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RESUMEN.

En este trabajo de investigacion se estudié la obtencién de compositos mezclados y soportados de poliuretano
poroso/hidroxiapatita, debido a la excelente biocompatibilidad de los poliuretanos y en combinacién con la hidroxiapatita
Cao(PO,4)s(OH),, el cual es el principal componente inorganico de los tejidos dseos, para la regeneracién de tejido dseo.
También se estudié la biodegradacién enzimdtica de los compositos mezclados y soportados, debido a que dentro del
desarrollo de materiales biocompatibles, las aplicaciones ortopédicas es un drea para el desarrollo de nuevos compositos, sin
embargo, estos materiales estdn sujetos a la corrosion y desgaste debido a la diferencia de propiedades mecdnicas entre el
composito y el hueso, ademds de que el implante se debilita. Ademds, es un hecho conocido que la biodegradaciéon o
reabsorcion de un material in vivo estd constituida por un proceso bastante complejo, donde interactian mecanismos
fisicoquimicos con mecanismos de tipo bioldgico a través de procesos mediados por proteinas y células, y por lo tanto, la
biodegradacién del material no depende exclusivamente de las propiedades fisicoquimicas del mismo.

INTRODUCCION.

Las enzimas, en los sistemas biol6gicos constituyen las bases de las complejas y variadas
reacciones que caracterizan los fendmenos vitales. En la ingenieria médica y tecnologia farmacéutica el
proposito de la degradacién de los polimeros es muy importante, debido a que cuando permanecen cierto
tiempo dentro del organismo, estos son degradados por el medio fisiologico al que son expuestos [1]. En
este medio fisiolégico solo se puede degradar mediante hidrdlisis y oxidacion de los polimeros. La
hidrdlisis se produce cuando el polimero tiene principalmente enlaces inestables y algin grado de
hidrofilicidad, existen dos tipos de mecanismo para la hidrélisis, el mds importante se produce en el
enlace éster para obtener dos cadenas mds cortas y la otra opcion es la formacion del grupo uretano.
Mientras que la oxidacién se lleva a cabo en un pH de 7.4 asi como una temperatura de 37°C
aproximadamente [2-5].

Desde hace décadas es conocido que el poliuretano (PU) es susceptible a la degradacion.
Desafortunadamente, no existen muchas investigaciones referentes a los mecanismos de las enzimas o
bioquimicos en los estudios de la degradacion de poliuretanos. Los PU’s se diferencian de otras
macromoléculas en que sus caracteristicas fisicoquimicas dependen de la clase de polioles y
poliisocianatos usados como materias primas para su sintesis; por eso su dificultad para comparar las
actividades de degradacion de diferentes poliuretanos biodegradables por microorganismos. El proceso de
degradacion puede ser dividido a groso modo dentro de la degradacion de los enlaces uretano y la
degradacion del segmento poliol, el cual es el mayor constituyente de los PU’s y la degradacién del PU es
influenciada por la estructura quimica del segmento poliol [6-8].

SECCION EXPERIMENTAL.
» Sintesis del poliuretano poroso.

En un reactor, se disolvieron en 1,4-dioxano, 20 g de policaprolactona diol (PM de 1250 gr/mol) y
3.08 gramos de policaprolactona triol (PM de 900 g/mol). Una vez disueltos estos reactivos se agrego

4.26 ml de 1,6-hexametilen diisocianato, se agrega 1.0% de dilaurato de dibutilestafio. Para obtener la
separacion de fases se adiciono agua.



La solucién homogénea fue liofilizada a -15 °C durante 72 horas a una presion de 0.30 milibares;
el polimero fue curado a una temperatura de 60 °C y una atmoésfera de nitrégeno durante 24 horas.

» Hidroxiapatita (HA).

Se preparo una suspension de 0.5 M de hidréxido de calcio a la cual se le agrego 1 litro de una
solucion 0.3 M de 4cido fosférico con un flujo de 2 ml/min. y agitacién constante a una temperatura de
42°C. El precipitado obtenido fue filtrado y secado a 100°C durante 48 horas. La solucién fue controlada
a un pH de 11 a 12 mediante la adicién de hidroxido de amonio. Es importante obtener la HA con
tamafnos nanométricos y para conseguir esto fue necesario utilizar polidcido acrilico (PAA) como agente
dispersante [9-10].

» Sintesis de los compositos.

