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Resumen

El polimetacrilato de 2-hidroxietilo (pHEMA) y el Quitosano se combinaron para la obtencién de un biomaterial compuesto
con cargas de Hidroxiapatita por medio del efecto de gas espumante. Este trabajo reporta la caracterizaciéon morfoldgica
del biomaterial compuesto por medio de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) con el cual se analizé la superficie
del material y se corroboré la generacién de poros, asi como la formacién de una red interpenetrada tridimensional. Su
estabilidad térmica se evalu6 por medio de termogravimetria (TGA-DTG). Los resultados obtenidos por SEM indicaron la
generacion de una alta porosidad y de una red interpenetrada en el material poroso, ademas los resultados de la estabilidad
térmica fueron discutidos.
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Abstract
Poly (2-hydroxyethyl methacrylate) (p)HEMA) and chitosan were combined to obtain a biocomposite material with fillers of

Hydroxyapatite through foaming gas effect. In this paper the morphological characterization of the composite biomaterial
by scanning electron microscopy (SEM) to analyze the generation of pores is reported, as well as a three-dimensional
interpenetrating network. Thermal stability was evaluated by analysis of thermogravimetry (TGA-DTG). The results
obtained by SEM indicate the generation a high porosity and the interpenetrated network in the porous material, in addition
to the discussion of the results in terms of the thermal stability.

Keywords: pHEMA, chitosan, ceramics, porous material, interpenetrating network.

1 Introduccion

Diferentes materiales han sido investigados para
aplicaciones en ingenierfa tisular elaborados de
metales, cerdmicas y polimeros, estos ultimos al
igual que con todos los materiales implantados en
el cuerpo deben ser biocompatibles. El uso de los
polimeros tiene otras ventajas, por ejemplo que los
materiales deben ser moldeables o polimerizables in
situ para asegurar una buena integracién en el drea
defectuosa. Los andamios poliméricos desempefian un
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papel fundamental en la ingenieria tisular a través de la
siembra de células, la proliferacion y la formacién de
nuevo tejido en tres dimensiones, lo cual promete abrir
una linea de investigacién en el campo de la ingenieria
sobre el disefio de tejidos.  Algunos pardmetros
importantes a considerar en el disefio de andamios
son: la porosidad, el tamafio de poro y el drea de
superficie, asi como sus caracteristicas arquitectonicas
tales como la forma de los poros, la morfologia de
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los poros y la interconectividad entre los poros de
los materiales. Estos son importantes para lograr la
siembra celular, la migracién, crecimiento, transporte
de masa y la formacién de tejido (Pielichowska y col.
2010 y Okamoto y col. 2013).

Los polimeros y materiales biocerdmicos
tales como  Hidroxiapatita  (HA), Fosfato
tricdlcico, y biovidrio pueden formar compuestos
organicos/inorganicos biodegradables y biocompatibles
que se pueden utilizar como injertos dseos
sintéticos. Estos son importantes para la reparacién
y regeneracién dsea confiriendo propiedades
estructurales y quimicas que proporcionan un entorno
bioquimico para promover respuestas celulares
y la integraciéon del tejido.  Para cumplir con
los requisitos de estas funciones, los materiales
hibridos (organicos/inorgdnicos sintéticos) mas
deseables deben ser biocompatibles, porosos (con
un didametro de al menos 100 mm), ademds de
ser frente a la hidrélisis o enzimas, biodegradables
dentro de un tiempo especifico, también deben
ser osteoconductivos y osteoinductores, estas
condiciones lograrian que las células puedan unirse
a los biomateriales hibridos, proliferar, migrar y
diferenciarse (Huang y col. 2013).

El propésito del presente trabajo consiste en
emplear pHEMA, Quitosano e Hidroxiapatita en la
obtencién de un material compuesto, que combina sus
propiedades naturales dentro de una red tridimensional
interpenetrada generada por efecto de gas espumante y
la evaluacién de su estructura morfoldgica, asi como la
estabilidad térmica del mismo.

