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RESUMEN

La ciencia de los biomateriales enfrenta diversos desafios relacionados con
el reemplazo de las partes que conforman al cuerpo humano, tal como es el caso
del cartilago, el cual se rompe o desgasta debido a esfuerzos continuos y excesivos
a los que es sometido diariamente ocasionando problemas de salud, es por ello que
la investigacion de los biopolimeros se ha enfocado en la obtencion y desarrollo de
nuevos materiales que cumplan con esta finalidad.

En el presente trabajo fueron sintetizados un grupo de copolimeros a base
de 2-hidroxietilmetaacrilato (HEMA) en presencia de colageno con el fin de obtener
un material polimérico que asemejara en lo posible al cartilago humano teniendo
como funcion principal el reemplazo del mismo. El colageno utilizado para la sintesis
de cada copolimero fue extraido mediante el método de tratamiento acido, en donde
se utilizé acido acético, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), pepsina y orejas de
cerdo como fuente de extraccién, ademas de hidroxido de sodio para regular el pH
durante el proceso. La sintesis del copolimero 2-hidroxietilmetaacrilato en presencia
de colageno, se llevo a cabo por reaccion de polimerizacion via radicales libres en
solucion acuosa, se utilizd 2,2-azobisisobutironitrilo (AIBN) como iniciador,
manteniendo la reaccién a una temperatura de 75°C y se vari6 la cantidad de
colageno para cada copolimero sintetizado en repetidas ocasiones. Al transcurrir la
reaccion, se trasladd al copolimero en moldes de vidrio al interior de un horno a
75°C durante 1 hora y finalmente fue irradiado con una lampara de luz ultravioleta
por 24 horas para asegurar la terminacién de la reaccion de polimerizacion.

Los materiales sintetizados, tal como el pHEMA, los copolimeros pHEMA-g-
colageno y el colageno extraido fueron caracterizados mediante las técnicas de
Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR), Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC),
Analisis Termogravimétrico (TGA) y Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
También fue aplicada unicamente para el colageno la técnica de caracterizacion de
Electroforesis en Gel (SDS-PAGE). Los resultados observados en cada una de las
técnicas mencionadas, muestran diferencias de un material con respecto a otro, tal
como son el ensanchamiento o movimiento de bandas, variacién de puntos térmicos
y cambio de apariencia; al realizar el analisis a fondo de los resultados, estos indican
que existe evidencia suficiente para demostrar que se llevé a cabo la formacion del
injerto entre el HEMA y el colageno. Finalmente el pHEMA vy los copolimeros
pHEMA-g-colageno fueron sometidos a pruebas mecanicas de compresion, en
donde se observd que a mayor cantidad de colageno contenido en los injertos, el
material tiende a disminuir su resistencia a la compresion, caracteristica que puede
ser aprovechada para la finalidad a la cual esta destinado el material obtenido.

Palabras clave: Colageno, 2-hidroxietillmetacrilato, polimerizacién y cartilago.



ABSTRACT

The science of biomaterials faces various challenges related to the
remplacement of the parts that make up the human body, as is the case of the
cartilage, which breaks or wears out due to excessive and continuous efforts to
which is subjeted daily causing health problems, so that the biopolymer research
has focused on the breeding and development of new materials that comply this
purpose.

In the present work were synthesized to group of copolymers based on 2-
hydroxyethylmethacrylate (HEMA) in the presence of collagen in order to obtain a
polymeric material that will resemble to the greatest extent possible at the human
cartilage taking as main function the replacement of the same. The collagen used
for the synthesis of each copolymer was extracted by acid treatment method, where
was used acetic acid, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), pepsin and pig's ears
as a source of extraction, in addition to sodium hydroxide to adjust the pH during the
process. The synthesis of the copolymer 2-hydroxyethylmethacrylate in the
presence of collagen, was carried out by a reaction of polymerization via free radicals
in aqueous solution, used 2-2-azobisisobutyronitrile (AIBN) as the initiator, while
maintaining the reaction at a temperature of 75 °C and was varied the amount of
collagen copolymer synthesized for each on repeatedly occasions. After the
reaction, moved the copolymer in molds of glass inside of an oven at 75 °C for 1
hour and finally was irradiated with a UV lamp for 24 hours to ensure the completion
of the polymerization reaction.

The synthesized materials, such as the pHEMA and pHEMA-g-collagen
copolymers and extracted collagen were characterized using the techniques of
Infrared Spectroscopy (FT-IR), Differential Scanning Calorimetry (DSC),
Thermogravimetric Analysis (TGA) and Scanning Electron Microscopy (SEM). Also
was applied only for collagen technique of characterization of electrophoresis in Gel
(SDS-PAGE). The results observed in each of the above mentioned techniques,
show differences of one material with respect to another, such as widening or
movement of bands, variation of thermal points and change of appearance; to carry
out the in depth analysis of the results, these indicate that there is sufficient evidence
to show that between the HEMA and the collagen graft formation took place. Finally
the pHEMA and pHEMA-g-collagen copolymers were subjected to mechanical
compression tests, where it was noted that more collagen content in grafts, the
material tends to decrease its resistance to compression, feature that can be used
for the purpose for which the material obtained is intended.

Keywords: 2-hydroxyethylmethacrylate, collagen, polymerization, and cartilage.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCCION

El ser humano requiere de movilidad fisica en la vida diaria para poder
interactuar con el medio que lo rodea y realizar sus actividades. El aparato
locomotor dependiente del sistema nervioso, es el encargado de proveer sostén,
proteccion y movilidad al cuerpo humano [1], Una parte fundamental del aparato
locomotor son las articulaciones, las cuales se encuentran formadas por huesos,
musculos, ligamentos y cartilago. Es indispensable que cada una de estas partes
del cuerpo se encuentre en buen estado para llevar a cabo su correcto
funcionamiento (Figura 1) [2]. La degeneracion de las articulaciones en las personas
es muy comun, los defectos condrales u osteocondrales, es decir, relativos al
cartilago son el resultado de aplicar fuerzas excesivas indebidas, permanecer en
una posicion inadecuada, la actividad fisica cotidiana, efectos hormonales, el
deporte, la edad y una mala alimentacion[3]. Estos defectos tienden a evolucionar
con el tiempo, ocasionando procesos degenerativos como la osteoartritis (Figura 1),
la cual comienza con el desgaste del cartilago, hasta la deformacion de los huesos
limitando la movilidad [4] y causando dolor [5].

Figura 1. a) Cartilago humano, Osteoartritis, Protesis de rodilla.

Actualmente existe gran interés crear biomateriales que puedan ser usados
en la reparacion de las lesiones de las articulaciones, especialmente en el cartilago
ya que siendo avascular carece de capacidad para regenerarse rapidamente [6].
Los pacientes con una lesion condral grave son tratados generalmente con células
madre [7] que ayudan a regenerar el cartilago, también mediante aloinjertos, la
sustitucion total de la articulacion con una proétesis de metal-polimero (figura 1) [8],,
o bien mediante implantes artificiales de materiales ceramicos, poliméricos o
metalicos [9] como: hidroxiapatita, poliuretano o titanio [10].



Los biomateriales son materiales biolégicos farmacoldégicamente inertes,
utilizados para ser incorporados o implantados dentro de un organismo vivo, con el
fin de tratar, aumentar, reemplazar o restaurar algun tejido u 6rgano del cuerpo
humano. Durante muchos afos los metales y las aleaciones constituyeron la unica
forma de biomateriales en uso, hasta el desarrollo de los materiales ceramicos y
poliméricos como biomateriales [11]. Durante la segunda guerra mundial se produjo
un rapido avance en la ciencia de los biopolimeros, abarcando desde la liberacion
de farmacos hasta la regeneracion de tejido 6seo y cartilaginoso; también
reemplazaron a otros materiales en aplicaciones médicas, como en la sustitucion
de catéteres metalicos e implantes estéticos (Figura 2) [12]. En la actualidad el uso
de los biopolimeros ha ido aumentando dentro del campo de la medicina, ya que
estos mejoran y/o compiten en costo-beneficio con otros materiales ya existentes
como los materiales ceramicos y metalicos [13]. El poliuretano, siliconas,
polimetilmetacrilato, policaprolactona y el alcohol polivinilico son ejemplos de
polimeros sintéticos que junto con los polimeros naturales tal como las proteinas,
acidos nucleicos, polisacaridos y politerpenos poseen un gran potencial en
aplicaciones médicas debido a la biocompatibilidad que estos presentan. [14].

Figura 2. Biomateriales: implante de seno, prétesis dental, ocular y auricular.

El 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) es el mondmero del cual se obtiene el poli
hidroxietilmetacrilato pHEMA, polimero que puede absorber grandes cantidades de
agua siendo insoluble en esta, sufre un hinchamiento debido a la parte hidrofilica
que posee y forma un hidrogel [15]. Dependiendo de la estructura fisicoquimica el
pHEMA es capaz de absorber mas del 100% de agua relativa a su peso en seco,
debido a esto y por las propiedades mecanicas y de biocompatibilidad que presenta
este polimero es uno de los biomateriales mas importantes con aplicaciones
médicas actualmente [16]. El colageno a su vez es una proteina en forma de triple
hélice integrada por fibras de largas cadenas de aminoacidos unidas por enlaces
peptidicos y puentes de hidrogeno que lo hacen resistente a esfuerzos de
compresion, tensién y a la vez flexible (Figura 3) [17], siendo la proteina mas
abundante en la piel, huesos vy cartilago de la mayoria de los seres vivos. La
implantacion de colageno en el cuerpo tiene resultados favorables debido a que el
cuerpo mismo lo reconoce y acepta, ha sido estudiado desde hace muchos afnos
ampliamente para fines cosméticos y médicos (Figura 4) [18].
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Figura 4. Estructura del colageno.

El HEMA vy el colageno son polimeros que han sido motivo de numerosos
estudios a lo largo de los afios [19],, los cuales han sido utilizados en conjunto para
crear compuestos con aplicaciones que van desde la creacién de cultivos celulares
o tejido, hasta el desarrollo de sistemas de liberacion de proteinas, implantes de
hueso o cartilago, lentes de contacto entre otras aplicaciones médicas, estos
materiales son biocompatibles y presentan buenas propiedades mecanicas y
fisicoquimicas dentro del campo de la medicina [20],. La investigacién realizada en
este trabajo trata de aprovechar las propiedades del 2-Hidroxietiimetaacrilato y del
colageno para desarrollar el copolimero de injerto pHEMA-g-colageno, el cual posee
alta biocompatibilidad y propiedades mecanicas adecuadas para aplicaciones
meédicas [21].

El copolimero obtenido en este trabajo tiene como objetivo final ser utilizado como
reemplazo de tejido cartilaginoso, aunque en base a las a los estudios realizados
previamente y mencionados en las referencias bibliograficas puede anticiparse que
posee mas aplicaciones dentro del campo de la medicina. [22].

11



2 OBJETIVOS E HIPOTESIS

21 Objetivo general:

Crear un cartilago sintético mediante la obtencion del copolimero de injerto
pHEMA-g-colageno a partir de la sintesis del 2-hidroxietilmetaacrilato (HEMA) en
presencia de colageno por reaccion de polimerizacion via radicales libres,
posteriormente realizar las caracterizaciones y pruebas mecanicas
correspondientes de cada material.

2.2 Objetivos particulares:

a) Llevar a cabo un método de extraccion de colageno a partir de orejas de
cerdo.

b) Aplicar la técnica de Electroforesis en Gel (SDS-PAGE) al colageno extraido
para calcular el peso molecular del mismo como referencia inicial.

c) Efectuar la sintesis del copolimero pHEMA-g-colageno por reaccion de
polimerizacion via radicales libres en solucion acusa a partir de HEMA en
presencia de colageno, variando la cantidad de este ultimo durante cada
reaccion de polimerizacion.

d) Realizar la caracterizacion del colageno, pHEMA y copolimeros pHEMA-g-
colageno mediante la técnica de analisis de Espectroscopia de Infrarrojo
(FTIR) con la cual puede ser observada la formacion del injerto al analizar la
variacion de las bandas caracteristicas de cada material; por Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM) donde puede ser observada la morfologia de
cada material; por Analisis Termogravimétrico (TGA) y Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) donde puede ser observada la variacién de los
puntos térmicos de los materiales, lo cual ayuda a demostrar la formacion del
injerto entre el HEMA y el colageno.

e) Evaluar el comportamiento mecanico del pHEMA y de los copolimeros
pHEMA-g-colageno mediante la realizacion de pruebas mecanicas de
compresion y comparar los resultados obtenidos en estas con el cartilago
humano.

2.3 Hipétesis:

El copolimero pHEMA-g-colageno puede ser obtenido por polimerizacion via
radicales libres a partir del 2-hidroxietiimetacrilato en presencia de colageno. Al ser
biocompatibles estos dos materiales con el cuerpo humano y debido a las
propiedades mecanicas que presenta el pHEMA inicialmente, convierten al
copolimero pHEMA-g-colageno en un material con posibles propiedades para ser
utilizado como reemplazo del cartilago humano.

12



3 ANTECEDENTES

A lo largo de la historia los polimeros preparados a partir del 2-
Hidroxietiimetacrilato (HEMA) y de colageno han sido estudiados en algunas
ocasiones, en 1960 Witcherle O. y Lim D. utilizaron por primera vez al HEMA como
un biomaterial debido a que encontraron que este poseia un caracter permeable y
biocompatible frente al cuerpo humano, después de cuatro afios de estudio y de
realizar numerosas pruebas con el material, concluyeron que el HEMA podia ser
manipulado facilmente y polimerizado para la creacion de lentes de contacto [23].

Posteriormente siguieron estudios como el realizado por Sanjiv Bhatia y Peter
R. Bergethon en donde utilizaron al pHEMA como una protesis duradera, realizando
pruebas in vivo en conejos y ratones observando que el pHEMA es un polimero
biocompatible, estable, de facil preparacion, esterilizable, moldeable y econémico al
compararlo con otros materiales utilizados en proétesis. También propusieron que
podia ser utilizado para la creacién de un sistema de control en la liberaciéon de
farmacos y asi mismo para el crecimiento de tejido muscular [24].

A partir de estos primeros estudios realizados el HEMA entro en auge siendo
ampliamente estudiado a lo largo de mundo, principalmente por su impacto en
aplicaciones médicas. Patrick Sharrock y Genevieve Gregoire realizaron pruebas
del HEMA en la desmineralizacion de la dentina, encontrando que el HEMA posee
afinidad con el colageno vy la lisina formando una red peptidica, por lo que puede
ser utilizado para problemas de superficie dental [25].

K. Gelse y E. Poschl realizaron estudios de la funcionalidad del colageno en
el organismo, proponiendo que la incorporacion de este material en los
biomateriales utilizados en la industria alimenticia, médica y cosmética podia tener
resultados interesantes [26]. R. Jeyanthiy K. Panduranga propusieron en 1990 que
la incorporacion de materiales bioldgicos tal como el colageno en hidrogel de HEMA
podia dar buenos resultados de esfuerzos mecanicos y de tolerancia frente a tejidos
o adhesidn celular in vitro e in vivo, en sus experimentos encontraron que a mayor
cantidad de colageno en el copolimero de HEMA-colageno la resistencia y
estabilidad fisica del hidrogel tendian a disminuir, pero la biocompatibilidad se
incrementaba, caracteristicas que pueden permitir la creacion de copolimeros para
la liberacion de farmacos anticancerigenos [27].

M. Stol, Cifkova, V. Tyrackova y M. Adam realizaron implantes de pHEMA
con colageno en ratas observando que el pHEMA presenta una biodegradacién muy
baja permaneciendo practicamente sin modificacion a lo largo de los afios, mientras
que los implantes de colageno son reconocidos por el cuerpo y absorbidos
aportando beneficios en funciones de regeneracion, fortalecimiento y reparacién de
tejido 6seo, cartilaginoso y de la piel [28].

