyendo la cristalinidad [138].

Las particulas, actian como restricciones fisicas reduciendo la movilidad de las
cadenas del polimero, produciéndose un aumento de la Tc y un ligero aumento
del valor de T, de 56°C en el PLLA puro a 63°C para contenidos del
50%nFe30,.

La adicion de hasta un 10%nFe3;O4 no tiene un efecto significativo sobre sus
temperaturas caracteristicas: Ty, Tm, Tc [169]. Para cantidades superiores de

nanoparticulas T4y T. experimentan una gran variacion.

En resumen, las muestras con mayor contenido de nanoparticulas disponen de
menor cristalinidad y entalpias de fusion. Esto se debe al aumento de la rigidez
de las cadenas poliméricas, verificandose tanto en el porcentaje de

cristalinidad, como en la temperatura de transicion vitrea.

Muestras degradadas en PBS

La prueba DSC en este estudio se utilizO para buscar la temperatura de
transicion vitrea, Ty, y los cambios de la misma durante la degradacion. De
forma similar a la temperatura de fusion, que se denomina T, y depende del

peso molecular del polimero, la T4 disminuye debido a la reduccion del peso
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molecular. Durante la degradacion, las cadenas largas de la molécula se
rompen en otras mas cortas dando como resultado una reduccion del peso

molecular [145, 225], como comprobaremos en el ensayo de GPC.

Para las composiciones de 10 y 30%nFe304, T4 se desplazé a temperaturas
mas altas y T, disminuyd. Después de 25 semanas de degradacion, esto
puede atribuirse a una menor movilidad de las cadenas de polimero PLLA
debido a la presencia de dominios cristalinos. [184, 226, 227]. Las cadenas
principales parcialmente degradadas de PLLA puede ser el factor principal para
esos cambios de temperatura caracteristicos [228]. La cristalinidad de estas
dos composiciones (10 y 30% de nanoparticulas) aumentd cosa que no ocurrid

en el resto de composiciones, que disminuyd.

El pico de fusion se desplazé a temperaturas ligeramente menores en todas las
composiciones, a medida que aumenta el tiempo de degradacion, esto esta

asociado a un menor espesor de la lamela (Figura 5.13 (b), (c) y (d)) [157].

5.2.4.- Propiedades Magnéticas

Las propiedades magnéticas de los compuestos PLLA- nFe3;O, desarrollados
en este estudio fueron explorados utilizando un magnetdémetro de muestra
vibrante VSM a 37°C.
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Figura 5.14.-(a) Curvas de imanacion obtenidas para nFe;O, y de los andamios de
PLLA-nFe30,, detalle de ciclo de histéresis ampliado y (b)Curva M(H) del compuesto

PLLA-10%nFe;O4en rojo y en azul eliminando la aportacién diamagnética del PLLA .
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La Figura 5.14 (a) muestra las curvas de imanacion de los andamios de PLLA-
nFe;0O4 preparados, normalizadas al contenido de nFe3O,4. Los pardmetros
magnéticos imanacion de saturacion a 1,5%T, el campo coercitivo y el
contenido real de nanoparticulas, se presentan en la Tabla 5.5. EI campo
coercitivo tanto para la nanoparticulas como para los andamios magnéticos es
muy similar y exhiben las diferentes composiciones un pequefio lazo de
histéresis. El valor del campo coercitivo de las particulas de magnetita pura, =
12 mT (= 120 G), era alto, como para que surja el SPM puro. La no fluctuacion
de la distancia media entre las particulas reflejado por la no fluctuaciéon en el
campo coercitivo, confirma la buena dispersion de los aglomerados de

nanoparticulas en la matriz polimérica.

El campo coercitivo, poHe, permanecio sustancialmente inalterado después de
la adicion al PLLA; 11,87 mT para las nanoparticulas puras y de 12,05-11,62
mT para las nanoparticulas en los andamios, respectivamente. Su valor es
menor que el recogido habitualmente en la literatura para éxidos de hierro

nanométricos entre 18 y 20mT [229].

Tabla 5.5.- Imanacién, coercitividad, y contenido de nFe;O, recalculado a partir de las

medidas magnéticas

% nFez0, Imanacion %nFe;0,
Ho Hc
Nominal (Amzlkg nEe304) (mT) recalculada
100" 82.05 11.87 L
10 88,70 12,05 10,8
20 86,85 11,75 21,2
30 114,04 11,75 41,7
40 86,30 11,67 42
50 94 11,62 57
70 94,82 11,83 80,5

(1)nFe3O4 pura tomada como referencia.