2 Antecedentes

El desarrollo de nuevos biomateriales para propdsitos
de la ingenieria tisular ha sido de gran interés
para la ciencia e ingenieria. Durante las dltimas
décadas, diferentes biomateriales de origen bioldgico
o sintético han sido diseflados con la intencién de
proporcionar la matriz extracelular a andamios para
la formacién de hueso nuevo (Rodrigues y col.,
2003). Estos andamios son construcciones en tres
dimensiones (3D) que se implantan en el cuerpo
humano, lo que lleva a la integracién y aceptacién en
el organismo.

Los  polimetacrilatos son  frecuentemente
utilizados para aplicaciones médicas y farmacéuticas
(Nitay col. 2013). El Polimetacrilato de 2-hidroxietilo
(pHEMA) es un polimero sintético versitil con
propiedades adecuadas para una amplia gama de

aplicaciones, en particular aplicaciones biomédicas
(Figueiredo y col. 2013), incluyendo lentes de
contacto (Kopecek, 2009), cérneas artificiales (Sasaki
y col. 2009), andamios degradables para la
ingenieria tisular (Atzet y col. 2008) y sistemas de
administracién de farmacos (Hordk y col. 2008).

El Quitosano es un polimero catidénico, con una
estructura de polisacdrido, cominmente encontrado en
la naturaleza. Sus propiedades quimicas y bioldgicas
son interesantes por sus potenciales aplicaciones en
diferentes dreas, tales como, la medicina, agricultura
e industria. La principal razén de su importancia
es debido a sus propiedades intrinsecas como la
biocompatibilidad, biodegradabilidad, nula toxicidad,
bioadhesivo, asi como su actividad antimicrobiana
(Avila y col. 2012).

La Hidroxiapatita (HA) es un importante
biomaterial de origen natural, es un mineral con
una estructura hexagonal que se compone de grupos
de Fosfatos de calcio. Estudios cristalograficos y
quimicos han demostrado que la HA sintética es
similar al componente inorgdnico natural que se
encuentra en la matriz 6sea y en los dientes. Debido a
esta similitud, ha sido de interés en la investigacion
emplear la HA sintética como sustituto de hueso
en varias aplicaciones biomédicas. Existen varias
ventajas significativas en el uso de la HA sintética
en aplicaciones de ingenieria tisular, ya que tiene una
buena biocompatibilidad, propiedades de bioactividad,
biodegradabilidad lenta in situ y también ofrece una
buena osteoconductividad. Estas propiedades son
muy importantes, ya que el tejido 6seo se somete
constantemente a regeneracion (Poinern y col. 2011).

3 Materiales y métodos

En este trabajo se utilizo Metacrilato de 2-
Hidroxietilo (HEMA, CAS No. 868-77-9), N,N’-
metilenbisacrilamida (BIS, CAS No. 110-26-9),
Pluronic® F127 (PF127, CAS No. 9003-11-6),
Persulfato de Amonio (APS, CAS No. 7727-54-0),
N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED, CAS No.
110-18-9), Hidroxiapatita (HA, CAS No. 12167-74-
7), Carbonato de Sodio hidratado (NaHCOj3, CAS
No. 97323-76-2), nanoHidroxiapatita (nHA, CAS
No.12167-74-7), Quitosano (CAS No. 9012-76-4), de
Sigma Aldrich. La Hidroxiapatita es de grado reactivo
en polvo y la nanoHidroxiapatita tiene un tamafio de
particula <200nm.
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3.1 Obtencion del material compuesto

Para la obtenciéon de los materiales compuestos
pHEMA, pHEMA-Quitosano, pHEMA-Quitosano-
HA y pHEMA-Quitosano-nHA utilizando el
NaHCO3; como agente espumante, se mezclaron los
componentes que se muestran en la Tabla 1, y de
acuerdo con la metodologia descrita por Damla Cetin
y col. (2011) se utilizaron Bis, Pluronic® F127, APS
y como catalizador TEMED. Todos los componentes
fueron mezclados en bafio ultrasénico, en tubos de
ensayo a temperatura ambiente y presion atmosférica.