13



Entre los estudios previos mas destacados en relacion al presente trabajo
con respecto a la creacién de copolimeros de pHEMA-colageno destacan los
siguientes:

Linda Civerchia-Perez y Barbara Faris quienes prepararon hidrogeles de
pHEMA-colageno por polimerizacion del HEMA en presencia de colageno a varias
concentraciones, resultando hidrogeles transparentes que fueron evaluados para
crecimiento de células IMR-90, en los cuales obtuvieron resultados que muestran
que sin colageno en los copolimeros no hay crecimiento celular y a su vez a mayor
concentracion de colageno en los mismos, ocurrio un mayor crecimiento celular o
adhesion al material [29].

M. Falconi y G. Teti realizaron estudios de fibroblastos gingivales humanos
expuestos a distintas concentraciones de HEMA con colageno y caracterizados por
medio de SEM para evaluar diferencias celulares antes y después del tratamiento
dental en donde fue utilizado el HEMA con colageno como adhesivo dental,
observando una modificacion significativa en la morfologia favorecida por la
presencia del colageno de tipo 1 [30].

T.P. Sastry y K. Panduranga Rao obtuvieron un grupo de copolimeros de
colageno amnidtico y pHEM. El colageno amnidtico fue entrecruzado con
glutaraldehido y copolimerizado con 2-hidroxietiimetacrilato en presencia de
peréxidos en un cuarto de temperatura y por medio de membranas, el copolimero
fue caracterizado para cada porcentaje injertado mediante espectroscopia de
infrarrojo, ensayo mecanico y absorcion acuosa, se encontré en este estudio que
este tipo de injertos puede tener potenciales aplicaciones en el recubrimiento de
membranas amnidticas [31].

K. Smetana Jr. y M. Stol, realizaron la implantacion de copolimeros de
pHEMA-colageno en hueso, en donde fueron comparadas las propiedades
biolégicas del pHEMA, del colageno y de los compuestos pHEMA-colageno por
medio de rayos X al ser implantados en un fémur de cerdo con el fin de analizar la
biodegradacion de los materiales al formar hueso nuevo [32].

R. Jeyanthi y K. Panduranga Rao, estudiraron la biocompatibilidad in vivo de
un hidrogel a base de pHEMA-colageno, el cual fue implantado subcutaneamente
en ratas por mas de seis meses y estudiado histopatolégicamente indicando la
reaccion del tejido. Se observd que no hubo presencia de necrosis, calcificacién o
infeccion en la rata, por lo que los hidrogeles fueron considerados altamente
biocompatibles [33].

M. Stol. Realiz6 modificaciones al gel de pHEMA que obtuvo en estudios
anteriores [6], cambio las propiedades de este con la adicion de colageno formando
esponjas al mezclar los compuestos en solucion, el nuevo gel fué evaluado por por
medio de pruebas in vitro obteniendo buenos resultados en el crecimiento de células
musculares y alta biocompatiblidad [34].
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M. Stol, M. Tolart y M. Adam desarrollaron un método para crear un sustrato
de pHEMA mezclado con colageno para cultivar células de embriones de pollo
mediante miogénesis, en donde se encontré6 que el hidrogel obtenido fué
mecanicamente estable en forma de peliculas o discos para cajas petri y
bioldgicamente activos favoreciendo el crecimiento celular muscular in vitro [35],
posteriormente Miroslav Stol y Karel Smetana realizaron modificaciones a este
procedimiento para nuevamente promover el uso de estos materiales en el
crecimiento celular obteniendo buenos resultados [36]. También K. Stastny, K. Hora
y M. Stol han utilizado los materiales obtenidos en sus estudios previos en cirugias
maxilofaciales y tratamientos como fracturas ampliando asi el campo de aplicacion
de estos materiales en la medicina [37].

Jyoti K. Rao, D. Vijaya Ramesh y K. Panduranga Rao realizaron estudios con
pHEMA y colageno con el fin de obtener un hidrogel en donde pudiera ser
controlado el tamafio de poro y el entrecruzamiento en el material por medio de
soluciones de sulfato encontrando importantes diferencias en los procedimientos
realizados [38].

S. Potorac y M. Popa han realizado estudios de copolimerizacion via
radicales libres entre el pHEMA y colageno modificando el proceso de degradacion
del colageno nativo con anhidrido itacénico, obtuvieron resultados que muestran
una disminucién en la degradacion de este y proponen aplicaciones en la ingenieria
de tejidos como el tratamiento de heridas cutaneas [39].

Entre otros estudios que se han realizado con pHEMA y distintos aditivos al
colageno, destacan el caso de la vitamina C en donde K. Kejlova y J. Labsky [18]
recientemente encontraron que también resulta biocompatible y tolerante para el
cuerpo humano, ademas de promover un efecto favorable frente a la irritacion en la
piel. También en estudios recientes llevados a cabo por Sheena Abraham y Sean
Brahim se ha analizado el uso de los compuestos de pHEMA para la implantacion
de biochips en el cuerpo humano [19]. Sin embargo, segun M. Santin, S.J. Huang
pareciera que los compuestos de pHEMA siguen tendiendo a aplicaciones médicas
para el crecimiento celular o creacion de materiales hibridos [40].
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4 FUNDAMENTOS TEORICOS

4.1 Polimeros.

Los polimeros son compuestos de alto peso molecular o bien,
macromoléculas constituidas por unidades repetitivas llamadas mondmeros que
forman cadenas largas que estan unidas mediante enlaces idnicos, puentes de
hidrogeno, fuerzas de Van Der Waals y principalmente por enlaces covalentes.

El numero de unidades de mondmeros que constituye una cadena polimérica
es conocido como el grado de polimerizacién. En algunos casos la repeticion es
lineal o puede tener ramificaciones o interconectadas formando reticulos
tridimensionales. Las cadenas con un pequeio numero de unidades monomeéricas
son llamadas oligomeros, y regularmente su grado de polimerizacion varia de dos
a menos de diez unidades. Los polimeros sintéticos son obtenidos por reacciones
de polimerizacion, las cuales transforman simples moléculas de tamafio pequefio
llamados monodmeros en una union covalente de varias unidades monoméricas. A
éste proceso se le conoce con el nombre de polimerizaciéon. Cuando un polimero es
obtenido de la polimerizacion de diferentes moléculas monoméricas, exhiben
diferente estructura molecular y es conocido como copolimero.

4.2 Clasificacion de los polimeros.

Existen diversas maneras de clasificar a los polimeros, las mas comunes son las
siguientes:

Por la naturaleza: Natural y sintético.

Los polimeros naturales provienen directamente del reino animal o vegetal,
tienen gran importancia bioldgica, algunos ejemplos de estos polimeros son las
proteinas, tales como la queratina, elastina, acidos nucleicos ADN y ARN, los
polisacaridos almidon y celulosa.

Los polimeros sintéticos provienen de los procesos de polimerizacidon
controlados por el hombre, son generados a partir de materias primas de bajo peso
molecular, por lo general son derivados del petroleo, algunos ejemplos de polimeros
sintéticos son el poliestireno, polipropileno, cloruro de polivinilo, polietileno y nylon.
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Por la estructura de las cadenas: Lineal, ramificado y entrecruzado (Figura 5).

~R-R-R-R-R-R~
Polimero lineal

~R-R-R-R-R-R~R-R-R~R-R-R—R~
|
R

Polimero ramificado g

R-R-R-R-R
Izl
R R

R-R-R-R-R-R-R-R-R-R-R~
R R

R=R=R-R-R-R
Polimero entrecruzado

Figura 5. Estructura de las cadenas polimericas.

Por la estereoquimica: Atactico, sindiotactico, isotactico (Figura 6).

Isotactico Sindiotactico Atactico

Figura 6. Estereoquimica de los polimeros.

Por la composicion monomérica: Homopolimero, copolimero, tripolimero, etc.
Los homopolimeros son polimeros constituidos por una unidad monomeérica

repetitiva, en cambio los copolimeros son obtenidos de la polimerizacion de dos o
mas diferentes mondmeros y asi sucesivamente.
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Por el comportamiento térmico: Termofijo, termolabil.

Los polimeros termolabiles se caracterizan por tener una excelente
capacidad de deformacion elastica, pueden conservar sus caracteristicas
particulares al ser fundidos y al ser enfriados.

Los polimeros termofijos son preparados generalmente a partir de sustancias
semifluidas de peso molecular relativamente bajo, las cuales alcanzan un alto grado
de entrecruzamiento molecular cuando se someten a procesos poliméricos
especializados  formando materiales duros, al fundir se descomponen o
simplemente no funden, generalmente son insolubles en los solventes mas usuales.

Por la cristalinidad: Amorfos, cristalinos y semicristalinos.

Los polimeros amorfos no tienen un orden especifico en su estructura y son
traslucidos; los polimeros semicristalinos poseen regiones orientadas llamadas
cristalitos y regiones amorfas a su vez, por lo que desvian la luz; en el caso de los
polimeros cristalinos o también llamados polimeros orientados contienen regiones
sumamente ordenadas en tres dimensiones por lo que se ven opacos (Figura 7).

Figura 7. Estructura amorfa, semicristalina y cristalina.

Por el tamaino de la molécula: Oligémero y polimero.

Los oligdbmeros tienen pesos moleculares inferiores a 1500 y longitudes de
cadena inferiores a 50 A, son solubles y pueden destilarse. Los polimeros tienen
una longitud de cadena entre 50-500A.

4.3 Mecanismos de polimerizacion.
Son las reacciones mediante las cuales se efectua el crecimiento de la
cadena, es decir, mecanismo por el cual se va formando el polimero al hacer

reaccionar las unidades monomeéricas que lo conforman. Existen dos mecanismos
principales, polimerizacién por adicion y polimerizacion por condensacion.
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Polimerizacion por condensacion o reaccién de etapas.

Es la formacion de polimeros por mediacion de reacciones quimicas
intermoleculares que normalmente implican mas de una especie monomérica, cada
monomero posee como minimo dos grupos funcionales, uno en cada extremo de la
molécula. Generalmente se origina un subproducto de bajo peso molecular que se
elimina, como el agua. Las substancias reactivas tienen formulas quimicas
diferentes de la unidad que se repite, y la reaccion intermolecular ocurre cada vez
que se forma una unidad repetitiva. Por ejemplo, la formacion del nylon (Figura 8).

H
H. H, H, H, H,
C C £ N—H P S < A <>
n H;N C C G nHO—C C i &
H, H H, H, H,
Hexamethylenediamine (n moles) Adipic acid (n moles)
Condensation
nH,0 reaction
0
H. H- H- H H, H, |
3 & @ N | 5eCose, WG €
N C C c C ;o
H H- H H, [| H, H,
o n
An amide bond
Nylon

Figura 8. Polimerizacion por condensacion: Formacion del nylon.

Este proceso por etapas se repite sucesivamente y se pueden producir
molécula lineal, entrecruzada o reticulada, dependiendo del numero de grupos
funcionales que contenga el mondmero. Los tiempos de reaccidn para la
polimerizacién por condensacion son generalmente mayores que los de la
polimerizacién por adicion.

Polimerizacion de adicion o reaccion en cadena.

Los polimeros son formados a partir de la uniéon de unidades monomeéricas
no saturadas (generalmente alquenos o compuestos aromaticos), los polimeros se
forman en este caso mediante la apertura del doble enlace, la unidad de repeticion
del polimero posee la misma composicion quimica que el mondmero del cual
procede, por lo cual pasa a formar parte del polimero sin pérdida de atomos y sin
formar subproductos. Los monémeros pasan a formar parte de la cadena de uno en
uno, reaccionando solo estos con las cadenas que van en crecimiento. Primero
forman dimeros, después trimeros, tetrameros y asi sucesivamente.
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Para llevar a cabo este mecanismo de polimerizacibn es necesario un
iniciador de reaccion, el cual puede ser un radical libre (Figura 5) un ién catidnico o
anionico; derivandose de ahi el nombre de las polimerizaciones por adicion. El
método mas importante y utilizado en la polimerizacidon por adicion es la
polimerizacion por radicales libres.

AL LY L g
NC CN

Figura 5. Formacion de radicales libres por descomposicion térmica del peroxido
de dicumilo y fotdlisis del 2,2 -azobiisobutironitrilo (AIBN).

Como iniciador de este tipo de polimerizaciones actuan aquellas especies
que son capaces de adicionarse al doble enlace del mondmero. Segun cual sea la
naturaleza del iniciador, la apertura del doble enlace del monémero tendra lugar de
forma homolitica o heterolitica. En la rotura heterolitica se forma una especie activa
idnicamente, es decir que le falta o tiene exceso uno o mas electrones. Esto sucede
cuando una de las especies es mas electronegativa que la otra por lo que se
quedara cargada negativamente, dejando a la otra cargada positivamente. En la
rotura homolitica se forma un radical libre, que se produce cuando las
electronegatividades de las sustancias son muy parecidas y se queda un electron
desapareado. Estas sustancias son muy inestables y tienden a reaccionar
rapidamente.

El mecanismo de la reaccién (idnica y radical) depende de la especie que
actua como iniciador, pero también juegan un papel importante los radicales libres
generados durante la polimerizacion, ya que estos determinan la estabilidad tanto
del monoémero como de los intermedios de la reaccion. En una reaccion en cadena
se distinguen tres etapas principales: iniciacidn, propagacién, y terminacion.

Polimerizacion por radicales libres.

Su centro activo de propagacion involucra radicales libres. Se emplea para
sintetizar polimeros a partir de monomeros vinilicos, los cuales son pequefas
moléculas con dobles enlaces carbono-carbono (C=C). Los radicales libres pueden
obtenerse mediante la descomposicion térmica de los peroxidos organicos,
hidroperoxidos o compuestos azo o diazo.
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La cinética de reaccion de la polimerizacion por radicales libres, describe la
etapa de iniciacion de una molécula (iniciador 1), liberando radicales libres por
ruptura homolitica de un enlace covalente (reaccion de disociacion).

Iniciaciéon: Cuando se generan radicales libres en presencia de un
monomero vinilico, el radical se adiciona al doble enlace con la produccion de otro
radical.

P I* Activacion (1)
—>

*+ M Igl* Mondmero vinilico (2)

Esta etapa requiere de la formacion de radicales libres reactivos que puedan
adicionarse al monomero en la etapa de propagacion. La mayor parte de los
iniciadores en las polimerizaciones vinilicas, tienen una eficacia de 0-6 a 1.0, es
decir, entre el 60 y el 100% de los radicales libres generan cadenas poliméricas. La
baja eficacia de los radicales libres, se debe a la recombinacion e inactivacién entre
ellos antes de comenzar la polimerizacion.

Una vez generados los radicales libres (1*) procedentes de la descomposicion
del iniciador, se procede al ataque del radical libre al monémero. Lo importante de
la etapa de iniciacion de los mondmeros vinilicos, es que la actividad radical pasa a
estar localizada en el carbono de la unidad monomérica que contenia el doble
enlace. Este centro activo monomérico es el que ataca de nuevo al monémero en
las sucesivas etapas de propagacion.

Propagacion: Una vez generados los radicales libres (I*) procedentes de la
descomposiciéon del iniciador, se procede al ataque del radical libre al mondémero.
Lo importante de la etapa de iniciacion de los mondémeros vinilicos, es que la
actividad radical pasa a estar localizada en el carbono de la unidad monomérica que
contenia el doble enlace. Este centro activo monomérico es el que ataca de nuevo
al mondmero en las sucesivas etapas de propagacion.

IM*n + M > IM*n+1 (3)
Como consecuencia de las adiciones sucesivas, la cadena polimérica va
creciendo por el extremo en el cual se encuentra situado el centro activo

propagador, hasta que dicho centro se desactiva en la etapa final de terminacion.

Terminacion: La actividad del centro propagador se puede perder debido a
que se unan dos centros activos de dos cadenas poliméricas crecientes o por la
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interaccidon de alguna sustancia que ceda un halégeno o un hidrégeno al carbono
activo de la cadena polimérica. La etapa de terminacion puede tener lugar de dos
formas:

Por combinacion o acoplamiento:
P IM*, + IM* > Mo (4)

Por desproporcion: IM*, + IM* = M+ M (5)

4.4 Procesos de polimerizacion.

Para la sintesis de polimeros mediante polimerizacion por radicales libres,
existen cuatro técnicas que son comunmente utilizadas. Cada una de estas técnicas
tiene condiciones especificas y dan origen a polimeros con caracteristicas
diferentes. Cada uno de esos métodos tiene sus ventajas y sus inconvenientes.