Para preparar los compositos mezclados, la HA se agrego después de mezclar cada uno de los
reactivos del PU poroso seguido de un enfriamiento, una liofilizacién y un curado del composito para que
finalmente fueran realizadas las caracterizaciones correspondientes del composito sintetizado. En la tabla
1 se muestra el disefio de experimentos para la sintesis de los compositos mezclados y soportados, en
donde, el 1,4-dioxano, el 1,6-hexametilen diisocianato y el agua son mantenidos constantes a 50 ml, 4.26
ml y 0.54 ml respectivamente. El objetivo principal de la sintesis de los compositos soportados fue que la
superficie del PU soporte las particulas de HA y con la formacién de la HA bioldgica mediante la
biomineralizacion a partir del fluido fisiolégico simulado (FFS) exista un exceso de HA en la superficie y
por lo tanto el composito incrementa la bioactividad.

» Pruebas de biodegradacion enzimatica.

El procedimiento a emplear para esta prueba consistié primeramente en preparar las soluciones
buffer de pH entre 6 y 8 con los reactivos KH,PO, y KoHPO,, se realizo pesando las cantidades de los
reactivos en base a una solucién 0.1 M para los pH’s antes mencionados y el volumen de solucién a
preparar. Las cantidades de las sales pesadas se agregaron a un matraz volumétrico y se afora con agua
destilada. Después se verifico el pH deseado de cada solucién por medio de un potencidmetro, el cual fue
previamente calibrado con soluciones buffer de pH 4 y 7 respectivamente, antes de tomar la lectura de las
soluciones a medir. Una vez preparadas las soluciones buffer se adiciono cada enzima en concentraciones
de 0.1% de la enzima especificada. Los compositos de 0.1 g se colocaron en viales previamente
esterilizados, agregando posteriormente 15 ml de solucién buffer. Posteriormente se incubaron los viales
a temperaturas que se muestran en la tabla 2 el tiempo de incubacién fue de 15 dias. Posteriormente las
muestras fueron lavadas y secadas para después realizar las pruebas de caracterizacion para determinar la
biodegradacion sufrida [6].

RESULTADOS Y DISCUSIONES.
1.- Enzima Papaina.

La enzima papaina se relaciona principalmente con las células responsables de la inflamacion, y
se caracteriza por que actia en los grupos uretano, urea, anillo bencénico y grupos amida del uretano
cuyas bandas aparecen aproximadamente a 1732 cm™, 1311 cm’ y 1218 cm’' respectivamente, ademds de
que el mecanismo de accién de la enzima es propuesto por la reaccion 1 de hidrélisis [2-3,11].

Papaina
R—NH—l(ll—O—R’ T RNH, + CO, + R"OH (1)
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En la figura 1 se presentan los espectros de infrarrojo del composito mezclado y soportado con
30% de HA sometidos a la accion de la papaina y a una solucion buffer de pH 6 (sin enzima), en donde se
muestran las bandas de los productos de la degradacién, de 1310 a 1240 cm™ del estiramiento O-C-O del
COOH, de 1100 a 1000 cm™ debido al estiramiento del enlace C-O-C del uretano. En la figura 2 se
presentan los resultados obtenidos de la pérdida en peso mediante la accién de la enzima papaina en el
composito mezclado y soportado con 30% de HA con la solucién buffer de pH 6, en donde se observa
que después de 15 dias el mayor efecto de la enzima es en el composito mezclado con una pérdida en
peso del 4.2%, mientras que el composito soportado solo se degrada 2.4% en peso.

2.- Enzima Ureasa.

La enzima ureasa se encuentra en los leucocitos, y se caracteriza por que afecta en los enlaces de
la urea y grupos amida del uretano cuyas bandas aparecen aproximadamente a 1653, 1550 y 1246 cm™,
ademds de que el mecanismo de accion de la enzima es propuesto por la reaccion 2 de hidrolisis [11].

Ureasa

R-NH-C-NH-R~ 5 » RNH; + CO; +R'NH; 2)
I H,
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En cuanto a las muestras sometidas a la accion de la ureasa, en la figura 3 se muestran los
espectros de infrarrojo correspondientes al composito mezclado y soportado con 30% de HA y con
solucion buffer de pH 8 (sin enzima), en donde se aprecia las bandas caracteristicas de los productos de la
degradacién de 1397 a 1237 cm’! del estiramiento O-C-O del COOH, de 1177 a 1084 cm’! debido al
estiramiento del enlace C-O-C del uretano que se atribuyen a la biodegradacion. La segunda enzima
utilizada en esta investigacion fue la ureasa y una solucién buffer de pH 8, los resultados obtenidos de la
biodegradacion del composito mezclado y soportado con 30% de HA se muestran en la figura 4 en donde
se puede observar que la tendencia fue de aumentar la biodegradacién conforme al tiempo de accién de la
enzima. También se observa que los porcentajes de pérdida en peso para el composito de 30% HA fue de
3% y para el composito soportado de 2.1% respectivamente.