Los ciclos de histéresis de los compuestos PLLA-nFe3;0O, fabricados eran

tipicos de la histéresis ferromagnética (Figura 5.14 (a)). Esto se debe a que el
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diametro de las particulas de nFe30O, utilizadas en este estudio fue mayor de 30
nm, como ya estudiamos en el apartado 4.2.4. Por lo tanto, las particulas
mayores de 30 nm muestran el comportamiento ferromagnético [176, 177,
230,231]. Ademas, el momento magnético de estos andamios aumento
linealmente con las mayores proporciones de particulas de nFe3O,4, de acuerdo
con los resultados de otros investigadores y con nuestros resultados en el resto
de sistemas estudiados [85, 230, 231].

Contribucion Diamagnética de polimero:

La gréfica 5.14 (b) es el resultado de la eliminacién de la contribucion
diamagnética del polimero PLLA. Vemos como es despreciable dicha
contribucion incluso para los composites con menor contenido de
nanoparticulas. No estando este resultado de acuerdo con otros investigadores

donde observaban un fondo diamagnético atribuible al polimero [85].

5.2.5.- Absorcion de agua

El comportamiento del indice de hinchamiento esta influenciado por el grado de
cristalinidad y el peso molecular de la muestra. Es decir, a mayor cristalinidad y
mayor peso molecular, menor sera el hinchamiento, ya que la difusion de la
solucion al interior del polimero se da mas facil a través de las zonas amorfas
que de las zonas cristalinas. Es por esto que las muestras analizadas

presentan un alto indice de hinchamiento.

Comparando las muestras analizadas, se encontré6 que el indice de
hinchamiento aumenta al aumentar el porcentaje de nanoparticulas, nFezOg,
debido a que ésta presentd menor cristalinidad (Tabla 5.4) y se espera que
también tenga menor peso molecular inicial (Tabla 5.6), lo que facilita una
mayor difusion de la solucion al interior del polimero al tener mayor proporcién

de parte amorfa [213].

La Figura 5.15 (a) mostré6 que a lo largo del tiempo de degradacion, la
absorcion de agua de las diferentes muestras se incrementé drasticamente en

la semana 4 de incubacién, superando el 100% de agua absorbida Unicamente
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la composicion con mayor cantidad de nanoparticulas (70%nFez0,).
Suavizando posteriormente el aumento de agua absorbida. Todos los
andamios absorbieron una cantidad de agua menor que la observada en los
anteriores sistemas. Alcanzaron el maximo de absorcion al final del periodo de

incubacion las composiciones con 30 y 70% nFe30,.

Es obvio, que al aumentar la cantidad de nFe3O4 en el PLLA se incrementa la
absorcién de agua, siendo los andamios con 10%n Fe3O, de PLLA los que
mostraron menor absorcion a lo largo del periodo de incubacion, no llegando a
alcanzar el valor alcanzado en la semana 4 (valor maximo) al final de las 25

semanas de degradacion in vitro. [22].
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Figura 5.15.-(a) Absorcién de agua, por los andamios de PLLA-nFe3;0,, en funcién del
tiempo de degradacion (b) Variacion del pH de la solucion tampén fosfato frente al
tiempo de degradacion

5.2.6.- Variacién del pH

En este apartado, mediremos cual ha sido el nivel de liberacion de residuos
acidos en la solucion de PBS durante las 25 semanas de incubacion, midiendo

la variacion de pH.

La Figura 5.15 (b) mostré la curva de variacion del pH para el sistema PLLA-

nFe304, hubo una disminucion lineal minima en el valor del pH entre 7.22-7.13
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(<2%) [183]. La estabilizacion del pH se debiéo a la neutralizacion de las
nanoparticulas de los productos de degradacion acidos de este poli-o-
hidroxiacidos. La mayor variacién en el pH la experimentd la composicion con
un 10%nFe30,, esta disminucién fue acompafada por una menor absorcion de
agua, justificable por la menor cantidad de nanoparticulas hidréfilas y con

caracter basico.

5.2.7.- Pérdida de masay peso molecular

En un proceso tipico de degradacion del PLLA, el peso de las muestras podria
mantenerse en una primera etapa, seguido de una pérdida aguda. Es féacil
detectar una fuerte pérdida de peso para este polimero que nos indicaria el
avance de la degradacion [117, 130, 232].

Nuestros soportes porosos, no han experimentado pérdida de peso superior al
3%, sefial de que no ha habido apenas degradacion a lo largo del periodo de

incubacion de 25 semanas en PBS.

La pérdida de peso permanecieron inalterables, pero el peso molecular si
experimentd un decremento que se recoge en la Tabla 5.5.

Se observo un ligero aumento en el peso molecular después de 18 semanas en
la composicion con un 50%nFe3;0,4 debido a reordenamientos en las cadenas

macromoleculares.