Polimerizacion en masa.

La polimerizacion en masa es una técnica simple, homogénea, donde solo el
monomero Yy el iniciador estan presentes en el sistema. Se realiza afiadiendo
directamente el iniciador al mondmero liquido. En el caso de que la polimerizacion
sea iniciada térmicamente o por radiacidon, solo habra monémero en el medio
reaccionante. Por consiguiente, esta técnica es econdmica, ademas de producir
polimeros con un alto grado de pureza, obteniéndose productos libres de
contaminantes y de alta claridad Ooptica. Esta polimerizacion es altamente
exotérmica, presentandose dificultades en el control de la temperatura y de la
agitacion del medio reaccionante, que rapidamente se vuelve viscoso desde el inicio
de la polimerizacion, dificultandose la evacuacién del calor desarrollado, por lo que
se crean zonas calientes en las que puede tener lugar la autoaceleracion.

Polimerizacion en solucion.

En la polimerizacion en disolucion, ademas del mondmero y del iniciador, se
emplea un disolvente, que debe disolverlos, formando un sistema homogéneo. El
polimero formado puede ser soluble o0 no en el disolvente usado. En caso de que el
polimero sea insoluble, es facilmente separable del medio reaccionante por
filtracion. Si el polimero es soluble, se utiliza un reactivo para precipitarlo en forma
de fibras o polvo. La presencia de un disolvente facilita la transmision de calor y se
reduce la viscosidad del medio, con lo que tiene como ventaja una temperatura
homogénea debido a la facil agitacion del sistema, que evita el problema del

22



sobrecalentamiento. Sin embargo, se puede producir transferencia de cadena a las
moléculas de este nuevo componente, que se traduce en una reduccién del peso
molecular.

Polimerizacion en suspension.

Es una polimerizacion heterogénea donde el monémero y el iniciador son
insolubles en el medio dispersante, en general el agua. En la polimerizacion en
suspension en fase acuosa mediante agitacion se mantiene el monémero (insoluble
en agua) en forma de gotas en las que tiene lugar la reaccion. El iniciador esta
disuelto en el monémero. El mondmero es la fase dispersa y da lugar a un polimero
en fase sélida también disperso. La dispersion se mantiene por una combinacion de
agitacion y el empleo de estabilizadores solubles en agua. La agitacion del sistema
es un factor muy importante en esta técnica, pues segun la velocidad de agitacién
empleada, varia el tamafo de las particulas.

Polimerizacion en emulsion.

La polimerizacion en emulsién (Figura 9) es similar a la en suspension, con
la diferencia que, mediante un agente emulsionante, se logra que el diametro de las
gotas de la fase organica sea mucho menor; ademas, el iniciador debe ser soluble
en la fase acuosa (persulfatos, agua oxigenada, sistemas redox, etc.). Como
agentes emulsionantes se usan, ademas de los detergentes clasicos, otros
surfactantes, como alcoholes sulfonados, aminas alifaticas, alcohol polivinilico, etc.
Tiene una alta velocidad de reaccidén y conversion, siendo de facil control de
agitacion y temperatura.

Los polimeros obtenidos con esta técnica presentan altos pesos moleculares,
son mas dificiles de purificar por la gran cantidad de aditivos adicionados. Sin
embargo esta técnica tiene gran importancia industrial y es muy empleada en
poliadiciones, principalmente cuando se aplica directamente el latex resultante. En
esta polimerizacion, el iniciador es soluble en agua, mientras que el monémero es
apenas parcialmente soluble. El agente emulsionante juega un papel importante en
este tipo de polimerizaciones y tiene como objetivo formar micelas. Algunas micelas
son activas, o sea, la reaccion de polimerizacion se procesa dentro de ellas,
mientras que otras son inactivas (gotas de mondémeros), constituyendo apenas una
fuente de mondmero. A medida que la reaccién ocurre, las micelas inactivas suplen
a las activas con monémero, que crecen hasta formar gotas de polimero, originando
posteriormente el polimero solido.
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Figura 9. Sistema de polimerizacion en emulsion.

La mayor parte del monémero esta en forma de gotas pero algo se introduce
en las micelas y las hincha. El polimero se forma dentro de estas micelas hacia
donde se dirigen los radicales libres generados en la fase acuosa. Las gotitas actuan
como depodsitos de mondmero y van disminuyendo de tamaino, ya que hay una
difusion del mondmero hacia las micelas (Tabla 1).

45 a 400 | 24,000 a 80,000
|

Emulsion 1a20 38,000 a 85,000

Tabla 1. Tamanos de las particulas y pesos moleculares obtenidos
mediante los procesos de polimerizacion.

4.5 Copolimeros.

Son polimeros constituidos por dos 0 mas unidades monomeéricas repetitivas
a lo largo de las cadenas que conforman su estructura; cuando se obtiene un
copolimero, las propiedades de los mondémeros que lo integran se combinan
formando un nuevo material, las principales finalidades para la obtencion de un
copolimero son las siguientes:

. Modificar las propiedades térmicas.

. Incrementar la resistencia frente a agentes quimicos.
. Desarrollar propiedades opticas.

. Generar nuevas aplicaciones.
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. Mejorar las propiedades mecanicas, tales como resistencia a la compresion,
a la tension y flexibilidad.

. Optimizar los procesos de polimerizacion elevando la calidad del material y
disminuyendo los costos de produccion.

Clasificacion de los copolimeros:

Los copolimeros pueden ser divididos en cuatro categorias: Copolimeros de
bloque, alterados, al azar y de injerto.

Copolimeros de bloque.

Las unidades monoméricas que constituyen al copolimero poseen un orden
estructural especifico en la cadena. El copolimero exhibe largas secuencias de un
mismo monomero, agrupandosen entre si; el comportamiento estructural es similar
a enlazar homopolimeros (Figura 10).

Figura 10. Copolimero en bloque.
Copolimeros alternados.
En este caso las unidades monoméricas siguen un orden especifico en la

cadena estructural, son obtenidos al controlar la alimentacion de monémero en un
proceso (Figura 8).

Figura 8. Copolimeros alternados.
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Copolimeros al azar.

Estan constituidos por unidades monomeéricas sin orden estructural alguno
en la cadena del copolimero, son obtenidos mediante cualquier proceso de
polimerizacioén (Figura 12).

O~ =
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Figura 12. Copolimeros al azar.
Copolimeros de injerto.

Los copolimeros de injerto son conocidos por su gran importancia en las
ciencias aplicadas como polimeros de especialidad. En este caso, uno de los
mondémeros sirve como matriz o cadena macromolecular, mientras que el otro
mondmero va injertandose sobre la matriz. Estos copolimeros son obtenidos
mediante polimerizacién por radicales libres, apertura de anillo, catidnica y anionica.
También existen copolimeros de injerto en los cuales los mondémeros son
entrecruzados formando una red tridimensional, en donde un mondmero actua
como matriz polimérica sobre otro que va entrecruzando las cadenas (Figura 13).
Estos copolimeros de injerto son obtenidos generando radicales libres en un
polimero en presencia de un mondmero utilizando como agente reticulante azufre,
tetrasulfuro o algunos peroxidos. A este proceso de copolimerizacion también se le
conoce como vulcanizado.

Figura 13. Copolimero de injerto
4.6 Biopolimeros.

Los biopolimeros son macromoléculas producidas por organismos vivientes
o un material que es utilizado para la fabricacion de dispositivos encaminados a
interactuar con los tejidos humanos que pueden ser usados por cualquier periodo
de tiempo para tratar, aumentar o reemplazar tejidos, 6rganos o funciones del
cuerpo; estos materiales pueden ser de fuentes naturales o sintéticas. Entre los
polimeros de origen natural se encuentra la celulosa, el almidon, los péptidos, las
proteinas, la quitina, el RNA y ADN, en los cuales las unidades monoméricas son
aminoacidos, nucleétidos y azucares.
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. Acidos nucleicos: Los acidos nucleicos pueden ser considerados, tal vez,
los biopolimeros mas importantes ya que son los portadores de la informacion
genética heredada entre generaciones (Figura 14).

Figura 14. Estructura del ADN.

. Proteinas: Las proteinas, formadas por uniones peptidicas entre
aminoacidos los cuales tienen distintas funciones bioldgicas. Entre estas se incluyen
funciones estructurales (colageno, queratina) (Figura 15) funciones cataliticas
(enzimas) o inmunoldgicas (anticuerpos o inmunoglobulinas). Ademas presentan
ventajas por su capacidad de formar redes, plasticidad y elasticidad, como
componente para la fabricacion de materiales.

Figura 15. Estructura de la queratina.

. Polisacaridos: Son polimeros resultantes de la condensacion acetalica de
monosacaridos simples. Los polisacaridos suelen tener funciones estructurales
(celulosa, quitina, pectinas, alginatos) pero también funciones de reserva energética
en el reino vegetal (amilosa, amilopectina, inulina) (Figura 16) y en el reino animal
(glucdgeno).
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Figura 16. Estructura de la amilosa.

. Politerpenos: Los dos mas conocidos son el poliisopreno (caucho natural o
quimicamente isémero cis-1,4-polisopreno) y la gutapercha (caucho de propiedades
mecanicas inferiores, el isébmero trans-1,4-polisopreno).

De los materiales biopoliméricos, generalmente de consistencia solida
pueden ser de materiales vivos o no vivos. Si el material es vivo se denomina
“‘injerto” y los no vivos usados dentro del cuerpo se denominan “implantes”. Las
llamadas prétesis pueden considerarse “endoproétesis” si se encuentran contenidas
totalmente dentro del organismo y “exoprotesis” si estan completamente afuera.

La biocompatibilidad se define como una respuesta apropiada del huésped
con respecto al biopolimero, es decir, que el material no sea danino dentro del
cuerpo, pues se incluyen las interacciones locales de éste y del tejido circundante
en ambas direcciones. Un material es no biocompatible si es téxico y/o causa la
muerte del tejido vecino. La biocompatibilidad puede considerarse “inerte” si no hay
reaccion alguna con el tejido (formacién de una capa fibrosa alrededor del implante)
y el material es estable por periodos indefinidos de tiempo; “bioactivo”, si existen
interacciones especificas con el tejido circundante; “bioabsorbible” si se disuelve
dentro del cuerpo a través de una actividad celular y el espacio vacante se ocupa
eventualmente con tejido, y “biodegradable” si el material falla gradualmente debido
a una actividad bioldgica especifica.

Los materiales biopolimeros en su mayoria estan destinados a reemplazar tejidos
y érganos blandos, como el caso de corazones artificiales a base de poliuretano,
lentes de contacto suaves a base de polihidroxietiimetacrilato (pHEMA)
entrecurados con etilenglicol dimetilacrilado (EGDMA), articulaciones a base de
dimetilsiloxano.
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4.7 Proteinas y aminoacidos.

Las proteinas son biomoléculas formadas basicamente por carbono,
hidrogeno, oxigeno y nitrégeno. Pueden ademas contener azufre y en algunos tipos
de proteinas, fdsforo, hierro, magnesio y cobre. Pueden considerarse polimeros
ya que estan formados por moléculas mas pequefias que reciben el nombre de
aminoacidos y serian, por tanto, unidades de monomeros. Los aminoacidos estan
unidos mediante enlaces peptidicos. La unién de un bajo numero de aminoacidos
da lugar a un péptido; si el numero de aminoacidos que forma la molécula no es
mayor de 10, se denomina oligopéptido; si es superior a 10 se llama polipéptido y
si el numero es superior a 50 aminoacidos son proteina. Desde un punto de vista
quimico, existen dos grandes grupos de proteinas: Las proteinas simples, formadas
exclusivamente por a-aminoacidos, y Las proteinas conjugadas, que contienen
ademas una proporcion significativa de otros componentes. La fraccidon no
aminoacidica se llama grupo prostético, y puede ser un azucar, un lipido, un acido
nucleico o una sustancia inorganica.

Un aminoacido es una molécula organica que en su estructura contiene un
grupo amino (NH2) y un grupo carboxilo (COOH) los cuales se unen a un carbono
(-C-). Las otras dos valencias de carbono a quedan saturadas con un atomo de
hidrogeno (-H) y con un grupo quimico variable al que se denomina radical (-R)
(Figura 17). Los aminoacidos son los mondmeros a partir de los cuales se forman
las proteinas.

atomo de
hidrégen@

atomo de

carbono a
. .grupo

grupo I carboxilo

amino
R grupo de
cadena
lateral

Figura 17. Férmula general de un aminoacido.

Los aminoacidos experimentan una reaccion acido-base que los transforma
en un ion dipolar o zwitterion (Figura 18), en el que la carga positiva se situa en el
nitrégeno (formando un ion amonio) y la carga negativa en el oxigeno del anion
carboxilato. Un concepto de vital importancia al considerar las propiedades
eléctricas de los aminoacidos es el de punto isoeléctrico (pl); el cual puede ser
definido como el valor de pH al cual un aminoacido tiene carga neta es cero.
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pH bajos = pH altos
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Figura 18. Representacion de iones dipolares en aminoacidos.

El pl de un aminoacido coincide con la forma zwiterrionica de este, por
consiguiente puede afirmarse que un aminoacido tiene carga positiva a un pH por
debajo de su pl y tiene carga negativa a un pH por encima de su pl debido a que
por debajo del pl predomina la especie protonada (cargada positivamente) y por
encima predomina la especie desprotonada (cargada negativamente) (figura 15).
Todos los aminoacidos poseen una forma zwitterionica, sin embargo en el caso de
los aminoacidos con un grupo R ionizable, el establecimiento de la forma
zwitterionica se vera influenciado por las caracteristicas de cada grupo -R en
particular.

Clasificacion de los aminoacidos.

Existen 20 aminoacidos los cuales se encuentran en las proteinas y se puede
distinguir por la substitucion de los grupos -R en el atomo del carbono a. Se
clasifican en base a su obtencion por el organismo y a las propiedades de sus
grupos -R.

De acuerdo a la obtencién por el organismo.

Se clasifican en esenciales y no esenciales. Se denominan esenciales a
aquellos aminoacidos que no pueden ser sintetizados por el organismo de los seres
humanos, por lo tanto deben ser incorporados a través de los alimentos; los
aminoacidos restantes (no esenciales) pueden ser sintetizados por el organismo de
los seres humanos. Los aminoacidos esenciales son diez, pero dos solo son
realmente esenciales en determinadas condiciones como la lactancia, los periodos
de crecimiento celular y la enfermedad (Arginina e Histidina) (Tabla 2).
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Esenciales No esenciales

Leucina (Leu, L) Prolina (Pro, P)

Lisina (Lys, K) Serina (Ser, S)

Histidina (His, H) Asparagina (Asn, N)

Arginina (Arg, R) Aspartato (Asp, D)

Tabla 2. Clasificacion de aminoacidos: Esenciales y no esenciales
De acuerdo a la naturaleza de los grupos radical (—R).

Los grupos -R son los responsables de las caracteristicas particulares de
cada aminoacido. Esta clasificacion se fundamenta basicamente en la polaridad de
los grupos -R vy clasifica a los 20 aminoéacidos en 5 grupos (Figura 19).

-Apolares o alifaticos: Se caracterizan por ser fuertemente hidrofébicos y salvo
algunas excepciones (glicina y prolina) confieren estabilidad a las estructuras
proteicas mediante el establecimiento de interacciones hidrofébicas, por tanto
suelen ubicarse en el centro de las proteinas con estructura terciaria.

-Aromaticos: El grupo —R es un ciclo aromatico, por consiguiente son relativamente
hidrofébicos. La Tirosina destaca en este grupo por poseer un grupo hidroxilo (-OH)
que le permite formar puentes de hidrogeno y actuar como grupo funcional de varias
enzimas.