3.- Enzima Esterasa.

La enzima esterasa se caracteriza por que afecta en los enlaces esteres del poliuretano, ademds de
que el mecanismo de accion de la enzima es propuesto por la reaccion 3.
Estereasa

R-C-O-R’ »R-C-H + R -OH 3)
I H0 I

O O

En la figura 5 se muestra el espectro de infrarrojo correspondiente al composito mezclado y
soportado con 30% de HA sometido a la enzima esterasa y a la solucion buffer de pH 8, en donde se
presentan las bandas atribuidas a la degradacién a 1410 cm™ debido al estiramiento del COO, de 1350 a
1300 cm' del al estiramiento (O—C-0) del COOH, de 1275 a 1250 cm’’ del enlace C-O del CH,-OH, a
1174 cm™ del (O-C-0) del CO-O-CH, y finalmente a 637 cm™ por el estiramiento C-O. En la figura 6, se
observan los porcentajes de pérdida en peso del composito mezclado y soportado con 30% de HA al ser
sometidos a la accion de la esterasa, en donde se observa que los compositos se empiezan estabilizar a los
13 dias, ademads los porcentajes de pérdida en peso del composito mezclado de 30% con la accion de la
enzima y para el composito soportado fueron de 2% y 1.7% respectivamente, ya que esta enzima actia
principalmente en los enlaces ésteres asi como C-C y C-N del PU.



INDICE DE TABLAS.

Tabla 1.- Diseflo de experimentos para los compositos mezclados y soportados.

COMPOSITOS HA PAA
(%opeso) (g)
1 15 0.1
2 15 0.3
3 15 0.6
4 30 0.1
5 30 0.3
6 30 0.6
7 45 0.1
8 45 0.3
9 45 0.6
Tabla 2.- Caracteristicas de las enzimas.
NOMBRE ENZIMA FUENTE TEMPERATURA DE pH
COMERCIAL. REACCION (°C) OPTIMO
Propain (papaina) Proteasa Latex de papaya 60 6
Ureasa Hidrolasa Habas 25 8
Esterasa Hidrolasa Higado de cerdo 25 8
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Figura 1.- Espectros de infrarrojo de los compositos (a) mezclados

y (b) soportado con 30% de HA y la enzima papaina.
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Figura 2.- Porcentajes de pérdida en peso de los
compositos (a) mezclado y (b) soportado con 30% de
HA y la enzima papaina.
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Figura 3.- Espectros de infrarrojo de los compositos (a) mezclados

y (b) soportado con 30% de HA y la enzima ureasa.

Figura 4.- Porcentajes de pérdida en peso de los
compositos (a) mezclado y (b) soportado con 30% de
HA y la enzima ureasa.
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Figura 5.- Espectros de infrarrojo de los compositos (a) mezclados Figura 6.- Porcentajes de pérdida en peso de los
y (b) soportado con 30% de HA y la enzima esterasa. compositos (a) mezclado y (b) soportado con 30% de
HA y la enzima esterasa.
CONCLUSIONES.

El andlisis y disefio de los experimentos con el software Minitab permite la disminucion en la
sintesis de compositos (mezclados y soportados). Los espectros de infrarrojo del composito mezclado y
del soportado con 30% de hidroxiapatita mediante la acciéon de las enzimas papaina, esterasa y ureasa
concuerdan con los resultados obtenidos por el porcentaje en pérdida en peso. Se determiné por FTIR y
porcentaje de pérdida en peso que los compositos (mezclado y soportado) son mds susceptibles a ser
biodegradados mediante la enzima papaina (4.2% y 2.4% respectivamente) debido a que el peso
molecular de la enzima produce que se difunda en el composito y produce un mayor efecto en
comparacion con las otras enzimas. Los porcentajes de biodegradacion son aceptables debido a que en las
aplicaciones biomédicas las protesis deben ser resistentes al ataque enzimdtico que sufren en el cuerpo
humano. En este estudio se observdé que los compositos de poliuretano/hidroxiapatita (mezclado y
soportado) son vulnerables a las reacciones de hidrolisis del enlace éster de los compositos.
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