En las distintas composiciones, el peso molecular disminuye en la semana 25 y
cae especialmente en las composiciones con un 10 y 50%nFe30,, alcanzando

una reduccion del ~40% y 50% del peso molecular inicial respectivamente

Se gener6 una fraccibn mayor de cadenas cortas con el tiempo de
degradacion, y la masa molar media en peso disminuyd. El indice de
polidispersidad aumento ligeramente a medida que las masas moleculares

decrecieron [190].

La evolucién de las propiedades presentadas en este estudio sugiere que el
polimero estaba en su primera etapa de degradacion, al menos durante las 25

semanas de este experimento. No hubo signos de transicion hacia la segunda

137



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

etapa de degradacion, como lo indican que no se produjo cambios morfoldgicos

ni de masa [190].

Observamos, que al aumentar la cantidad de nanoparticulas en el andamio, los

valores tanto de My, como de M, disminuyeron con respecto al PLLA puro.

En esta Tabla 5.5 se recogen los pesos moleculares de los andamios de PLLA-
nFe;0, resultando ser mayores de 50.000 g/mol, lo que hace factible su
aplicacion en dispositivos de fijacion osea [213, 220].

Tabla 5.5.- Mw, Mn, e | del sistema PLLA-nFe;0,.

Tiempo de

degradacion

Muestra (semanas) M, M, |
PLLA 0 144221 104042 1.386
PLLA-10%nFe304 0 86087 55270 1.558
15 70655 36196 1.952
25 51040 28757 1.775
PLLA-30%nFez04 0 62280 35695 1.745
15 32867 22501 1.461
25 50367 20911 2.409
PLLA-50%nFe;0,4 0 61018 33257 1.835
14 39878 24554 1.624
18 98439 50825 1.937
25 31721 14722 2.155
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Capitulo 6

Estudio Preliminar Biocompatibilidad

in vitro. Citotoxicidad. Ensayo MTT

En este apartado vamos a cuantificar la citotoxicidad de los productos liberados
en medio de cultivo (eluyentes) por alguno de nuestros soportes porosos,
mediante la utilizacion del reactivo MTT [13]. El reactivo MTT se acumula en el
interior de las células, ya que no es capaz de atravesar la membrana celular.
Tras la adicion de un disolvente, como el dimetilsulfoxido (DMSO), los cristales
de formazan formados se disuelven, pudiendo cuantificar colorimétricamente la

intensidad.

La viabilidad celular y la proliferacién en cada grupo se evaluaron utilizando el
ensayo de MTT a 24 y 72 horas. Mediante este ensayo se mide la funcién
metabdlica en las células a través de la actividad mitocondrial; donde una
mayor absorbancia, significa un aumento de la proliferacién celular o una
mayor tasa de metabolismo. Una reduccién en la actividad metabdlica celular
es una indicacién temprana de dafio celular, que podria conducir la muerte
celular [233].

Los ensayos de citotoxicidad fueron realizados en Braga (Portugal) por el
equipo del Doctor Senentxu Lanceros-Méndez, los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 6.1. Todos los compuestos estudiados muestran una
viabilidad celular superior al 70%. Basandonos en las normas de la ISO 10993-
5:2009. Esta viabilidad aumenté a las 72 horas en los andamios con
nanoparticulas magnéticas con PCL respecto al resultado obtenido a las 24

horas, mientras que en los andamios de PLLA disminuyd después de 24 horas.

Los andamios PCL-30%nHAFe, PCL-50%nHAFe y PCL-20%nFe304 superan

el 200% de viabilidad a las 72 horas, presentando una gran biocompatibilidad.
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En los ensayos in vitro, los soportes porosos del polimero PCL con
nanoparticulas magnéticas (nHAFe o nFe3O4) proporcionan un entorno
favorable para la adhesion celular inicial, mantiene la viabilidad celular y la
proliferacion celular. Se observa que estas nanoparticulas afadidas
desempefian un papel importante en la mejora de la biocompatibilidad de estos
composites basados en PCL con respecto al PCL puro. Para confirmar el
rendimiento practico de estos se deberian realizar estudios de mayor duracion
(7-11dias), para confirmar su uso como biomateriales, comprobando los
resultados numéricos mediante la observacion mediante SEM. Este ensayo
podria estar proporcionando un falso positivo debido a la posible actividad
reductora de alguno de los componentes de los andamios en el compuesto
MTT, lo que podria conducir a una falsa viabilidad positiva, sin embargo este
efecto no ha sido observado en estas nanoparticulas, ni en ninguno de los dos

polimeros por otros investigadores [233].