-Polares sin carga: Son mucho mas hidrofilicos que los anteriores y a pesar de no

poseer carga neta, la presencia de grupos funcionales con caracter polar les
permiten formar puentes de hidréogeno.
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-Polares con carga positiva: Destaca la histidina debido a que es el unico de los
20 aminoacidos que posee un grupo -R con un pKa proximo a la neutralidad, por lo
que a pH puede estar cargada positivamente o no poseer carga neta.

-Polares con carga negativa: Es el grupo menos numeroso; formado por 2
aminoacidos.

Nonpolar, aliphatic B groups Aromatic R groups
'EITOO Coo COo (IJUU f_l‘-UlU oo
H:.l‘c—(l:—u H,_i]—lf—H H__r;'—{IJ—H HN—C—H  HN C—H H,N—C—H
H CH, CH CH, CH, CH,
CH; CHy #J\ C=CH
Glyeine Alanine Waline \1) \N'_[I
fl.'-U'D Co0 [i‘.OD H Q
HyN—C—H H,N—C—H  HN—(—H
| | | Phenvlalanine Tyrosine Tryptophan
(I3Hg CH, H—[ll—l'_‘,H;L
/C\I:l [l'.'Ilz lll'!H2
CH; CH; ? CH, Positively charged R groups
CH; CO0 oo CO0
Laucine Methionine Isoleucine Hi:."]_;_:j_H H,-;N—ﬂ.lf—H H;.N—C—H
. CH. CH, CH,
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00 €00 Coo t, G, é S
. _ ! | - —N
H:N—C—H HN—C—H HyN—C—H ?HQ NH
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i I NHy fl}—th
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HaT CH, CH ukti;—tl:—H HN—C—H
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N0 )
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Figura 19. Clasificacion de los aminoacidos segun su grupo —R.

Enlace peptidico.

Los aminoacidos se encuentran unidos linealmente por medio de uniones
peptidicas. Estas uniones se forman por la reaccion de sintesis (via deshidratacién)
entre el grupo carboxilo del primer aminoacido con el grupo amino del segundo
aminoacido. La unién de unos pocos aminoacidos forma un oligopéptido, mientras
que la unién de varios de ellos se denomina polipéptido. Usualmente suele utilizarse
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los términos polipéptidos y proteinas de forma indistinta, sin embargo usualmente
los llamados péptidos tienen masas moleculares inferiores a 10,000 y las
denominadas proteinas tienen masas superiores.

Dos moléculas de aminoacido se unen mediante un enlace de tipo amida
covalente CO-NH con la pérdida de una molécula de agua y el producto de esta
unién es un dipéptido (Figura 20). El grupo carboxilo libre del dipéptido reacciona
de modo similar con el grupo amino de un tercer aminoacido, y asi sucesivamente
hasta formar una larga cadena (polipéptido).

En su mayoria los péptidos presentan en uno de sus extremos un grupo
amino sin reaccionar o grupo amino terminal (N-terminal) y un grupo carboxilo sin
reaccionar en el otro extremo denominado carboxilo terminal (C-terminal). Por
convencion un péptido se escribe y se lee con el grupo N-terminal a la izquierda y
el C-terminal a la derecha (Figura 21).

Aminoacido 1 H Aminoacido 2 H
Sigd i

Agua

Dipéptido

Figura 20. Formacion del enlace peptidico.

OH

CH.,OH H I-|1 lli (i‘H2 l|{ tl'll_= H' CH,
HHN—(}—-C—N—-- C—C—N— (l'J--—(”J—N--—(|: ~("3—N-- (lj— Co0
|
H O H O H

Amino- Carboxyl-
terminal end terminal end

Figura 21. Grupo N-terminal y C-terminal.
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Estructura de las proteinas.
Estructura primaria.

Corresponde a la secuencia lineal de aminoacidos de la cadena polipeptidica,
que le confiere su identidad individual. La estructura primaria de una proteina es
determinante en la funciéon que cumplira después, asi las proteinas estructurales
(como aquellas que forman los tendones y cartilagos) poseen mayor cantidad de
aminoacidos rigidos y que establezcan enlaces quimicos fuertes unos con otros
para dar dureza a la estructura que forman. Generalmente, el numero de
aminoacidos que forman una proteina oscila entre 80 y 300. Los enlaces que
participan en la estructura primaria de una proteina son covalentes: son los enlaces
peptidicos.

Estructura secundaria.

Es el ordenamiento espacial estable d aminoacidos cercanos en la cadena
polipeptidica, que resulta de interacciones por enlaces de hidrogeno entre los grupo
C=0 y N-H de los enlaces peptidicos. Se conocen dos tipos de estructura
secundaria: Hélice alfa y hoja beta (la cadena proteica se extiende en forma de zig-

zag).

Hélice alfa: Esta estructura es periddica y en ella cada enlace peptidico puede
establecer dos puentes de hidrégeno, un puente de hidrégeno se forma entre el
grupo —N-H del enlace peptidico del aminoacido en posicion n y el grupo -C=0 del
enlace peptidico del aminoacido situado en posicién n-4.

Hoja beta: En esta estructura las cadenas laterales de los aminoacidos se situan de
forma alternante a la derecha y a la izquierda del esqueleto de la cadena
polipeptidica. Las estructuras B de distintas cadenas polipeptidicas o bien las
estructuras B de distintas zonas de una misma cadena polipeptidica pueden
interaccionar entre si mediante puentes de hidrogeno, dando lugar a estructuras
laminares llamadas por su forma hojas plegadas u hojas [3.

Estructura terciaria.

Se refiere a la posicidon espacial que adopta la proteina que se enrolla sobre
si misma. Se distinguen dos tipos de estructura terciaria:

* Proteinas con estructura terciaria de tipo fibroso en las que una de las dimensiones
es mucho mayor que las otras dos. Son ejemplos el colageno, la queratina del
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cabello o la fibroina de la seda, En este caso, los elementos de estructura
secundaria (hélices alfa u hojas beta) pueden mantener su ordenamiento sin
recurrir a grandes modificaciones, tan soélo introduciendo ligeras torsiones
longitudinales.

* Proteinas con estructura terciaria de tipo globular, mas frecuentes, en las que no
existe una dimension que predomine sobre las demas, y su forma es
aproximadamente esférica. En este tipo de estructuras se suceden regiones con
estructuras al azar, hélice alfa, hoja beta, acodamientos y  estructuras
supersecundarias.

Las fuerzas que estabilizan la estructura terciaria de una proteina pueden ser dos:

. Los enlaces covalentes pueden deberse a la formacion de un puente disulfuro
entre dos cadenas laterales de Cys, o a la formacién del enlace amida (-CO-NH-)
entre las cadenas laterales de la Lys y un aminoacido dicarboxilico (Glu o Asp).

. Los enlaces no covalentes pueden ser de cuatro tipos: Fuerzas
electrostaticas entre cadenas laterales ionizadas con cargas opuestas, Puentes de
hidrégeno, entre las cadenas laterales de aminoacidos polares, Interacciones
hidrofdbicas entre cadenas laterales apolares y fuerzas de polaridad debidas a
interacciones dipolo-dipolo.

Estructura cuaternaria

A diferencia de la estructura secundaria y terciaria, que resultan de la
interaccion internas de una cadena polipeptidica, cuando la proteina tiene mas de
una cadena también existen interacciones entre ellas. El arreglo espacial de las
diferentes cadenas polipeptidicas de las proteinas que se mantienen unidas por
interacciones débiles, formandose un complejo proteinico, se denomina estructura
cuaternaria.

0303030
&45
odg&o

Figura 22. Estructura de una proteina.
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Propiedades de las proteinas.

En disolucién acuosa, los residuos hidrofébicos de las proteinas se acumulan
en el interior de la estructura, mientras que en la superficie aparecen diversos
grupos con carga eléctrica, en funcién del pH del medio. En torno a los grupos
cargados, los dipolos del agua se orientan conforme a la carga eléctrica de cada
grupo, de tal manera que la proteina presenta una capa de solvatacién formada por
el agua de hidratacion, que es el agua retenida por las cargas eléctricas de la
superficie de las proteinas. Los aminoacidos polares sin carga también se disponen
en la superficie, donde interaccionan con el agua mediante puentes de hidrogeno.
Cualquier factor que modifique la interaccion de la proteina con el disolvente
disminuira su estabilidad en disolucion y provocara la precipitacion. La precipitacion
suele ser consecuencia del fendmeno Illamado desnaturalizaciéon. Se llama
desnaturalizacion de las proteinas a la pérdida de las estructuras de orden superior
(secundaria, terciaria y cuaternaria), quedando la cadena polipeptidica reducida a
un polimero estadistico sin ninguna estructura tridimensional fija. La
desnaturalizacién provoca diversos efectos en la proteina: Una drastica disminucion
de su solubilidad, ya que los residuos hidrofobicos del interior aparecen en la
superficie; cambios en las propiedades hidrodinamicas de la proteina, aumentando
la viscosidad y disminuyendo el coeficiente de difusion y por ultimo pérdida de las
propiedades bioldgicas. Los agentes que provocan la desnaturalizacion de una
proteina se llaman agentes desnaturalizantes. Se distinguen agentes fisicos (calor)
y quimicos (detergentes, disolventes organicos, pH, fuerza iénica).

4.8 Colageno.

El colageno es la principal proteina constituyente de las capas intercelulares
o tejidos conjuntivos fibrosos, los cuales son los mayores elementos estructurales
en la anatomia de los vertebrados (piel, tendones, huesos). Es la proteina mas
abundante del organismo. Se caracteriza principalmente por su notable resistencia:
una fibra de 1 mm de diametro puede soportar una carga de 10 a 40 kg.

La base molecular del colageno esta constituida por cadenas de polipéptidos
y cada uno de éstos es un polimero de aminoacidos. La unidad esencial del
colageno esta constituida por tres cadenas de polipéptidos que se encuentran
entrecruzados formando una triple hélice, constituyendo una unidad
macromolecular denominada tropocolageno. Las macromoléculas de
tropocolageno se agrupan entre si constituyendo estructuras llamadas fibrillas de
colageno. Cada fibrilla de colageno esta constituida por miles de moléculas de
tropocolageno, que son visibles al microscopio electrénico. Si bien en algunas
partes estan aisladas, mas o menos sueltas, en la mayor parte del organismo, sobre
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todo en la dermis, centenares de estas fibrillas se unen lado a lado formando fibras
colagenas mucho mas voluminosas (Figura 23).

2. Cadenas de
= tropocolageno

\\\\E
D\, \
Fibra de colageno / ‘\Q\\
,L ‘ : Cadenas de"‘/ \V\H}\\
2 \\"“4% aminoacidos \VA\\)

Figura 23. Constitucion de las fibras de colageno.

El colageno esta especialmente concentrado en aquellos tejidos que
soportan peso (el peso del organismo), fundamentalmente los cartilagos y los
huesos. También existe colageno concentrado en altas proporciones en aquellas
partes del organismo que transmiten fuerza, como los tendones (ligamentos que
unen los musculos con las piezas esqueléticas). Ademas aparece en cantidades
numerosas en aquellos lugares como la dermis o las fascias (laminas que recubren
los musculos) sirven para proteger, o donde se necesita un material que resista la
traccién o los cambios de volumen. Finalmente, el colageno, en una de sus formas,
constituye practicamente una armazén de microfibrillas, que sostiene la estructura
de todos los 6rganos y visceras del organismo. El peso molecular del tropocolageno
ha sido estimado entre 300,000 y 325,000. Cada molécula de tropocolageno esta
constituida por tres cadenas de polipéptidos en cada una de las cuales hay
alrededor de 1000 aminoacidos. La estructura de la triple hélice del tropocolageno
es fundamental y es caracteristica de esta proteina fibrilar (Figura 24). Cuando se
analiza la composicion quimica de estas cadenas de polipéptidos que constituyen
al colageno, se ve que los aminoacidos que conforman el colageno tienen una
distribucion bastante regular que caracteriza a las proteinas, ya que se encuentra
una estructura repetitiva en la secuencia de aminoacidos.

Figura 24. Triple hélice del colageno.
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Composicion del colageno:

El colageno esta constituido por un conjunto de tres cadenas polipeptidicas,
agrupadas en una estructura helicoidal (Figura 25) cada polipéptido esta formado
por tres aminoacidos fundamentalmente: Glicina, prolina y lisina.

COLAGENO

Orientacian helicoidal

[ hélice)

.Gucmn . HYDROHIPROL M4

H Enlacands
.p'm“"’“ : nidragano

Figura 25. Estructura hélice del colageno
Glicina.

Constituye la tercera parte de los aminoacidos de cada cadena. Es el unico
aminoacido con un grupo -R (atomo de hidrogeno) lo suficientemente pequefio para
el espacio disponible, por esto la cadena lateral se dispone hacia el interior
permitiendo que las tres cadenas polipeptidicas formen una triple hélice compacta
(Figura 26).

Figura 26. Estructura de la glicina.

Prolina.

La hélice del colageno es rica en prolina, parte de esta prolina se transforma
posteriormente en 4-hidroxiprolina (HYP) (Figura 27) exclusiva del colageno,
mediante la introduccién de un grupo hidroxilo en el carbono 4, con lo que adquiere
la capacidad de formar enlaces de hidrégeno. Entre Pro y HYP forman el 20-30%
del colageno.
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Figura 27. a) Estructura de la prolina, b) formacion del 4-hidroxiprolina.
Lisina.
Parte de la cual se transforma posteriormente en 5-hidroxilisina (HYL) (Figura

28) mediante la introduccion de un grupo hidroxilo en el carbono 5. A través de este
grupo hidroxilo se unen glucidos transformando al colageno en una glucoproteina.

0 OH O
HEN\/\qi)LoH HZN\/;\/\I/U\OH
HN' H NH,

Figura 28. a) Estructura de la lisina y b) 5-hidroxilisina.
Tipos de colageno.

Se conocen mas de 20 tipos de colageno, estos tipos se diferencian segun
como se encuentre la secuencia de los aminoacidos, por los intereses de este
trabajo se exponen el colageno |y Il.

Colageno tipo I.

Se caracteriza porque la molécula de tropocolageno en este caso esta
constituida por dos cadenas que se denominan alfa 1 (I), o sea, dos cadenas alfa 1
idénticas y una segunda cadena que se denomina alfa 2, que tiene una secuencia
de aminoacidos distinta. Este es un colageno fabricado fundamentalmente por los
fibroblastos. Predomina en el hueso, en los cartilagos y en la dermis, o sea, que la
mayor parte de colageno de la dermis, que es lo que nos interesa a nosotros,
pertenece a este tipo | de colageno.
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Son las fibras mas gruesas de todas, fuertemente birrefringentes al
microscopio de polarizacion y se tifien selectivamente con un colorante especifico
del que se ha empleado en los ultimos tiempos, que se denomina picrosirius. Este
colorante permite distinguir el colageno | del |l del Il y también del IV y el V. En este
caso las fibras aparecen de un color amarillo rojizo. Estas fibras tienen el bandeado
transversal, sea la periodicidad transversal bien desarrollada, bien caracteristica y
constituye el colageno mas importante desde el punto de vista estructural.

Colageno tipo Il

Aparece en el cartilago y otras estructuras, como por ejemplo el liquido que
rellena el globo ocular llamado humor vitreo. Son fibras, por el contrario, muy finas,
gue no se ven o se ven con dificultad en el microscopio éptico, pero si se ven con
el microscopio electrénico. Son fibras que no presentan este bandeado
caracteristico que presenta las fibrillas del tipo | y estan constituidas por tres
cadenas denominadas alfa 1 (ll). Son tres cadenas iguales, entrelazadas, donde lo
caracteristico es que hay mas, hidroxilisina y lisina que en el colageno ordinario de
tipo I.