3.2 Microscopia Electronica de Barrido
(SEM)

La morfologia y estructuras porosas de los materiales
compuestos se examinaron por Microscopia
Electronica de Barrido (SEM), utilizando un
microscopio electrénico de barrido marca JEOL,
modelo JSM - 6010LA (condiciones del equipo SEI,
4y 10 kV), previamente al andlisis SEM las muestras
se sometieron a un proceso de secado a vacio.

3.3 Espectroscopia Infrarroja
Transformada de Fourier (FTIR)

El equipo de FTIR utilizado fue marca PerkinElmer
modelo Spectrum Two. Esta técnica permitid
identificar la presencia de grupos funcionales en las
materias primas y los productos. Los intervalos de
medicién: 4000 cm™! a 650 cm™! en el modo de
transmitancia con 16 nimeros de barridos en una
resolucién 4 cm™!,

por

3.4 Andlisis
DTG)
Los termogramas TGA-DTG obtenidos para la

determinacién de transiciones térmicas del material
compuesto se llevaron a cabo en un equipo NETZSCH

(TGA-

Termogravimétrico

INSTRUMENTS, modelo STA 449F3 JUPITER en
crisoles de alimina y un horno de SiC. La rampa de
calentamiento fue de 25 a 800 °C con una velocidad
de calentamiento de 10 °C/min.

4 Resultados y discusion

Los materiales compuestos basados en pHEMA, como
matriz polimérica y obtenidos por polimerizacién por
radicales, se secaron a vacio, resultando un material
rigido, blanco y liviano. La porosidad generada en el
material se llevo a cabo por el efecto de gas espumante
al generar burbujas de gas de CO», siendo estos poros
observables por microscopia electrénica de barrido.
Se utiliz6 Quitosano como agente antimicrobiano.
Para el incremento de la bioactividad del hidrogel
poroso se utilizé6 Hidroxiapatita y nanoHidroxiapatita
respectivamente.

4.1 Microscopia Electronica de Barrido
(SEM)

En la Fig. 1 (a, b, ¢ y d) se presentan las
imagenes que se obtuvieron por la técnica de andlisis
de SEM, en las que se observa la formacién de los
poros en los biomateriales compuestos pHEMA vy
pHEMA-Quitosano, estos poros presentan didmetros
que oscilan entre los 100 y 200 um aproximadamente.
Del mismo modo, por medio de esta técnica de
andlisis, se puede observar en el interior de estos poros
la formacién de poros mds pequefios con didmetros
dentro de un intervalo de 2 a 10 um (ver Fig. 1cy 1d).
Esto evidencia la formacion de una red interpenetrada
en el material compuesto pHEMA-Quitosano (Das N.,
2013). Esto debido a que el pHEMA se sintetizé en
presencia del Quitosano solubilizado en 4cido acético
y no existié una interaccidén quimica entre los grupos
funcionales de cada uno de estos componentes, como
se observa en el andlisis de FTIR (ver seccién 4.2).

Tabla 1. Componentes de los Materiales Compuestos pHEMA-Quitosano-Hidroxiapatita en bafio ultrasénico

Materiales Compuestos

Componentes pHEMA- pHEMA- pHEMA-
pHEMA Quitosano Quitosano- Quitosano-
HA nHA
HEMA 750 pL 750 uL 750 uL 750 uL
Quitosano 2% -- 500 uL 500 pL 500 uL
Hidroxiapatita -- -- 170 mg --
nanohidroxiapatita -- -- -- 170 mg
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Fig. 1. Material compuesto a) pHEMA-200x, b) pHEMA-800x, ¢) pHEMA-Quitosano-200x y d) pHEMA-

Quitosano-950x.

En la Fig. 2 (a, b, ¢ y d) se muestran las
micrografias de los materiales compuestos pHEMA -
Quitosano-HA y pHEMA-Quitosano-nHA, donde se
observa la incorporacién del material cerdmico,
tanto de tamafio micrométrico como nanométrico
respectivamente, puede observarse en todos los
casos que la red interpenetrada porosa del pHEMA-
Quitosano se mantiene sin presentar modificaciones
en su estructura quimica, ademas de la distribucion de
la HA y nHA sobre la superficie del material, siendo
evidente en ambos aumentos 300 y 1100 x. En la
Fig. 2d se evidencia el depdsito del quitosano en la
superficie y dentro de los poros del material.