350

I
B 24 horas B 72 horas

300

250

200

150

Viabilidad Celular (%)

100

50

PCL-30%nHAFe
PCL-50%nHAFe
PCL-20%nFe304
PLLA-30%nHAFe
PLLA-70%nHAFe
PLLA-50%nFe304

Figura 6.1.- Resultados del ensayo MTT de los andamio PCL, PCL-30%nHAFe, PCL-
50%nHAFe, PCL-20%nFe30,, PLLA-30%nHAFe, PLLA-70%nHAFe y PLLA-50%n
Fego4.
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En el resto de andamios ensayados la proliferacion celular disminuyo a las 72
horas. La viabilidad puede haberse reducido por un efecto citostatico, o por un
efecto antiproliferativo; estos dos efectos no deben definirse como citotoxicidad.
El término de viabilidad debe ser una definicibn general que comprenda estos
tres parametros (efecto citotoxico, efecto citostatico, efecto antiproliferativo).
Por lo tanto, cualquier disminucion en la viabilidad puede ser resultado de
cualquiera de estos tres efectos. Por tanto, ser4 recomendable alargar el
periodo de estudio y comprobar mediante SEM el resultado de este ensayo.
Las lecturas de absorbancia obtenidos excesivamente altos, deberian

ratificarse disminuyendo la densidad celular en cada ensayo.
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Capitulo 7

Conclusiones

A continuacion se presentan las conclusiones obtenidas a lo largo del presente

estudio:

>

TIPS (Thermally Induced Phase Separation), demostrd ser un método
capaz de crear soportes altamente porosos con una estructura muy
interconectada. Esta técnica de fabricacion, demostré ser muy versatil
en la creacion de andamios porosos.

Ambos polimeros (PCL y PLLA), fueron capaces de crear estructuras
con gran porosidad e interconexion con las nanoparticulas magnéticas
empleadas en el presente estudio (nHAFe y Fe30,4), en un amplio rango
de composiciones; que van desde el 10 al 80% de nanoparticulas con
respecto a la masa total del polimero.

La eleccion del disolvente, 1,4-dioxano y el bajo porcentaje de polimero
(2,5%) con respecto al volumen del disolvente, ayudaron en la obtencion
de buenos resultados con altas porosidades.

Las particulas magnéticas elegidas pudieron ser dispersadas
directamente en la solucidén polimérica mediante la accién combinada de
ultrasonidos y agitador manual, permitiendo una gran reproductibilidad
en las muestras junto con una buena dispersion de las nanoparticulas en
la matriz polimérica. La no variacion del campo coercitivo obtenido por
todos las muestras, mediante VSM, corroboran esta afirmacion.

Los ciclos de histéresis de los compuestos fabricados eran tipicos de la
histéresis ferromagnética, al igual que las nanoparticulas utilizadas. En
el caso de la nFe30,4, se justifica este comportamiento por el diametro de

las particulas utilizadas en este estudio mayor de 30 nm.
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» Los pesos moleculares de los andamios fabricados resultaron ser
mayores de 50.000 g/mol, lo que hace factible su aplicacién en
dispositivos de fijacion ésea.

» La adicion de nanoparticulas modificé ligeramente la morfologia de los
soportes produciendo una ligera reduccion en el tamafio de los poros
manteniendo una alta porosidad. En cuanto al proceso de degradacion
los andamios con tamafio de poro mas pequefio se degradan mas
lentamente que aquellos con poros mas grandes.

> La caracterizacion FTIR de los andamios indicO que ambas
nanoparticulas no habian reaccionado con la PCL encontrandose
dispersa en la matriz de PCL, no produciéndose desplazamiento de las
bandas caracteristicas con respecto al polimero puro. Por otro lado, esta
técnica mostré un pequefio desplazamiento de las bandas de absorcion
fundamentales en los andamios de PLLA con respecto al polimero puro.
A lo largo del periodo de degradacion in vitro al que se sometieron los
diferentes sistemas, no pudo observarse un cambio consistente en la
banda del carbonilo, ni tampoco se aprecia la banda ~1570 cm™
correspondiente a grupos finales carboxilicos, que deberia aparecer en
el transcurso de la degradacién. Por tanto, no existen indicios de
degradacion en los distintos sistemas durante el periodo de incubacién
in vitro estudiado.