4.9 Cartilago.

El cartilago es una forma especializada de tejido conjuntivo constituida por
elementos celulares llamados condrocitos distribuidos de forma dispersa en una
matriz extracelular dura y de tipo gel. Este tejido no esta atravesado por vasos ni
nervios, y sus células, que se alojan en pequefias cavidades o lagunas, se nutren
mediante difusion a través de la fase acuosa de la matriz y a partir de los capilares
de los tejidos que rodean al cartilago. Las propiedades de viscosidad y elasticidad
de su matriz extracelular le dan al cartilago una dureza y flexibilidad poco
habituales. El cartilago puede crecer rapidamente manteniendo al mismo tiempo
un grado considerable de rigidez, una propiedad que le convierte en un material
especialmente favorable para el desarrollo del embrion. La mayor parte de los
esqueletos axial y de las extremidades se forman primero en cartilago que mas
tarde es sustituido por hueso.

Se distinguen tres tipos de cartilago, hialino, elastico y fibrocartilago, segun
la cantidad de matriz extracelular y la abundancia relativa de fibras de colageno y
elastina que existen en la misma (Figura 29). El cartilago hialino es la forma mas
abundante y caracteristica, mientras que los otros dos tipos de cartilago se pueden
considerar variantes de esta estructura basica.
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Figura 29. El cartilago en el cuerpo humano.
Cartilago hialino

En el adulto, el cartilago hialino esta presente en los anillos traqueales, la
nariz (Figura 30) y la laringe, las superficies articulares y los extremos anteriores de
las costillas que se unen al esterndn. Es un tejido parcialmente translucido que tiene
una coloracion azul grisacea. Su estructura microscopica se puede conocer mejor
al estudiar el desarrollo del embrion.

b
™

Figura 30. Cartilago hialind presente en la nariz.

En el tejido fresco, la matriz del cartilago hialino presenta un color opalino
azul grisaceo y es parcialmente translucida. El colageno predominante en la matriz
cartilaginosa es el de tipo Il. Al contrario de las fibras de tipo | de otros tejidos
conjuntivos cuyo diametro promedio es de 75nm, el colageno de tipo Il forma fibras
débiles con estriacidn transversal cuyo diametro es de 15 a 45nm y que no forman
haces gruesos. Las fibras de menor tamafo constituyen una trama tridimensional
laxa en toda la matriz. En la matriz interterritorial existe un gradiente de incremento
del diametro de las fibras desde las lagunas hacia la parte interna de la misma. El
diametro de las fibras también aumenta desde la superficie hasta el interior en el
cartilago articular.
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La organizacion molecular de la matriz cartilaginosa esta idealmente
adaptada para su funcién en las superficies articulares de los huesos largos que
soportan peso. El entramado fibrilar del colageno mantiene la configuracion del
tejido y resiste las fuerzas de tensién, al tiempo que los agregados de
proteoglucanos que ocupan sus intersticios proporcionan un gel hidratado y firme
que absorbe las fuerzas de compresion. Las células del cartilago vivo se adaptan a
la forma de las lagunas en las que estan alojadas, pero en los cortes histologicos
suelen presentar una forma estrellada debido a que se encogen y retraen
separandose de la pared de la laguna. Este retraimiento de las células es un
artefacto del procesamiento de la muestra y tiene menor intensidad en las muestras
que se procesan para estudio ultraestructural, aunque tampoco en este caso la
calidad de conservacion de las células es la ideal. El citoplasma suele presentar
baja densidad, y contiene algunas pequefas gotas de lipido y cantidades variables
de glucégeno. ElI complejo de Golgi yuxtanuclear esta vacuolado, y las cisternas
del reticulo endoplasmico suelen aparecer distendidas. Las mitocondrias pueden
estar distorsionadas y presentan una matriz de baja densidad electrénica. Es
evidente que la ultraestructura de los condrocitos se conserva pero con los métodos
rutinarios de procesamiento de las muestras que la de otros tipos celulares.

Cartilago elastico y fibrocartilago.

El cartilago elastico esta presente en el oido externo (Figura 31), las
paredes del conducto auditivo externo y la trompa. Los condrocitos que lo forman
son similares a los del cartilago hialino. El fibrocartilago tiene una gran similitud con
el tejido conjuntivo convencional, y ambos se contindan sin que exista una linea
clara de separacidon entre los mismos. Asi, el fibrocartilago esta presente en las
zonas de insercion de ligamentos y tendones en el hueso. La mayor parte del
fibrocartilago del cuerpo se encuentra en los discos intervertebrales, que
constituyen en longitud aproximadamente la quinta parte de la columna vertebral
(Figura 30) Por su parte, las vértebras muestran una fina capa de cartilago hialino
en sus superficies superior e inferior.

Figura 30. Cartilago auricular y cartilago vertebral.
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5 TECNICAS DE CARACTERIZACION

5.1 Electroforesis en gel (SDS-PAGE)

La electroforesis es una técnica que permite separar especies quimicas
(acidos nucleicos o proteinas) a lo largo de un campo eléctrico en funcién de su
tamano y de su carga eléctrica. Los acidos nucleicos, ADN y ARN, tienen por
naturaleza carga negativa. Si ponemos fragmentos del ADN extraido de una
muestra bioldgica sobre un soporte poroso (gel) y aplicamos un campo eléctrico, se
producira la migracion diferencial de los fragmentos a través de los poros de la
matriz. La tincidn del gel permite observar el resultado de ésta migracién. El tamafio
de los fragmentos de ADN se puede estimar comparandolos con el patrén de
bandas que se obtiene de marcadores comerciales de peso molecular conocido. Asi
por ejemplo se puede usar para comparar muestras de individuo sano frente a
individuo enfermo, para la identificacién de acidos nucleicos de agentes infecciosos
o para la obtencion de un fragmento determinado de ADN que, una vez localizado
en el gel, puede ser extraido para analisis posteriores. EI método que se sigue
generalmente es el desarrollado por Laemmli en 1970. Los geles de poliacrilamida
(PA) constituyen un excelente medio de soporte para las separaciones
electroforéticas debido a su transparencia, elasticidad, porosidad y compatibilidad
con una variedad de compuestos quimicos. La poliacrilamida se forma por la
copolimerizacion de la acrilamida y la bisacrilamida, reaccion iniciada por la
tetrametil etilendiamina (TEMED) y el persulfato de amonio. Entre las diversas
técnicas de electroforesis en gel, se encuentra la SDS-PAGE que traduciendo sus
siglas de espariol a ingles se denomina como electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio. En esta técnica se mezclan los compuestos quimicos
con el detergente anidnico SDS para formar complejos desnaturalizados cargados
negativamente, dado que la relacion carga/masa de las proteinas queda constante,
estas pueden ser separadas por medio de una corriente eléctrica generando la
movilidad dentro del gel y asi mismo puede ser calculado el peso molecular
proteinas en base a la migracion presentan midiendo la distancia en el gel y
graficando los resultados.
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Figura 31. Electroforesis en gel, migracion de las proteinas en el gel.
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Figura 32. Curva de estimacién de peso molecular.

Marcador PM Distancia (mm) R (vs.70 mm)
Albdmina bovina 66.000 6,5 0,092
Ovalblmina 45.000 13,0 0,186
Gliceraldeh-3-P-DH 36.000 18,0 0,257
Anhidrasa carbénica 29.000 25,0 0,357
Tripsindgeno 24.000 285 0,407
Inhibidor de tripsina 20.100 38,0 0,543
oi-Lactalbimina 14.200 50,0 0,714
Banda incognita ? 440 0,623

Tabla 3. Ejemplo del peso molecular de una banda incognita.

5.2 Espectroscopia Infrarroja (FTIR).

La espectroscopia infrarroja es una de las técnicas analiticas mas utilizadas
para la caracterizacion de materiales, especificamente su estructura a nivel
molecular, debido a su facilidad y simplicidad. Se basa en el principio de la absorcion
o0 emisidn de energia radiante que ocurre por la interaccion de radiacion
electromagnética en el rango infrarrojo con los atomos y moléculas de un material;
la radiacion infrarroja es capaz de promover una transicion entre diferentes estados
vibracionales de las moléculas de acuerdo a la energia o frecuencia de la onda
electromagnética, los cuales estan asociados con la vibracion de los enlaces
presentes.

La region del infrarrojo abraca una amplia regién del espectro
electromagnético correspondiente a la radiacion con numeros de onda entre 12800
y 10 cm™, razon por la cual por términos practicos se divide en tres regiones: el
infrarrojo cercano de 12800 a 4000 cm-' (NIR), el infrarrojo medio de 4000 a 650
cm™ (MIR) y el infrarrojo lejano de 650 a 10 cm™' (FIR) (Figura 33).
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Figura 33. Region infrarroja del espectro electromagnético.

Las ventajas mas relevantes de esta espectroscopia dentro de la
caracterizacion de materiales son las siguientes:

1. Si dos moléculas estan constituidas por atomos distintos, o tienen distinta
distribucion isotopica, o configuracion, o se encuentran en ambientes
quimicos distintos y por tanto sus espectros infrarrojos seran distintos.

2. Una sustancia definida puede identificarse por su espectro infrarrojo. Estos
espectros pueden ser considerados como las huellas digitales de dicha
sustancia.

3. Los espectros muestran bandas que son tipicas de grupos funcionales
particulares y que tienen localizaciones e intensidades especificas dentro
de los espectros infrarrojos

4. A partir de los espectros se pueden inferir las estructuras moleculares. Para
ello se requiere un modelo en el cual basar los calculos.

5. Las intensidades en las bandas del espectro de una mezcla, son
generalmente proporcionales a las concentraciones de las componentes
individuales. Por lo tanto, es posible determinar la concentracion de una
sustancia y realizar analisis de muestras con varias componentes.

6. Es posible, mediante el uso de dispositivos experimentales adecuados,
obtener espectros infrarrojos sin alteracién de la muestra, lo que la convierte
en una técnica no destructiva.

7. El tiempo necesario para obtener y almacenar un espectro infrarrojo es del
orden de minutos.
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Como se ha dicho este método se basa en el hecho de que las moléculas
tienen niveles de energia discretos en los cuales vibran o rotan respecto a sus
enlaces, mismos que son uniones de tipo electrostatico semejantes a uniones
elasticas y, en consecuencia, sus movimientos son periddicos o cuasiperiodicos.
Todos los movimientos relativos de los atomos en una molécula son en realidad la
superposicion de los llamados modos normales de vibracion, en los cuales todos
los atomos se encuentran vibrando con la misma fase y frecuencia normal. El
numero de modos normales de vibracion define el espectro vibracional de cada
molécula. Estos espectros también dependen de las masas de los atomos
involucrados, su arreglo geométrico dentro de la molécula, y la “elasticidad” de los
enlaces quimicos. Para una molécula formada por N atomos, el numero de modos
normales de vibracion esta dado por 3N-5 si la molécula tiene geometria lineal y 3N-
6 si no es asi.

Las moléculas diatomicas simples tienen solamente un enlace, el cual se
puede estirar. Moléculas mas complejas pueden tener muchos enlaces, y las
vibraciones pueden ser conjugadas, llevando a absorciones en el infrarrojo a
frecuencias caracteristicas que pueden relacionarse a grupos funcionales
especificos, dichas vibraciones ocurren generalmente por estiramiento (tension) del
enlace o por deformacion (flexidn) de éste. Las vibraciones por tension son aquellas
en las que los atomos oscilan alargando o acortando la distancia de enlace entre
ellos sin modificar el angulo enlace, y pueden ser de dos tipos: estiramiento
simétrico (hay alargamiento o acortamiento de la longitud de ambos enlaces de
manera sincronizada) (Figura 34) vy estiramiento asimétrico (un enlace se alarga
mientras el otro se acorta).

\
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Figura 34. Modos de vibracion de tension: estiramiento simétrico y asimétrico

Las vibraciones por flexion son aquellas que modifican el angulo de enlace y
pueden presentarse dentro y fuera del plano de la molécula; y se dividen en
asimétricas y simétricas. Las vibraciones de flexion simétricas y asimétricas en el
plano son: scissoring o "tijera” y rocking (p), respectivamente, y las flexiones
simétricas y asimétricas fuera del plano son: wagging o aleteo (w) y twisting o torsion
(01), respectivamente (Figura 35).
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Figura 35. Modos de vibracion de flexion: (a) tijera, (b) rocking,
(c) wagging, (d) tiwsting.
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La interaccion de la radiacién infrarroja con los estados vibracionales de una
molécula solo es posible si durante la vibracion hay un cambio en el momento
dipolar neto de la molécula.

Analisis Térmico.

Los métodos de analisis térmico se refieren a un grupo de técnicas en las que
se estudia alguna propiedad fisicoquimica de un material mientras es sometido a un
proceso de calentamiento controlado. Se distingue una docena de ellos que difieren
en la propiedad estudiada y en el proceso de calentamiento. En el campo de los
polimeros las técnicas mas utilizadas son el Analisis Termogravimétrico (TGA) y la
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

5.3 Analisis Termogravimétrico (TGA).

El método termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés, Termo-
Gravimetric Analysis) permite medir el cambio en la masa de un material mientras
es sometido a un proceso de calentamiento a temperatura controlada (isotérmico o
en rampas) y bajo atmdsfera controlada. La pérdida de masa que sufre la muestra
durante el calentamiento se puede asociar a la presencia de agua, asi como a la
ruptura de enlaces, hasta la descomposicion de la misma. La informacién obtenida
por esta técnica se presenta en un termograma (Figura 36).

47



100 1.2

T
-

80+

8
)
® Deriv. @ Weight ®(%rC) ©

T
o

Weight (%)
8

T
o

20 g
\/M/ r0.2

0 y T T T T T T 0.0
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatur € (DC) Universal V4.1D TA Instruments

Figura 36. Termograma convencional (linea roja) y diferencial (linea azul).

Una de las variantes mas utilizadas es el método dinamico que resulta util
cuando se estudia el comportamiento de la muestra mientras es sometida a un
programa de temperaturas con una determinada velocidad de calentamiento. Si, por
el contrario, se mantiene fija la temperatura y se estudia la variacion de la masa con
el tiempo, se hablara del método isotermo. En cualquier caso, siempre es posible
reflejar el cambio de masa de la muestra como una serie temporal, ya que, aun en
el caso dinamico, se conoce la evolucion de la temperatura con el tiempo.

La curva que representa la velocidad de variacion de masa, es la derivada de
la curva termogravimétrica y se denomina DTG (Derivada termogravimétrica). Es
también de gran interés, ya que permite determinar puntos criticos, como son los
instantes de velocidad maxima de pérdida de masa. Las aplicaciones mas tipicas
de esta técnica incluyen la determinacion cualitativa de componentes que se
volatilizan a cierta temperatura, tales como la humedad, asi como la estabilidad
térmica de materiales.

5.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés,
Differential Scanning Calorimetry) permite el estudio de los procesos que involucran
una variacion de la entalpia del material, tales como los cambios de fase o de la
estructura del material, pureza de materiales, entalpias de reaccion y otras
transiciones de primer y segundo orden.
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Los equipos para DSC pueden trabajar en un intervalo de temperatura que
va desde la temperatura del nitrégeno liquido hasta unos 600 °C, lo que la hace una
técnica muy util para caracterizar materiales que sufren transiciones térmicas en
dicho intervalo de temperaturas, siendo los polimeros ejemplos caracteristicos de
estos materiales.

A través de este método se pueden determinar transiciones térmicas como la
temperatura de transicion vitrea (Tg), temperatura de fusion (Tm), temperatura de
cristalizacion (Tc) (Figura 37).y se pueden hacer estudios de compatibilidad de
polimeros, reacciones de polimerizacion y procesos de curado. Cualquier reaccion
polimérica que es acompafada por un cambio en la entalpia, puede ser seguida por
esta técnica, pudiendo ser estudiada la cinética de la misma, debido a que las
polimerizaciones son reacciones acompafnadas de desprendimiento de calor.

En los polimeros amorfos, la Tg es la Unica transicion importante y aparece
como un cambio abrupto de la linea base, mientras que en aquellos altamente
cristalinos, la Tg es dificil de observar debido a la baja proporcién de fase amorfa
en el polimero. La informacion de los procesos de de fusidn/cristalizacion se obtiene
de manera cualitativa (posicion del pico correspondiente a la temperatura de
fusion/cristalizacion) y cuantitativa (area de pico correspondiente a la cristalinidad
del polimero). La fusién se manifiesta en un pico endotérmico con subida mas o
menos gradual y regular. Si la linea base se mantiene tras la fusion, puede decirse
que el material es estable para ser procesado por fusién, en caso contrario, es
indicio de descomposicion y debe estudiarse con mas detalle por analisis
termogravimétrico.