4.2 Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR)

Los materiales pHEMA, pHEMA-Quitosano,
pHEMA-Quitosano-HA, pHEMA-Quitosano-nHA,

HA y nHA, fueron andlizados por FTIR. En los
espectros obtenidos, mostrados en la Fig. 3, se
observan las vibraciones correspondientes a enlaces
O-H presentes en el pHEMA y Quitosano, las cuales
ocurren alrededor de 3500-3000 c¢cm™!, asi como
también las vibraciones del grupo funcional C=0 que
pertenecen al pHEMA y Quitosano a 1700 cm™!, un
pico caracteristico de ambos compuestos. FEl pico
presente a 1100 cm™! corresponde a las vibraciones
de los enlaces C-O-C presentes en el pHEMA y
Quitosano. La regién de 3000-2800 cm™! corresponde
a las vibraciones de CH; y CH3. La seifial del grupo
-NH; de la molécula del Quitosano se presenta a 1625
cm™!.

El espectro de FTIR muestra los picos de
absorcion caracteristicos de la Hidroxiapatita, ademas
de la presencia de Carbonato. Las bandas a 1050 y
950 cm™! son asignadas a las vibraciones de los iones
POi‘ y la observada a 1120 cm™' al anién HPO,.

WWW.rmiq.org



Salgado-Delgado y col/ Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol. 15, No. 2 (2016) 625-632

SElI 5kv. WD10m x1,100 10ym =———

Jul 18, 2013

Fig. 2. Material compuesto a) pHEMA-Quitosano-HA-300x, b) pHEMA-Quitosano-HA-1100x, ¢) pHEMA-

Quitosano-nHA-300x y d) pHEMA-Quitosano-nHA-1100x.

La presencia de bandas en el intervalo de 1500 a 1400
cm™!, conjuntamente con la banda a 870 cm™', indica
la presencia de iones carbonato en la hidroxiapatita.
Este andlisis evidencia que las sustancias presentes
en el material compuesto mantienen sus grupos
funcionales caracteristicos después de la obtencién
del material compuesto, por lo que se mantienen sus
propiedades naturales.

4.3 Andlisis
DTG)

Termogravimétrico (TGA-

La estabilidad térmica del material obtenido se
determind por analisis termogravimétrico (TGA). Este
estudio es de gran importancia debido a las posibles
aplicaciones del material, donde puede ser sometido
a temperaturas relativamente altas, como lo es la
esterilizaciéon, mecanismo que es necesario en el
empleo de materiales biomédicos (Figueiredo y col.,

WWW.rmiq.org

2013). Dicho andlisis se realizd desde temperatura
ambiente (21 °C) alcanzando una temperatura final de
800 °C. En todos los casos, la pérdida de peso se lleva
a cabo en 3 etapas, donde dos de ellas se atribuyen a la
descomposicion del material compuesto.

En la Fig. 4 se puede observar la pérdida de
peso en funcién de la temperatura de los materiales
pHEMA, pHEMA-Quitosano, pHEMA-Quitosano-
HA y pHEMA-Quitosano nHA. En el intervalo de
temperatura de 27-400 °C, se observa cierta similitud
en los cambios del porcentaje de pérdida en peso y
estabilidad térmica.

En la misma figura se muestra que la primera
etapa de descomposicion ocurre dentro del intervalo
de 27-200 °C, la pérdida de masa en aproximadamente
100 °C es asociada con agua no enlazada, asi como
también a la pérdida de algunos compuestos volatiles.
La segunda y tercer etapa dentro del intervalo de 200-
500 °C, corresponden a la pérdida de peso de las redes
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Fig. 3. FTIR de pHEMA, pHEMA-Quitosano,
pHEMA-Quitosano-HA, pHEMA-Quitosano-nHA,
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Fig. 4. TGA de material compuesto pHEMA,