» La hidrofobicidad de la superficie de un andamio tiene un gran efecto en
la respuesta celular. Las células exhiben una mayor adhesién y
proliferacion en una superficie hidréfila. Por este motivo en el disefio
experimental de nuestros andamios, hemos pretendido funcionalizar la
superficie aumentando la hidrofobicidad de nuestros andamios de PCL y
PLLA; mediante la adicion de nanoparticulas (hnHAFe y nFe3zO4) con un
fuerte caracter hidrofilico. Observandose los siguientes efectos:

v" Aumento de absorcion de agua durante el periodo de degradacién

v" Neutralizacién de los productos acidos de la degradacion
hidrolitica, manteniendo practicamente invariable el pH de la
solucion tamponada por su caracter basico.

v' Aparicién de bandas anchas de absorcion de grupos hidroxilos

centradas~3400 cm™ en los espectros IR debido al carécter
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hidrofilico del sistema. Estas bandas indican la presencia de agua
en el sistema pese al proceso de liofilizacion efectuado.

v Aumento del area superficial debida a la interfaz Polimero-
nanoparticulas aumenta el area superficial del polimero expuesta
al PBS, lo que podria contribuir a una mayor absorcion de agua.

v" Reduccion del ratio de degradacion actuando como una barrera
fisica que impedia la entrada de agua al armazon polimérico, y
neutralizando su accion autocatalitica, limitando la absorcion de
PBS y reduciendo la velocidad de degradacion.

» Aunque se observaron cambios en el peso molecular con el tiempo de
degradacion, no se registré6 pérdida de masa, ya que las cadenas
permanecen atrapadas en las regiones cristalinas debido a la alta
cristalinidad de los andamios.

» La mayor adicion de nanoparticulas hizo disminuir considerablemente la
cristalinidad (X;) y la entalpia de fusién (4Hp). Este fendmeno sugiere
que en general las nanopatrticulas no actidan como agente de nucleacién
sobre la cristalizaciéon del polimero, modifican el polimero haciendo
disminuir drasticamente el grado de cristalinidad (X.%), dificultando la
cristalizacion y reduciendo la movilidad de las cadenas. Las particulas,
actian como restricciones fisicas reduciendo la movilidad de las
cadenas del polimero, produciéndose un aumento de la T, y un ligero
aumento del valor de T,.

» En el sistema PLLA-HAFe las composiciones con 30 y 70%nHAFe en la
semana 25 de incubacién, aparece en los resultados de GPC un
segundo pico que corresponderia a cadenas de menor tamafio, siendo
una sefal clara e inequivoca del proceso degradativo, con Mn <
20.000g/mol. No se alcanz6 sin embargo, ni pérdida importante de peso
en las muestras ni disminucion considerable de la Tg.

» Los soportes porosos de PCL estudiados muestran una viabilidad celular
muy superior al 70%, aumentando a las 72 horas de incubacion, podrian
ser utilizados como biomateriales, de confirmarse los resultados
obtenidos y presentar una gran biocompatibilidad debido a su alta
actividad osteoblastica.
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Apendice 1

Metodos experimentales

METODOS DE SINTESIS

-Separacion de fases inducida térmicamente (TIPS). La separacion de fases
inducida térmicamente fue aplicada por primera vez en la fabricacién de
andamios por Schugens y colaboradores en 1996 [128, 191] Muchos
investigadores han utilizado esta técnica obteniendo una porosidad de hasta el
95%.

El método consiste en inducir una separacién de fases solido-liquido o liquido-
liquido. Para ello el polimero es disuelto en 1,4 dioxano y la separacion de
fases se induce reduciendo la temperatura de la solucién polimérica. El
templado induce la formacion de una fase rica en polimero y otra muy pobre.
Después el disolvente se extrae mediante liofilizacion u otra técnica de
extraccion. El espacio ocupado por el solvente se convertira en los espacios o

poros del soporte poroso.

Se han descrito diferentes mecanismos de separacion de fases dependiendo
de la proporcion de volumen entre disolvente y polimero, su solubilidad, la
temperatura de temple y la adicibn de agua en la soluciéon polimérica. La
separacioén liquido-liquido ocurre cuando la temperatura de temple es mas alta
que la temperatura de cristalizacion del disolvente, mientras que la separacion
sélido-liquido tiene lugar cuando la temperatura de cristalizacion del disolvente

es mas alta que la temperatura aplicada.

Las principales diferencias morfolégicas entre los andamios del disefio
experimental resultan de la diferencia de mecanismo de formacion de esta

morfologia.
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» La separacion de fases sélido- liquido, controlada por la cristalizacion del
dioxano, produce poros mas grandes (debido a los canales de
cristalizacion), pero menos interconectados, y por lo tanto una porosidad
anisotropica, es decir mas orientada y distribuida, pero también mas
débil que los andamios fabricados por una separacion liquido-liquido.
Tedricamente los andamios fabricados de esta manera tienen una
morfologia tubular muy anisotropica con una estructura interna similar a
la de una escalera [128-131]. Las cavidades son paralelas a la direccion
de solidificacidn y tienen particiones repetitivas. La progresion del frente
de cristalizacién del solvente define la principal orientacién de los poros,
los ejes largos paralelos a la direccion de enfriamiento [128-130, 191].

» La separacion de fases liquido-liquido ocurre cuando la temperatura de
cristalizacion del solvente es mas baja que la temperatura de separacion
de fases de una solucion polimérica amorfa, La Figura 1 muestra un

diagrama de equilibrio de fases de la solucién polimérica.