La finalidad de la calorimetria diferencial de barrido es registrar la diferencia
en el cambio de entalpia que tiene lugar entre la muestra y un material inerte de
referencia en funcion de la temperatura o del tiempo, cuando ambos estan
sometidos a un programa con control de temperatura. La muestra y la referencia se
alojan en dos portamuestras idénticos que se calientan mediante resistencias
independientes, esto hace posible emplear el principio de “balance nulo” de
temperatura. Cuando en la muestra se produce una transicién térmica (un cambio
fisico o quimico que da lugar a una liberacion o absorcién de calor), se adiciona
energia térmica, ya sea a la muestra o a la referencia, con objeto de mantener
ambas a la misma temperatura. Debido a que la energia térmica es exactamente
equivalente en magnitud a la energia absorbida o liberada en la transicién, el
balance de energia proporciona una medicion calorimétrica directa de la energia de
la transicion.
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Figura 37. Transiciones presentes en un analisis de calorimetria diferencial de
barrido.

5.5 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

La microscopia electronica de barrido es una técnica que permite la
caracterizacion morfoldgica y topoldgica de los materiales. En ella se utiliza un haz
de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen de ata resolucion
del material. La preparaciéon de las muestras es relativamente facil siendo
unicamente necesario que éstas sean conductoras, lo cual se consigue mediante
recubrimiento con una capa de carbono o una capa delgada de un metal como el
oro. La imagen se forma mediante barrido de la muestra con electrones acelerados
que viajan a través del cafon. Un detector mide la cantidad de electrones enviados
que arroja la intensidad de la zona de muestra. En el microscopio electronico de
barrido (Figura 38).se aceleran los electrones en un campo eléctrico, para
aprovechar su comportamiento ondulatorio, ello se consigue en la columna del
microscopio, donde se aceleran mediante una diferencia de potencial de 1 a 30 KV.
Los electrones acelerados por un voltaje pequefio se utilizan para muestras muy
sensibles, como podrian ser las muestras bioldgicas sin preparacion adicional o
muestras muy aislantes. Los voltajes elevados se utilizan para muestras metalicas,
ya que éstas en general no sufren danos por el haz de electrones y de esta manera
se aprovecha la menor longitud de onda para tener una mejor resolucion. Los
electrones acelerados salen del cafdén, y se enfocan mediante las lentes
condensadoras y objetiva, cuya funcién es reducir el grosor del haz de electrones,
de manera que incida en la muestra un haz de electrones lo mas pequefio posible
(para asi tener una mejor resolucion). Con las bobinas deflectoras se barre este fino
haz de electrones sobre la muestra, punto por punto y linea por linea. Dichas lentes
son en realidad electroimanes que son capaces de modificar la trayectoria del haz
de electrones.
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Figura 38. Microscopio electronico de barrido.

La incidencia del haz de electrones con la muestra genera diversas
interacciones con los electrones del material; en principio puede ocurrir que los
electrones tengan choques elasticos con los del material dando origen a los
llamados electrones retrodispersos. Otra posibilidad es que los electrones del haz
generen desprendimiento de los electrones del material originando los electrones
secundarios, electrones Auger y rayos X, los cuales son detectados en diferentes
dispositivos, produciendo asi la imagen.

5.6 Pruebas mecanicas.

Para la mayoria de los materiales es de gran importancia la caracterizacion de
sus propiedades mecanicas puesto que de ello dependera su aplicacion. Estas
técnicas son fundamentalmente importantes en el desarrollo de biomateriales
destinados a funcionar como implantes o sustitutos de alguna parte del cuerpo,
puesto que se debe garantizar que el material cumpla con las condiciones que
resiste el 6rgano original. El estudio de las propiedades mecanicas se refiere a la
respuesta de un sélido cuando es sometido a una fuerza externa, generandose
regiones de esfuerzos de tipo tensorial, de flexion o de compresion que conducen a
la deformacion del mismo. De ahi que existan ensayos de tension, compresion,
flexion, dureza, fluencia, impacto, tenacidad a la fractura y fatiga, por mencionar los
mas caracteristicos; siendo los mas empleados el de tension y el de compresion. El
ensayo de compresion (Figura 39).mide la resistencia de una material a la aplicacion
gradual de una fuerza de compresion, el cual experimenta una deformacion
dependiente del esfuerzo aplicado. La prueba se efectua sobre probetas
estandarizadas las cuales son ensayadas en maquinas calibradas para aplicar los
esfuerzos y deformaciones deseados. Para un material dado, los resultados de un
unico ensayo son aplicables a todo tamano y forma de las muestras.
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Figura 39. Ensayo de compresion para materiales solidos.

En estos casos se pueden definir el esfuerzo y la deformacion de ingenieria como:

Esfuerzo de ingenieria: s :%

Deformacién de ingenieria: e =—2

Donde F es la fuerza aplicada, A es el area transversal de la probeta, [0es la
longitud inicial de la probeta y | es la longitud al finalizar la prueba. Los resultados
para diferentes fuerzas, y por tanto esfuerzos y deformaciones, se presentan en un
diagrama esfuerzo-deformacion (Figura 40).en él se puede a preciar que el material
experimenta inicialmente un comportamiento elastico (en el que si se suprime la
fuerza el material recupera su forma y dimensiones), seguido de un comportamiento
plastico (en el que el material sufre un deformacion permanente) y finalmente sufre
ruptura.
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Figura 40. Diagrama esfuerzo-deformacién, en un ensayo de compresion.
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El ensayo de compresion permite obtener informacion importante de las
propiedades mecanicas del material como es:

Esfuerzo de cedencia: que corresponde al punto en el que la deformacion
plastica se vuelve importante, dividiendo el comportamiento elastico y
plastico del material.

Resistencia a la compresion: que se refiere al esfuerzo obtenido de la
fuerza mas alta aplicada, en el diagrama de esfuerzo-deformacién se
determina por el valor maximo de esfuerzo.

Modulo de elasticidad de Young: corresponde a la pendiente de la curva
esfuerzo-deformacion en su region elastica, definido por la Ley de Hook.
Esta intimamente relacionado con la energia de enlace de los atomos en
el material, una pendiente muy pronunciada indica que se requieren
grandes fuerzas para separar los atomos y provocar la deformacién
elastica del material y ello indica un modulo de Young alto, lo que para
biomateriales es deseable.

Modulo de resistencia: es el area bajo la porcion elastica de la curva
esfuerzo-deformacion y corresponde a la energia elastica que un material
absorbe o libera durante la aplicacion de la carga, Para el caso de una
comportamiento elastico ideal corresponde a la mitad del producto del
esfuerzo de cedencia por la deformacién de cedencia.

Figura 41. Compresor con contenedor para muestras confinadas.
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CAPITULO 2
6 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La obtencion del cartilago sintético pHEMA-g-colageno fue realizada en dos
etapas fundamentalmente. Primero fue realizada la extraccion del colageno a partir
de orejas de cerdo y posteriormente se llevo a cabo la polimerizacion via radicales
libres entre el colageno y el HEMA variando la cantidad de colageno en la reaccion.
Después de obtenidos los copolimeros a diferentes concentraciones en peso se
efectud la caracterizacion correspondiente, asi como también la caracterizacion del
colageno y del pHEMA respectivamente.

6.1 Material

Primeramente fue elegida una fuente de extraccién rica en colageno tipo | y
Il debido a que es el principal componente bioldgico que integra al cartilago humano;
se tenian varias opciones entre las cuales estaba la cola de res, el esqueleto de
diversos peces, esternén de pollo, cola de raton y orejas de cerdo. Se optd
finalmente por las orejas de cerdo debido a la comodidad con la que pueden ser
procesadas para realizar la extraccion, asi como también por su alto contenido de
colageno y poca grasa respecto a la cola de res o bien respecto a la cantidad
necesaria de colas de ratén para extraer el colageno. También se utilizé en el
desarrollo experimental acetona BAKER, acido acético MERCK, pepsina de mucosa
gastrica porcina MERCK, agua desionizada, el mondmero 2-Hidroxietilmetacrilato
(HEMA) Sigma-Aldrich y el iniciador 2,2-Azo-bis-isobutironitrilo (AIBN) Sigma-
Aldrich con pureza del 98%.

6.2 Extraccion de colageno:

Para realizar la extraccion del colageno fue necesario revisar varias técnicas
utilizadas previamente, en las cuales se notd que coinciden algunos reactivos vy
pasos a pesar de extraer el colageno de distintas fuentes como pescado, pollo,
bovino, etc, en donde se elegia piel, tenddn o hueso. A partir de estas técnicas de
extraccion se decidio desarrollar un método para extraer el colageno de las orejas
de cerdo, implementando desde la preparacién de estas, hasta el tratamiento acido
y reactivos utilizados. Los pasos para realizar la extraccidon del colageno fueron:

1) Se efectud el lavado y enjuague de las orejas de cerdo utilizando agua
destilada a 40°C y jabén liquido comercial.

2) Se realiz6 el desollamiento y depilacion de cada oreja para remover la grasa
y la vellosidad presente. El material obtenido y los residuos fueron pesados
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por separado en una balanza digital Sartorius BL210S. Los residuos fueron
depositados en el bioterio del INB-UNAM para su posterior incineracion. Se
cortd el cartilago y cuero en cuadros de 5mm? aproximadamente.

Los cuadros de material porcino fueron lavados en acetona por 24h a
temperatura ambiente con el fin de extraer la grasa excedente y otros
componentes como la sangre. Posteriormente se filtré y enjuagd con agua
destilada a temperatura ambiente hasta eliminar la acetona.

Se tritur6 el material obtenido utilizando un molino de aspas de acero Breville
BB550LA y se colocd en un recipiente de acero a presion con agua destilada
y fue sometido a calentamiento durante 2h, se filtré a vacio en tres ocasiones,
se midié el pH del gel obtenido mediante un potenciometro HANNA HI207
arrojando un pH de 8.

Se realizé una centrifugacion a 20,000xg durante 20 minutos y a 4°C,
utilizando una ultracentrifuga Beckman Coulter Avanti J-30l, con un rotor
modelo JA-14. Posteriormente fue decantado el material eliminando la
supernata (grasa).

Se efectuo el tratamiento acido, afiadiendo al gel una solucién 0.5M de acido
acetico, 0.005M de EDTA y 1g de pepsina de mucosa gastrica porcina por
cada 100g de material a tratar. Se midio el pH de la solucién y se coloco en
agitacion por 48h a temperatura ambiente, arrojando un pH de 3.3.

Se realizé una segunda centrifugacion y eliminacién de la supernata.

El pH del colageno obtenido fue regulado de 3.3 a 8 con una solucién 0.5M
de NaOH.

Se determiné el porcentaje de sélidos en el gel de colageno por diferencia de
pesos y finalmente se llevé a refrigeracion a 4°C.
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Lavado Desollado
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Calen_tamiento Filtrado

Pesaje % Solidos Colageno extraido Refrigeracion

Figura 41. Proceso de extraccion de colageno.
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6.3 Sintesis del copolimero pHEMA-g-colageno:

Para la obtencién del copolimero se revisaron los métodos estudiados a lo
largo de los afios y se implementaron algunas diferencias para la realizacién de
reaccion de polimerizacion como fue el uso de una lampara de ultravioleta, los pasos
realizados fueron los siguientes (Figura 42).

a) Se peso la cantidad de colageno y agua necesaria para llevar a cabo la
reaccion de polimerizacion [Tabla 3] y se elimind el exceso de oxigeno
presente, burbujeando el gel a 75°C con Nitrégeno o Argdn dentro del reactor
durante 2 minutos.

b) Se pesaron 10g de 2-Hidroxietil meta acrilato (HEMA) y 0.015¢g de iniciador
2,2-Azoisobutironitrilo (AIBN); inicialmente fueron afiadidos 5g de HEMA en
el reactor mezclandolos con el colageno y agua mediante agitacion continua
y manteniendo una temperatura de 75°C, se disolvié el iniciador en 1mL de
acetona y se adiciondé posteriormente en los 5 de HEMA restantes.
Finalmente se anadié el HEMA con el iniciador al reactor y registré el tiempo.

C) La solucion dentro del reactor fue visualizada respecto al aumento de
viscosidad y se retir6 al copolimero formado colocandolo en moldes de
alginato o vidrio. Los moldes de alginato fueron construidos de manera
artesanal dando la forma del cartilago corporal deseado, en este caso se
eligié la forma de los meniscos lateral, medial de la rodilla y pabellén auricular

d) El copolimero obtenido fue introducido en un horno a 75°C y durante 1 hora.

e) Se irradi6 al copolimero mediante una lampara de UV durante 24h con el fin
de asegurar la terminacién de la polimerizacion, utilizando una lampara
Endela UVGL58 (254-366nm, 115V y 0.16A).

f) Se retird de los moldes el material polimérico de los moldes y se lavd en
repetidas ocasiones con agua destilada.

9) Finalmente el copolimero pHEMA-g-colageno fue guardado en refrigeracion
a 4°C en frascos de vidrio cerrados con agua destilada (Figura 43).

HEMA [g] Colageno [g] H20 [g] AIBN [g]
10 0.0 20.0 0.015
10 05 19.5 0.015
10 1.0 19.0 0.015
10 15 185 0.015
10 2.0 18.0 0.015
10 3.0 17.0 0.015

Tabla 3. Relacion en peso HEMA/colageno en la sintesis del copolimero.
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Horno Irradiacion UV Copolimeros

Figura 42. Sintesis del copolimero pHEMA-g-colageno.

€d

Meniscos artesanales Molde de alginato

Pabelldn auricular Discos poliméricos

Figura 43. Moldeo del copolimero.
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6.4 Técnicas de caracterizacion.

6.4.1 Electroforesis en gel (SDS-PAGE).

Esta técnica fue realizada con la finalidad de obtener el peso molecular del
colageno extraido. Se prepararon soluciones de colageno concentradas y diluidas,
asi como dos muestras de gelatinas porcina y bovina comercial como muestras
comparativas. El método realizado en esta técnica fue LaemmLi y se siguid el
protocolo de laboratorio para la preparacion del gel separador, gel concentrador, asi
como el uso de marcadores, tefiimiento y destefiimiento del gel (Figura 44). El
equipo y marcadores utilizados en la técnica fueron BioRad Power Pac 1000.
Después de la preparacion de los geles fue montado el equipo y colocadas las
muestras de colageno y caleidoscopio en los carriles (Tablas 4 a la 7). La corrida
fue realizada a 100 V por 30 minutos y posteriormente aumentada a 120 V hasta
que las muestras migraron al final del carril. Posteriormente fue tefiido el gel con
azul de coomasie y finalmente lavado por 3h con la solucién para destenir.

Reactivo Cantidad para 2 geles

F

TRIS 1.5M pH 6.8 1.25mL

%

Acrilamida/BIS 0.65uL

TEMED 5u

Tabla 4. Preparacion del gel concentrador.

Reactivo Cantidad para 2 geles

TRIS 1.5M pH 6.8 2.5mL

Acrilamida/BIS 2.5mL

TEMED 5u

Tabla 5. Preparacién del gel separador.
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Metanol 500mL Metanol 150mL

Agua destilada 400mL Agua destilada 750mL

Tabla 6. Solucidn para tefir Tabla 7. Solucién para destefiir

Gel separador y concentrador

£

Tincion del gel EAmpapeIado

Figura 44. Técnica de electroforesis.

6.4.2 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR).