pHEMA-Quitosano, pHEMA-Quitosano-HA y
pHEMA-Quitosano-nHA

poliméricas orgdnicas debido a la degradacién tanto
del pHEMA como el Quitosano. La segunda
etapa (290-300 °C) indica el rompimiento de la
red tridimensional interpenetrada, debido a que las
particulas de la HA y nHA separan las redes de los

polimeros haciendo un desplazamiento a temperaturas
menores de degradacion, seguido de la degradacion
total del material organico (360-410 °C). Ademads se
evidencia un porcentaje de remanente mayor (23.64
y 29.4 %) por la presencia del material cerdmico en
las muestras que contienen HA y nHA debido a su
caracter inorganico.

En la Fig. 5 se observa el resultado de anilisis
DTG de los materiales obtenidos pHEMA, pHEMA-
Quitosano, pHEMA-Quitosano-HA y pHEMA-
Quitosano nHA, en la cual se evidencian claramente
dos etapas en la degradacién entre los 200 y 500
°C, cada una de estas etapas estdn asociadas a la
parte orgdnica de los materiales, corroborando los
resultados discutidos en el TGA.

En la Tabla 2, se observa que los materiales
compuestos pHEMA-Quitosano-HA y pHEMA-
Quitosano-nHA tienden a ser menos hidrofilicos con
la adicion de la cerdmica, debido a que la pérdida de
agua no enlazada a los 100 °C es menor en porcentaje.
Estas muestras presentan menor temperatura de
descomposicion en las dos etapas sefialadas, 291.475
y 402.475 °C para pHEMA-Quitosano-HA y 291.26 y
367.26 °C para pHEMA-Quitosano-nHA, observados
entre los 200 y 400 °C, comparado con las muestras
preparadas sin HA y nHA. Ademis de que se
evidencia un porcentaje de remanente mayor (23.64 y
29.4%) debido a la cerdmica presente en las muestras
que contienen HA y nHA.

La disminucién de la temperatura de degradacién
se debe ala adicion de HA y nHA, siendo mds evidente
para la nHA, ya que la mayor parte de las cadenas de
la red del material se encuentran mas separadas debido
a un aumento en el nimero de espacios entre cadenas
por su tamafio de particula.

Conclusiones

De acuerdo a las imagenes obtenidas mediante la
microscopia electrénica de barrido, se observé que la
porosidad generada por el método de gas espumante,
da como resultado una alta distribucién de tamafios
de poros en los materiales compuestos pHEMA-
Quitosano-HA y pHEMA-Quitosano-nHA, generando
asf una red interpenetrada stiper porosa. Los espectros
de FTIR demostraron que no hubo una interaccidon
quimica entre los grupos funcionales de cada uno de
los componentes del material. Mientras que en el
andlisis termogravimétrico se evidencié un aumento
en la estabilidad del material con la adicién de la
cerdmica (HA y nHA), lo cual indica que el material
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Fig. 5. DTG de materiales compuestos a) pHEMA, b) pHEMA-Quitosano, ¢c) pHEMA-Quitosano-HA y d) pHEMA-

Quitosano-nHA.

Tabla 2. Temperatura de degradacién de las muestras

YR YT
Muestra g’el:::;(:;d: Temperatura  Temperatura %
100° C °C °C Remanente
pHEMA 2.52 294.956 406.969 3.95
pHEMA-Quitosano 2.47 298.26 407.26 8.03
pHEMA-Quitosano-HA 1.53 291.475 402.475 23.64
pHEMA-Quitosano-nHA 1.29 291.26 367.26 29.4
puede ser sometido a tratamientos de esterilizacion, Referencias
para una aplicacion futura en el drea médica, como lo
es la esterilizacion ya sea en autoclave o calor seco, en . .
donde las temperaturas utilizadas son de 121 y 180 °C, AtZEtS S"R tCurtlnB S"2 00 g rinh P']’) B;yzlllt
respectivamente (Hofmann y col., 2014). ” atner - )- cgracable

poly(2-hydroxyethyl methacrylate)-co-
polycaprolactone  hydrogels  for  tissue
engineering scaffolds. Biomacromolecules 9,
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