Hay dos tipos de separacion de fases liquido-liquido que pueden ocurrir

cuando una solucion polimérica homogénea se enfria:

e Entre las curvas binodal y espinodal del diagrama de fases, la
separacién de fases liquido-liquido se produce por un mecanismo
de nucleacion y crecimiento. La separacion de fases no ocurre
hasta que un nucleo de una de las fases que es lo
suficientemente grande para ser inestable a un crecimiento

adicional. La estructura obtenida es generalmente dispersa.

e Al contrario, debajo de la curva espinodal, la solucién polimérica
es propensa a una separacion de fases liquido-liquido espontanea
(descomposicién espinodal) con la formacion de un red

interconectada de dos fases [128, 129].
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Figura 1.- Diagrama de fases temperatura-composicion de una solucién polimérica

www.poco.phy.cam.ac.uk/ teaching/A_Donald/Phase_Diagrams.htm - 101k —

La liofilizacion es un proceso de deshidratacion de productos a baja presion
(vacio) y moderada temperatura. La clave esta en que el disolvente se sublima.
Por este motivo el producto debe permanecer obligatoriamente solidificado

(congelado) durante todo el proceso.
El proceso de liofilizacion cuenta con tres etapas clave:

a) Congelacion inicial: Es una operacion previa y obligatoria. El tiempo de
duraciéon depende de varios factores como la cantidad, concentracion y

naturaleza propia del producto

b) Sublimacion o desecacion primaria: Es la etapa en la que el 95% del
disolvente pasa a vapor. Durante esta fase la presion se baja a unos pocos
milibares, y se aplica calor. Los parametros temperatura, presion y tiempo
pueden ser modificados independientemente pero estan intimamente
relacionados y no es posible modificar uno sin que sean afectados los otros. Un
calor excesivo por ejemplo reducira el tiempo de liofilizacion pero puede alterar
la estructura del material, por lo que se suelen preferir tiempos mas largos y

este proceso suele durar dias.
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El liofilizador cuenta con un condensador capaz de alcanzar temperaturas
inferiores a -80 °C y donde el vapor del solvente se resolidifica para impedir
que llegue a la bomba de vacio. En estos rangos de presion el calor se
transfiere principalmente por conduccion o radiacion y los efectos de

conveccion son despreciables.

Figura 2.- Liofilizador Telstar Lioquest 85 utilizado para la obtencion de soportes

porosos magnéticos

c) Desorcién o desecacion secundaria: Su mision es eliminar las Ultimas trazas
de vapor de disolvente, evaporando el que no esta congelado. Para ello se
eleva mas la temperatura, pudiendo alcanzarse temperaturas por encima de 0
°C pero siempre por debajo de la temperatura de desnaturalizacion del
producto. Se trata de romper las interacciones fisico-quimicas formadas entre

las moléculas del solvente y el material para facilitar su desorcion.
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METODOS DE CARACTERIZACION

- La difraccion de rayos X se produce cuando un haz de energia similar al de
la distancia interplanar de los atomos (del orden de los rayos X) interacciona
con estructuras cristalinas generando asi una dispersién elastica de ondas que
estan en fase e interaccionan de forma constructiva. La difracciéon solo se da en

determinados angulos de acuerdo con la ley de Bragg:
NA= 2dn senb (1)

donde A es la longitud de onda de la fuente de rayos X, 6 es el angulo que
forman el haz incidente y los planos cristalinos, n es un nimero entero y dng €S
la distancia entre planos cristalinos. El patron de difraccidon depende de la

estructura cristalina de la muestra y de los atomos que la forman.

Un difractébmetro de rayos X estd compuesto por una fuente de energia que
suele ser un anodo giratorio que produce un haz de rayos X de una
determinada longitud de onda, un monocromador que se ocupa de aislar el haz
de rayos X deseado, un colimador que se ocupa de alinear el haz de rayos X,
un gonidémetro giratorio que es donde se encuentra situado la muestra cristalina
y que permite posicionar ésta en diferentes angulos con respecto al haz y un
detector que es el encargado de grabar o recoger el patron de difraccion. El
equipo es calibrado previamente con un patron de NaCl cuyos angulos de

difraccion son perfectamente conocidos.

Si la red cristalina esta libre de deformacion y los cristales predominan de
manera general en la muestra, entonces se puede estimar el tamafio promedio

de cristal empleando la férmula de Scherrer:

KA
_B cos@ (2)

Donde:

D es el tamafio medio de los dominios ordenados (cristalinos), que puede ser

menor o igual al tamafo del grano

K es un factor de forma adimensional, con un valor cercano a la unidad. El

factor de forma tiene un valor tipico de aproximadamente 0,9.