Se realiz6 esta técnica con el fin de obtener y analizar las bandas
caracteristicas del espectro de infrarrojo de cada material las cuales se relacionan
directamente con la presencia de los grupos funcionales de cada compuesto
presente en la muestra. Esta técnica nos permite analizar la modificaciéon del
copolimero al observar la ruptura o formacion de enlaces quimicos. Se utilizé6 un
espectroscopio PerkinElmer Version 10.03.07. Se cortdé cada muestra por analizar
en forma de pelicula de Tmm de espesor, 5mm de diametro y se secd en un horno
a vacio a 35°C por 24h con el fin de eliminar el agua absorbida (Figura 45). Las
muestras analizadas fueron el Colageno, HEMA vy los copolimeros pHEMA-g-
colageno: 10/0.5g, 10/1g, 10/1.5¢g, 10/2g, 10/3g.
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Figura '45. Horno a‘vécio y espectroscopio de infrarrojo.

6.4.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Por medio de esta técnica fue posible observar morfologia del colageno,
pHEMA y pHEMA-g-colageno al monitorear en un Microscopio JEOL-JSM-6060LV
a 15V y acercamientos de x20, x100, x500 y x1000. Cada muestra por analizar fue
secada en un horno a vacio a 35°C durante 24h para eliminar el agua absorbida por
el material (Figura 45), posteriormente fue sumergida en nitrégeno liquido con el fin
de fracturar al material sin deformar la parte por analizar, que en este caso es el
interior cada material. Finalmente el material fue montado en stubs y recubrierto con
oro mediante la técnica de sputtering en una evaporadora Sputter Coater EMS 550
en tres ocasiones para generar conductividad eléctrica en el material y poderlo
observar (Figura 46).

Montaje de muestras Microscépio Electronico de Barrido

Figura 46. Preparacion de muestras para SEM.
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6.4.4 Analisis Térmico: Analisis Termogravimétrico (TGA) y Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC).

Se realiz6 esta técnica con el fin de obtener y analizar la temperatura de
descomposicidon y temperatura de transicion vitrea de cada material. Por medio de
la Calorimetria Diferencial de Barrido se buscoé la temperatura de transicion vitrea
del pHEMA y del colageno, una vez identificada se buscé la correspondiente a cada
copolimero pHEMA-g-colageno para observar si hubo alguna modificacion y por lo
tanto comprobar que el material esta sufriendo una modificacion en su estructura y
por lo tanto en su comportamiento térmico.

El Andlisis Termogravimétrico se realizé con el fin de obtener el comportamiento
térmico de descomposicidn y realizar las comparaciones entre los materiales
respectivamente. Las muestras fueron preparadas realizando un corte de cada
muestra por analizar de tal manera que pesaran 5mg y pudieran ser introducidas en
las charolas de platino. Cada muestra fue secada previamente en un horno a vacio
a 35°C por 24h (Figura 47), el equipo utilizado fue TA Instruments DSC Q100 de
0°C a 300°C en atmésfera de nitrégeno y a una velocidad de calentamiento de
10°C/min en el caso de la Calorimetria Diferencial de Barrido y TA Instruments TGA
Q5000IR de 20°C a 600°C en atmosfera de nitrogeno y a 10°C/min de velocidad de
calentamiento. Las muestras analizadas fueron las siguientes:

e Colageno.
e HEMA.
¢ pHEMA-g-colageno: 10/0.5g, 10/1g, 10/1.5¢g, 10/2g, 10/3g.

\

«©

= ‘
CA

Horno a vacio

Charola de Pt

Figura 47. Analisis térmico.
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6.4.5 Ensayo de compresion.

Esta prueba fue realizada con el fin de evaluar el comportamiento mecanico
de cada uno de los copolimeros obtenidos basandose en pruebas reportadas en la
literatura. Las muestras de copolimero pHEMA-g-colageno analizadas por esta
técnica fueron cortadas previamente en humedo en forma de discos de 10mm de
diametro y 10mm de espesor utilizando una pieza de acero inoxidable en forma de
sacabocados y mediante un taladro a 125rpm (Figura 48). Se realizaron pruebas
mecanicas de compresion confinadas y sin confinar utilizando un aparato de
pruebas mecanicas INSTRON 5500R model 1125. En las pruebas mecanicas
confinadas se coloco el disco de copolimero dentro de un contenedor de acero
construido especialmente en el taller mecanico para recibir en su interior al disco de
copolimero. Para los dos tipos de pruebas se realizé una compresion de 5Smm/min
hasta llegar al 50% de deformacion (Figura 49).

Taladro Corte Dimensiones

Figura 48. Preparaciéon de las muestras para ensayo mecanico.

Contenedor Compresion confinada Compresion

Figura 49. Pruebas mecanicas de compresion.
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CAPITULO 3
7 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1  Electroforesis en gel (SDS-PAGE).

El estandar BioRad Prestained (161-0375) es una muestra de referencia de
una mezcla de proteinas que sirve como blanco para el calculo del peso molecular
al ser comparado el rastro que deja en el gel, con el de una proteina por analizar
como en este caso el colageno. La Figura 50 muestra el gel electroforético obtenido
en la técnica realizada, en donde en el carrii 1 podemos observar los rastros
reportados por BioRad Prestained para el estandar (161-0375) con el peso
molecular reportado, mientras que en el carril 2 podemos observar los rastros
dejados por el colageno. Se midio la distancia recorrida por cada rastro dejado en
el gel (tabla 8) y se obtuvé la grafica (Figura 51) que sirvio de patron de referencia
para calcular el peso molecular del colageno:

196.995kDal *

112.578 kDa|

59.129 kDa| #

30.038 kDa
24.920 kDa

12.703 kDal

1) 2)

Figura 50. Movilidad de las proteinas en el gel.
1) Estandar BioRad Prestained (161-0375), 2) Colageno extraido.
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Tesis
Texto escrito a máquina
3


PM [kDa]

PM [kDa] | Rf [mm]
196.995 | 4.5
112578 | 9.2
50129 | 132
30.038 | 22.9

24.92 32.4
12.703 | 435

Tabla 8. Pesos moleculares del estandar (161-0375) y distancias medidas.

200 —
150 -
—— Estandar(161-0324)
100 -
50 \
- .\.\
0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40
Rf [mm]

Figura 51. Curva patron de pesos moleculares del estandar (161-0375).
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La Figura 52 muestra la grafica y la ecuacion obtenida mediante el arreglo
lineal entre los rastros del patron de referencia y los del colageno. La Tabla 9
muestra las distancias medidas en el carril 2 correspondientes a la movilidad del
colageno en el gel y el peso molecular calculado por medio de la ecuacion mostrada
en el arreglo lineal. Finalmente el peso molecular calculado del colageno fue de 92,
55y 195 kD respectivamente.

‘© 200 -
a
=
=
0 180 - PM = -15.9078 Rf + 265.5407
160 ——— Estandar (161-0375)
Arreglo lineal R’=0.9864
140 —
120
100 4
80
60
T T T T T T T T T 1
4 6 8 10 12 14

. . , Rf [mm]
Figura 52. Ajuste de pesos moleculares para el colageno.

Rf [nm] | PM [kDa]
4.4 |1955595
10.9 | 92.1498
13.2 | 55.5577

Tabla 9. Pesos moleculares del colageno extraido.
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7.2  Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Mediante esta técnica fue posible observar la morfologia de cada material,
en la Figura 53 se observan las micrografias del cartilago natural obtenido de las
orejas de cerdo a varios acercamientos x1000, x2500, x5000 y x10000
respectivamente, en estas micrografias se puede observar que el cartilago tiene
una morfologia irregular, en donde se puede observar que tiene una superficie
rugosa en general, sin embargo también se puede observar algunas fibras que
pueden ser atribuidas a la interfase entre el cuero y el cartilago de cerdo.

Figura 53. Micrografias del cartilago de la oreja de cerdo
(x1000, x2500, x5000, x10000)
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En el caso del colageno extraido Figura 54 se observa que el material
presenta una forma irregular, en algunas zonas se puede ver la presencia de
granulos que probablemente correspondan a impurezas como residuos de grasa o
alguna proteina. En las micrografias de la Figura 54 se puede observar que la
superficie presenta algunas estrias, sin embargo estas son debido a la forma en la
que fue preparada la muestra al romperla para analizarla y también se observan
algunos poros que pueden deberse a burbujas al secar el material.

“1gkU | X1,880 1Bnw gol extrai 18kU  X1,888 18mm 1@k . x1,088  18um  °

[ —
1akyU X2,588 ~ 18mum

- ;

18ky X5,888 ° Sum k b 1aky X5, 886 Srm

g . .-~ % .
18kU X108 888 arn M col extrai® 18kU  X18,800  1oum 2 18kU W12, 888  Tum col extrai
! g

Figura 54. Micrografias del colageno extraido (x1000, x2500, x5000, x10000).
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En la Figura 55 se muestran las micrografias del pHEMA, en donde se
observa una morfologia que puede ser considerada como lisa a diferencia del caso
del colageno o del cartilago (Figuras 53 y 54), también pueden observarse algunos
granulos correspondientes probablemente a las presencia de impurezas o residuos
del material al fragmentar la muestra en la preparacion para el analisis.

X1, 888 180m PHEMA 18kU X1, 2688 185m 18kyU X1, 888 180m

PHEMA X2 =] sdn PHEMA a e PHEMA
-

XS, 888 Siam PHEMA X5, 869 Srm XS, 288 Sim PHEMA

PHEMA 18kU  X18, 888 15am PHEMA 18kU X118, 868 1:m PHEMA

Figura 55. Micrografias del pHEMA puro
(x1000, x2500, x5000, x10000).
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Al analizar la morfologia en el caso del copolimero pHEMA-g-colageno en
las micrografias de las Figuras 56, 57, y 58 se observa una morfologia intermedia
en la con respecto al pHEMA vy el colageno ya que pueden observarse zonas lisas
y zonas rugosas en los distintos acercamientos, también puede notarse que a
medida en que incrementa la cantidad de colageno con respecto a la concentracion
en peso en el copolimero la superficie se vuelve menos uniforme y se asemeja mas
a la mostrada en el colageno puro (Figura 54). En algunas de las micrografias
mostradas en las figuras Figuras 56, 57, y 58 se observa la presencia de algunos
poros en el material, estos pueden ser atribuidos a fallas en la preparacion de la
muestra como la presencia de burbujas o bien existe la posibilidad microporos
atribuidos a la permeabilidad del material.

18kU X198, 880

\ j ¥ I
a4 2 \ {

X 3 ¢

: . a0 \ b C J
) | TRENER X5 S5t o
\1’.QAJ xs,ea -w\» \ 1%/?3 L - J

i, G 18Ky 5 X1.8@8 1 18mm iay/a. B 18kU X1, 808, 1844
R ; 4 ) \ ; [ |

r ) Bnip ik o,
HBKU - X5 eeB 8
& & DA | 1

Figura 56. Micrografias del pHEMA-g-colageno 10g/0.5g
(x1000, x2500, x5000, x10000).
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18kU Xi1: 888 180m 184148 y

18kU Z 1. » 18kV

18kU

18kU X168, 868 10am

Figura 57. Micrografias del pHEMA-g-colageno 10g/1.0g
(x1000, x2500, x5000, x10000).
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18kVU
w5 n

X18,868

Figura 58. Micrografias del pHEMA-g-colageno 10g/2.0g
(x1000, x2500, x5000, x10000).
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18kU

Figura 59. Micrografias del pHEMA-g-colageno 10g/3.0g
(x1000, x2500, x5000, x10000).
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7.3 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR).

Al analizar el espectro de infrarrojo del colageno extraido de las orejas de
cerdo se observan las bandas caracteristicas correspondientes a los grupos
funcionales de los aminoacidos que integran a esta proteina, siendo basicamente
los grupos amino Il y amida Il debido a los enlaces peptidicos que los unen (Figura
60), los porcentajes que integran al colageno tipo | y Il indican que la glicina,
hidroxiprolina y prolina se encuentran en mayor cantidad en las cadenas, sin
embargo pueden integrar hasta veinte aminoacidos diferentes, en donde lo que
varia es el radical -R. Por lo tanto se puede observar en el colaeno extraido la
presencia de los modos vibracionales (N-H) de amida Il y amina Il, (-CH2-), (C-C),
(C=0) amida Il, (C-N) de amina Il y amida Il, los cuales se muestran enla Tabla 9y
en la Figura 61 respectivamente.

AMINOGRAMA
Proteina hidrolizada de colédgeno
1) Glicina 22.4 %
2) Prolina 13.2
3) Hidroxiprolina 11.9
4)  Ac. glutdmico 10.1 Secuencia de moléculas de aminoacidos que integran al colageno (X, ¥ = Aminograma)
5) Alanina 8.8
6) Arginina 7.5 : ! | HCOH i 1 i ;
7) Ac. Aspértico 55 ; ; éﬁ \CH ; i % ! o ] 1
8) Lisina 40 i i O 1 CHz 2 | O i i |
5) serins 32 AR e e - e
10) Leucina 28 —+N—C—C—+N—-C—C+N—C—C+N—-C—C+N—C—C+N—-C—C+N—C—C—
11) Valina 24 e AL N Bl H O iHEHE L L iHE
12) Fenilalanina 2.3 C\Hf /CH2 ! o ! o ! o
13) Treonina 1.7 H i CH, H : :
14) Isoleucina 1.3 L .
15) Hidroxilisina 11 Glicina Prolina Hidroxiprolina Glicina X Y Glicina
16) Metionina 0.8
17) Histidina 0.5
18) Tirosina 0.4
19) Triptéfano 0.1
Total  100.0%
1) o 2) 3) ) 5)
NH O (o} i
H OH HO HiC |
CH 3
N 0 HO oH s
HsN H o HoN
HO Nt
6
) 7
NH o] o 8 9) o 1) CHy O
/|L /\A/)J\ HOY\)-LC}H ﬁ /\).L M
H;
HAT N . OH T ol 2”\/\/\}/\0“ o OH e g T
H N HaN HN HaN
11) o) 12) |C[) 13) OH o 14) 15)
[ oy 0 o )
H4C i oH i E || TH
ﬁ‘\j/\ . H3C 7 OH BC\/\//\OH H:N\“M"HKOH
HyC HoN HaN HoN NH,
16) o W) N 8 ]
==
H /5\\/"\\/“‘\0'_‘ = ( _
- HZN/ HaN © \IV i
J el
OH HNI
Zz

Figura 60. Estructura general de los aminoacidos que integran al colageno.
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Figura 61. Espectro de infrarrojo del colageno extraido.
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3299 v(N-H) amida I, amina Il
3073 0(N-H) sobretono amida Il
2928 v(CHz2) asimétrico
2856 v(CHz2) simétrico
1744 v(C=0) éster
1633 v(C=0) amida Il
1542 O(N-H) en el plano amida Il
1452 v(CH2) tijera
1405 v(CH2) meneo
1337 v(C-N-C) amina ll
1238 v(C-N) amida Il

1160, 1034 v(C-N) amina Il
924 v(O-C-C) éster

854, 820 v(C-O-C) éster
703 0(N-H) amida I, meneo
amina |l

Tabla 9. Modos de vibracion del colageno.

En la Figura 62 se muestra el espectro de infrarrojo del pHEMA en el cual se
observan los modos de vibracion caracteristicos como el (-OH) a 3375 cm', el
carbonilo (C=0) a 1720 cm™ perteneciente a los ésteres y los grupos metilo y
metileno 2971 cm™' y 2933 cm™! principalmente (Figuras 63 y 64), cada uno de los

picos mostrados es reportado en la tabla 10.
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Y
o
o
J

X
. 8(C-CH,)
: \
" (O-H)
=
o _V(CH,)
8(C-H)
| “(CH,)
40 v(CH,) °? /
/ 3 5(CH
(O-H) 2 v(O-C-C)
\, -
20 v(O-H) V\r
_— U
v(C=0) U/%(C-C-O)
0 T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda [cm'1]
Figura 62. Espectro de infrarrojo del pHEMA.
| Nimerode onda(em?) | Vibracién |
3375 v(0-H) [ om
2971 v(CH,) asimétrico O O\/\
2933 V(CH,) asimétrico ‘;J o OH
2884 v(CH,) simétrico I
1720 v(C=0) éster NE e
1484 8(C-CHy) : n CH3z"n
1452 8(CH,) .
povor BIC-CH) sombrilla Figura 63. Estructura del pHEMA.
1324 v(O-H)
1272 v(CH,) meneo (o]
1247,1155 v(C-C-0) éster H-C " OH
1076, 1047, 946 v(0-C-C) éster . S
879, 852 8(C-H) vinilideno CH-
810,749 §(C-H) fuera del plano vinilideno Figura 64. Estructura del HEMA.
690 §(0-H)

Tabla 10. Modos de vibracion caracteristicos del pHEMA.
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En la Figura 65 se observa el espectro de infrarrojo del pHEMA-g-Colageno
correspondiente 10/3g en relacién en peso, los modos vibracionales del copolimero
se muestran en la Tabla 11, en donde puede distinguirse que es muy similar al
espectro de infrarrojo del pHEMA puro (Figura 62).

; 5 C-CH3)p
8(0-H)
. “5(N-H)
V(O-H), v(N-H)CH,) v(Cqu
/ v(C-0-C)
ol V€= O V(C-N)=v(0-C-C)

Ndmero de onda [cm'1]

Figura 65. Espectro de infrarrojo del pHEMA-g-Colageno 10/3g.

[imerode ondaiem) | Vibragien

3385 v(O-H), v(N-H)
2960 v(CH;) asimétrico
2890 v(CH,) asimétrico
1709 v(C=0) éster
1650 v(C=0) amida I, amina lll
1485 v(CH,) tijera
1454 8(CH,)
1389 6(C-CH,) sombrilla
1365 v(0-H)
1275 v(C-N)amina llI
1250 v(C-N) amida Il, amina Il
1160 v(C-N)amina Il

1075, 1025 v(0-C-C) éster

968, 948 v(C-0-C) éster

900, 850 &(C-H) vinilideno
750 &(N-H) fuera del plano amida Il
690 &(0-H)

Tabla 11. Modos vibracionales del copolimero pHEMA-g-colageno 10/3g.
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Al analizar comparar el espectro de infrarrojo del pHEMA-g-colageno con el
pHEMA (Figura 66) puede observarse que la posicidn de las bandas es muy similar
a la del espectro de infrarrojo del pHEMA, pero se puede notar un ensanchamiento
en la banda del carbonilo (C=0) correspondiente al grupo éster del pHEMA, este
ensanchamiento coincide con el carbonilo (C=0) de la amida Il del colageno,
también se observa un incremento en las banda de deformacién del (-OH) en 690
cm'y la aparicion de un hombro alrededor de 2675 cm-"! correspondiente al enlace
saturado de N-(CHs)2, estos cambios pueden ser ocasionados por el injerto del
HEMA en el colageno formando enlaces que coinciden con algunos de los que se
observaron inicialmente en el espectro del pHEMA. En las Figuras 67 y 68 se
muestra la comparacion de los espectros de infrarrojo del colageno, el pHEMA y el
copolimero pHEMA-g-Colageno 10/3g en donde se observa principalmente la
desaparicion del enlace (N-H) en 1633 cm™' y (C=0) en 1744 cm™' del colageno por
lo que es probable que es donde se esté llevando a cabo el injerto. En las Figuras
69 y 70 se realiza la comparacion de los espectros de infrarrojo de los copolimeros
obtenidos a diversas relaciones en peso pHEMA/Colageno, en los cuales las
diferencias no son muy significativas, sin embargo fisicamente se observo que el
colageno a mayor concentracién tendia a migrar y no injertarse por completo
posiblemente debido a la estereoquimica de las moléculas o del tamafio de las
cadenas.

= 100 -
v(c=0) ||
: N
g 80 v N-(CH,),

L\f 5(0-H)

40 —

v(O-H), v(N-H(CH3) d
20 - P v(C-0-C)
v(C=0) |
1— pHEMA-g-Colageno 10/3g
o | =——pHEMA
4000 ' 35100 ' 30100 ' 25100 ' 2OIOO ' 1 5100 ' 1 OIOO ' 5(1)0

Numero de onda [cm‘1]

Figura 66. Espectro de infrarrojo comparativo entre el
pHEMAy pHEMA-g-Colageno 10/3g.

79



Figura 67
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Figura 68. Espectro de infrarrojo comparativo del colageno, pHEMA y copolimero

pHEMA-g-colageno seccion 2.
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Propuesta de la estructura del copolimero de injerto.

COLAGENO
H |
_N_C_ﬁ_;_ N—
fHY H i/
| O iGH;

5 100
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£ 80 -
&
=
60 -
40
—— pHEMA-g-Colageno 10/3.0g
20 4| —— pHEMA-g-Colageno 10/2.0g
—— pHEMA-g-Colageno 10/1.5g
11— pPHEMA-g-Colageno 10/1.0g
o pHEMA-g-Colageno 10/0.5g
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda [cm’']

Figura 69. Espectros comparativos de los copolimeros pHEMA-g-Colageno.
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Figura 70. Espectros comparativos de los copolimeros pHEMA-g-Colageno.
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7.4 Analisis Termogravimétrico (TGA).

Al injertar un polimero sintético en un polimero natural la estabilidad térmica
del polimero natural mejora. Si observamos los termogramas (Figura 71) y
derivatogramas (Figura 72) del colageno y del pHEMA, podemos ver que el injerto
del pHEMA provoco un aumento en la estabilidad térmica del colageno.

El termograma y derivatograma (Figuras 71, 71 y 73) muestran la liofilizacion
y descomposicion tanto del colageno como del pHEMA y del copolimero de injerto
pHEMA-g-colageno, en donde puede observarse que el colageno sufre una primera
etapa de degradacion que va de entre 50°C a 150°C la cual puede ser atribuida al
agua absorbida, en esta etapa pierde el 5% de su peso, posteriormente sufre un
segundo estado de degradacién que va de 200°C a 250°C la cual puede atribuirse
a la liberacion de los puentes de hidrogeno de la proteina perdiendo 10% de su peso
y finalmente sufre una descomposicion la cual comienza en 250°C y termina en
450°C perdiendo un 80% del peso. El termograma y derivatograma para el pHEMA
muestran dos cambios, en donde puede atribuirse el primero a la pérdida del agua
absorbida ya que va de 50°C a 200°C entendiendo que el pHEMA por ser un
hidrogel absorbe una gran cantidad de agua, en esta etapa pierde alrededor del 8%
de su peso y en la segunda etapa comienza su descomposicion, la cual se lleva
acabo de 280°C a 440°C y pierde hasta un 90% de su peso al descomponerse.
(Tabla 12)

Al analizar el comportamiento térmico de cada uno de los copolimeros
pHEMA-g-colageno en el termograma y el derivatograma (Figuras 71, 71 y 73), se
puede observar la aparicion de tres picos que pueden asignarse al igual que el
colageno a la liofilizacién o pérdida del agua absorbida en la primera etapa y la
degradacion o debilitamiento de los puentes de hidrogeno en el material en la
segunda etapa y finalmente el tercer pico o etapa, se puede atribuir a la temperatura
de descomposicion del material. Pero es notable que en los copolimeros existe un
corrimiento con respecto a los materiales iniciales (colageno y pHEMA) elevando la
temperatura de alrededor de 450°C con una pérdida de peso del 90%, es decir, casi
100°C mas que la temperatura de descomposicion del pHEMA. Esto puede ser
atribuido a un nuevo arreglo estructural ocasionado por el injerto del pHEMA en la
estructura del colageno. Con respecto al aumento en base al aumento a la relacién
en peso HEMA/Colageno no se encontré un patréon ordenado. Se demostré por lo
tanto que se llevé a cabo el injerto, justificando que el comportamiento térmico
cambioé en el copolimero al modificarse la temperatura de descomposiciéon del
pHEMA y del colageno en comparacion con la temperatura de descomposicion del
copolimero pHEMA-g-colageno.
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Figura 71. Termograma del pHEMA, colageno y copolimeros pHEMA-g-colageno.
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Figura 72. Derivatograma del pHEMA, colageno y copolimeros pHEMA-g-colageno.
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Figura 73. Termograma y derivatograma de los materiales.

Temp.
Muestra Temp.1 Temp.2 Descomp.
240°C
Colageno 115°C (4%)| (15%) 344°C (51%)
pHEMA 155°C (4%) ) 337°C (44%)
pHEMA-g- 308°C
colageno 157°C (4%)| (15%) 421°C (76%)

Tabla 12. Temperaturas de descomposicion y pérdida de peso de los materiales.
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7.5 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Con esta técnica se determinaron las transiciones térmicas del colageno,
pHEMA y los copolimeros pHEMA-g-colageno tal como la temperatura de transicion
vitrea. En los termogramas Figura 74, 75 y 76 se muestra la comparacion entre cada
uno de los compuestos. Puede observarse la presencia de un pico endotérmico para
el colageno alrededor de 100°C, para el pHEMA de 90°C y para los copolimeros
pHEMA-g-colageno en 120°C, estos los podemos relacionar con la temperatura de
transicién vitrea de cada compuesto, observando que existe un corrimiento el cual
es posible que sea debido al nuevo arreglo estructural del material por el injerto del
pHEMA en el colageno (Figura 77). También se observan algunos picos
exotérmicos en el termograma el termograma, sin embargo no existe un patron
definido en la aparicion de estos con respecto a la concentracion de colageno en el
copolimero, pero pueden ser relacionados con la perdida de agua absorbida en el
material al sintetizarlo o bien con la temperatura de descomposicién del colageno
que no alcanzo a ser injertado, de modo que puede atribuirse esta competencia en
las propiedades térmicas con el material no injertado y el injertado.

0.1 0.00
PHEMA

- -0.02
0.0 i

- -0.04

-0.1

Heat Flow (W/g)

- -0.06

Rev Heat Flow (W/g)

-0.2

- -0.08

T T T T T -0.10
0 50 100 150 200 250 300
Temperature (°C)

-0.3

Figura 74. Termograma DSC del colageno.
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Figura 75. Termograma DSC del pHEMA.
0.1 0.00
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0.0 - -0.02
-0.1 - -0.04
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0 50 100 150 200 250 300

Temperature (°C)

Figura 76. Termograma DSC del pHEMA-g-Colageno.
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Figura 77. Termograma comparativo (DSC)
del pHEMA, colageno y copolimeros pHEMA-g-colageno.

7.6 Ensayo de compresion.

Se realizaron dos pruebas de compresién para cada compuesto (confinada y
sin confinar), en cada una de estas se procedié a deformar el material en un 50%,
para los ensayos de compresion confinados se observaron las curvas
caracteristicas al modulo de elasticidad hasta llegar al punto donde el material no
pudo ser comprimido mas por el espaciamiento entre el contenedor y el punzén del
equipo por lo que el compuesto analizado comenz6 escapar del contenedor y se
registraron variaciones no representativas en las graficas (Figuras 78 a la 82). La
presion soportada por el material fue decreciendo con respecto al aumento de
concentracion de colageno como se muestra en las Tablas 13 y 14, esto es
entendible en relacion a que el colageno lo que proporciona es elasticidad al
material y no resistencia a la compresion.
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El médulo de elasticidad entonces fue en aumento con respecto al contenido
de colageno en cada compuesto debido a las propiedades mecanicas otorgadas por
el colageno al pHEMA en el copolimero pHEMA-g-colageno. Finalmente en la
Figura 82, se muestra la curva comparativa de todos los compuestos sometidos al
ensayo de compresion no confinada, en donde se observa de igual manera lo
mencionado anteriormente aunque en este caso el esfuerzo soportado es distinto
ya que no es detenido el compuesto en forma axial por el contenedor metalico.

c F/S
E=C=31/1

Donde:

[ es el médulo de elasticidad longitudinal.
(F es la presion ejercida sobre el area de seccion transversal del objeto,
€ es la deformacidn unitaria en cualquier punto de la barra.

La ecuacion anterior se puede expresar también como:

pHEMA 866
pHEMA-g-Colageno
10/0.5g 795
pHEMA-g-Colageno
10/1.0g 794
pHEMA-g-Colageno
10/1.5¢g 763

Tabla 13. Mdédulo de young calculado para el ensayo de compresiéon confinada

pHEMA 5.7 3.7 50
pHEMA-g-Colageno
10/0.5g 5.2 3.4 50
pHEMA-g-Colageno
10/1.0g 5.1 3.3 50
pHEMA-g-Colageno
10/1.5¢g 4.4 2.4 50

Tabla 14. Modulo de young calculado para el ensayo de compresion no confinada
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Figura 78. Ensayo de compresién confinada del pHEMA puro.
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Figura 79. Ensayo de compresién confinada del pHEMA-g-colageno 10g/0.5g.



500

400

Esfuerzo [MPa]

300

200

100

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

% Deformacion

Figura 80. Ensayo de compresiéon confinada del pHEMA-g-colageno 10g/1.0g.
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Figura 81. Ensayo de compresién confinada del pHEMA-g-colageno 10g/1.5g.
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Figura 82. Ensayo de compresidén no confinado comparativo entre los copolimeros

pHEMA-g-colageno 10/0, 10/0.5, 10/1.0g, 10/1.5g, 10/2.0.
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CAPITULO 4
8 CONCLUSIONES

+ Se logro sintetizar el copolimero de injerto pHEMA-g-colageno a partir
de colageno y del 2-Hidroxietilmetacrilato (HEMA) por polimerizacion
via radicales libres.

+ Se desarrollo un método de extraccion de colageno de las orejas de
cerdo a partir de las referencias citadas, en donde se identifico al
colageno por medio del peso molecular mediante la técnica de SDS-
PAGE.

+ Se demostré que el pHEMA se injerta al colageno por medio de la
espectroscopia de infrarrojo, en donde existe una ruptura de enlace N-
H y se genera un enlace C-N correspondiente al injerto pHEMA-g-
colageno. Por medio del analisis termogravimétrico TGA y calorimetria
diferencial de barrido DSC se demostré de igual modo que existe la
presencia de un injerto entre el pHEMA y el colageno ya que se
presenta un corrimiento de las temperaturas de transicién vitrea y de
descomposicién del pHEMA-g-colageno respecto a sus componentes
por separado.

+ A través de la microscopia electrénica de barrido se observd la
morfologia del polimero, en donde se encontrd que esta presenta una
superficie irregular, en base a la bibliografia se sabe que parte del
colageno en el material es absorbido al ser implantado en el cuerpo,
pero reconociéndolo como parte de si mismo y ayudando a la
regeneracion.

+ Mediante el ensayo mecéanico de compresion se encontré que el
colageno aporta elasticidad al copolimero de injerto pero a su vez
reduce la resistencia al esfuerzo de compresion que puede soportar
este a medida que se incrementa la concentracion de colageno en el
copolimero.
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+ En base a la caracterizacion realizada de los copolimeros obtenidos,
es posible que pueda ser utilizado como sustituto de cartilago humano
sabiendo de antemano de la biocompatibilidad y permeabilidad de los
materiales que lo integran, pero queda pendiente realizar pruebas in
vitro e in vivo, asi como también realizar la comparacion con cada uno
de los cartilagos que integran al cuerpo humano.
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9 PERSPECTIVA

Este trabajo puede ser dirigido a realizar pruebas in vitro e in vivo para crear
sistemas de cultivo celular, crecimiento de tejido, sistemas de liberacion de
proteinas, sistemas de liberacion de farmacos, implantes para regeneracion
cartilaginosa, muscular u ésea con el copolimero pHEMA-g-colageno debido a las
ventajas que presenta como biopolimero respecto a sus propiedades mecanicas y
su biocompatibilidad, anteriormente esto ha sido realizado con compuestos entre el
pHEMA y el colageno, pero en este caso seria motivo de estudio analizar la duracion
del biopolimero al ser implantado en el cuerpo ya que a diferencia de los anteriores
se presenta como un copolimero de injerto.

También puede ser enfocado este trabajo para el desarrollo de una mejora
en la metodologia experimental, dado que solo se logro sintetizar hasta el injerto
pHEMA-g-colageno 10g/3g ya que el colageno comenzaba a migrar del material por
lo que seria conveniente y motivo de estudio el realizar la polimerizacion con el uso
de aditivos.
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