A es lalongitud de onda de la radiacion utilizada (Acy).

151



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

0 es el angulo de difraccion, posicién del pico de difraccion.

£ es el ancho a la altura media del pico de difraccion de la muestra (FWHM),
después de sustraer el ensanchamiento de la linea instrumental, en radianes.

Esta cantidad también se denomina a veces como A (20).
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Figura 3. Difractograma de la nHAFe sintetizada.

- La microscopia electronica de transmisién. EL microscopio electronico de
transmisién (TEM) se compone de un sistema de vacio, una pantalla donde se
proyecta una imagen aumentada de la muestra y una camara fotogréfica o
pantalla de ordenador que tienen la funcion de registrar la imagen. Dentro del
sistema de vacio se encuentran un cafién que produce un haz electrones y un
sistema de lentes electromagnéticas. El esquema del microscopio electronico

se puede observar en la Figura 4.

Para la obtencion de una imagen, el cafion electrénico produce un haz de
electrones que es acelerado mediante una diferencia de potencial que puede
oscilar entre 80 y 600 KeV dependiendo del modelo. El microscopio electrénico
utiliza un fino haz de electrones acelerados que, al impactar con la muestra,
genera una serie de sefiales directamente relacionadas con la estructura
atomica del objeto investigado. Estas sefiales se seleccionan por separado
para generar distintos tipos de imagenes y obtener datos analiticos. En el TEM
los electrones transmitidos con y sin dispersion se utilizan para crear imagenes

de transmision convencionales, de campo oscuro y alta resolucién, revelando la

152



Andamios magnéticos para aplicaciones médicas

estructura interna de las muestras, tamafio y distribucién de particulas, su red

cristalina, interfases y defectos puntuales de la red atémica, etc.

Los microscopios de transmision tienen una capacidad de resolucion de hasta
0.23 nandémetros entre puntos y 0.14 nandmetros entre lineas, lo que permite

aplicarlo en el campo de la hanociencia y la nanotecnologia.

Electron
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Condenser

Electron Lenses
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Projector Objective Aperture
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Figura 4. Esquema de microscopio electrénico de transmision

- La microscopia electronica de barrido. ElI microscopio electronico de
barrido (SEM) esta constituido por un haz de electrones, focalizado a través de
un sistema de lentes magnéticas. La interaccibn del haz de electrones
acelerados sobre la muestra lleva consigo la produccién de fendédmenos
diversos: emisién de electrones Auger, electrones secundarios, electrones
retrodispersados, rayos X, etc. La sefal tanto de los electrones secundarios
como de los retrodispersados permite visualizar una imagen directa de la zona
enfocada.

- La magnetometria de muestra vibrante. El magnetdmetro de muestra
vibrante consta de un electroiman (para campos menores de 3 T) o una bobina

superconductora (para campos magnéticos altos) que se encargan de generar
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el campo magnético sobre la muestra, dos bobinas de deteccién que son las
encargadas de registrar la fuerza electromotriz generada por el movimiento de
la muestra, una camara de temperatura que se ocupa de alcanzar y mantener
la temperatura deseada en la medida, un dispositivo de vibracion de la muestra
que se ocupa de hacerla vibrar a una frecuencia y amplitud deseadas, un
amplificador de sefial para aumentar la sensibilidad de la medida y por ultimo
un ordenador desde el cual se controla el estado del magnetometro, el tipo de
experimento a realizar, las variables de éste y el registro de las distintas
medidas llevadas a cabo por el magnetémetro. Para obtener la medida del
momento magnético de la muestra, ésta se sitla entre las bobinas de

deteccion, vibrando a una frecuencia y amplitud caracteristica.

Imanacién (emu/g)

poH (T)

Figura 5. Magnetémetro de muestra vibrante de los servicios generales de la
UPV/EHU a laizda. Y curva M-H nHAFe sintetizada

- Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido o DSC (Differential Scanning Calorimetry)
es una técnica termoanalitica en la que la diferencia de calor entre una muestra
y una referencia es medida en funcién de la temperatura. La técnica fue
desarrollada por E. S. Watson y M. J. O’neill en 1962. EI DSC puede
caracterizar todos aquellos cambios que acontecen en la muestra por efecto de
la temperatura, y que conllevan absorcion o liberacion de calor. En el caso de
polimeros esta técnica es especialmente util para el célculo de temperaturas y

entalpias de fusion y de transicion vitrea.
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Como regla general, puede decirse que todas las transformaciones o
reacciones donde se produce un cambio de energia, pueden medirse por DSC.
Entre las diversas utilidades de la técnica de DSC podemos destacar las

siguientes:

» Medidas de capacidad calorifica aparente (fenbmenos de relajacion

estructural).

» Determinacion de temperaturas caracteristicas de transformacion o de
transicion tales como: transicion vitrea (Tg), cristalizacion (T¢), fusion
(Tm), etc.

Los polimeros semicristalinos presentan, por una parte, una transicion asociada
a la fase a la fase amorfa de los mismos y, por otra parte, una transicion en la
que desaparecen las entidades ordenadas o cristalinas. Por tanto, la

temperatura de transicion vitrea es caracteristica de la fase amorfa

La transicibn mas importante en polimeros semicristalinos es la fusion, que
aparece a temperaturas mas elevadas que la T4 y en la que hay una verdadera

transicion termodindmica de primer orden.

La temperatura de transicion vitrea, T4, aparece como un punto de inflexion en
la curva de flujo de calor, se define como el punto de inflexion de la regién. Se
trata principalmente de las regiones amorfas del polimero. La cristalizacién es
una transicion exotérmica, se produce a temperaturas ligeramente inferiores al
punto de fusion del polimero. La cristalizacién de un polimero depende de la
capacidad de sus cadenas para moverse y formar una estructura cristalina.
Puede haber un pico de cristalizacion tanto en la primera como en la segunda
rampa de calentamiento. La temperatura de cristalizacion, T, y la entalpia de
cristalizacion, 4H, se definen como el maximo del pico de cristalizacion y el

area bajo la curva de cristalizacion, respectivamente.

La fusién es una transicion endotérmica, el punto de fusién se define como el
maximo valor del pico de fusion, T,. El calor de fusion, AHm, es el area bajo el
pico de fusion. Solamente las regiones cristalinas del polimero tienen una
temperatura de fusion. El calor de fusion se utiliza para calcular el porcentaje

de cristalinidad, X. calculado como:

X% = 100 ((AHm - AHeo)! AH%) (2.5)
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Donde, AH, es la entalpia de fusion medida y AH®,, es la entalpia de fusion del
polimero cristalino al 100%. AH. es la entalpia de cristalizacion en frio .Para
PCL, #H°= 139,5 J / g [234, 235] y para el PLLA, #H°,=93 J /g [150, 236,
237].

LS
I
e

]

L
A

Temperature

Figura 6.- Esquema de un termograma de soportes porosos

- La Espectroscopia de Infrarrojo permite la identificacién de los grupos
funcionales de un compuesto. Esto es debido a que cuando una molécula
absorbe radiacioén infrarroja, la vibracion intramolecular con frecuencia igual a la
de la radiacion, aumenta en intensidad, lo que genera sefiales con frecuencias

que corresponden a la vibracion de un enlace especifico.

El ATR (Attenuated Total Reflection) es una técnica de muestreo utilizada en el
IR, la cual se produce cuando una radiacion infrarroja entra en un cristal ATR
transmisor y de alto indice de refraccion. El cristal esta disefiado para permitir
una reflexion interna total que crea una onda evanescente sobre la superficie
del cristal. Esta onda se extiende a la muestra que se mantiene en contacto
intimo con el cristal, registrandose el espectro de infrarrojo de la muestra. Los

sélidos no requieren preparacion de la muestra con esta técnica.
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- La cromatografia de permeacion de gel o Gel Permeation Cromatography
(GPC) en una técnica cromatografica de exclusién por tamafio; que nos
posibilita conocer la distribucién de pesos moleculares promedio en peso (Mw),
el peso molecular promedio en niumero (Mn) y el indice de polidispersidad
(I=My, / M;)) de un polimero. Se trata de una cromatografia de columna, en la
que la fase movil es el polimero en disolucién, generalmente se utiliza
tetrahidrofurano (THF) como disolvente, que se hace fluir a través de una
columna rellena con un gel microporoso con una distribucion de poros
perfectamente definida, y cuya eleccion dependera de la resolucion y el peso

molecular del polimero a fraccionar, que constituye la fase estética.

El gel tiene la funcion de tamiz molecular, y separa las macromoléculas en
funciébn de su tamafo, teniendo las moléculas de mayor tamafo acceso
Gnicamente a los poros mayores eluyendo antes, mientras que las de menor
tamafio se quedan retenidas en el gel tardando més tiempo, produciéndose de
este modo una elucién gradual en funcién del tamafio molecular de mayor a
menor tamafo, pudiendo detectarse, mediante un detector adecuado la
concentracion del polimero. De este modo podemos relacionar la concentracion
y el peso molecular, lo que nos permite determinar la distribucion de pesos

moleculares de la muestra.

Moléculas peaueiias

"~ Moléculas grandes

Particula polimérica
Pared columna

Cromatografica

Disolvente

Figura 7. Esquema del proceso de separacion por cromatografia de exclusion por

tamafos, tomado de [238].
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