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RESUMEN

Los polimeros naturales y sintéticos estan disponibles para aplicaciones de ingenieria de
tejido déseo, pero pueden carecer de integridad mecanica. El objetivo de este trabajo es
investigar las propiedades de la capa interfacial y las interacciones de las nanoparticulas
dentro del material quitosano-nanohidroxiapatita-nanotubos de carbono de pared multiple
(CSINHA/MWCNT) mediante la caracterizacion del material y el analisis de
espectroscopia dieléctrica, para el desarrollo de un nanocompuesto biocompatible,
biodegradable y mecanicamente estable. Los fendmenos de percolacion mecanicas y
dieléctricas en peliculas de CS/nHA se observan en concentraciones de 30-40% nHA, en
peliculas de CS/MWCNT a concentracion de 3% MWCNT vy para las peliculas de
CS/NHA/MWCNT baja en ambos casos a 5% nHA y 0.5% MWCNT, reduciendo
considerablemente los porcentajes de nHA y MWCNT, esto causa que la dureza, el
maodulo elastico reducido, la conductividad y la constante dieléctrica exhiben una fuerte
dependencia de la concentracion de nanoparticulas de tal manera que los valores maximos
cambian a concentraciones mas bajas. Se utiliza un modelo trifasico para incluir la matriz
de quitosano, las nanoparticulas de hidroxiapatita, los MWCNT vy la capa interfacial con
una constante dieléctrica superior a la del quitosano, los MWCNT vy la hidroxiapatita.
Esta capa entre nanoparticulas y matriz se debe a fuertes interacciones entre los grupos
laterales de quitosano con PO4*~ de hidroxiapatita y los grupos hidroxilo de los MWCNT.
Al realizar simulaciones de mediciones de espectroscopia en el rango de frecuencia Hz-
GHz, mostramos que un maximo en todas las propiedades se puede rastrear hasta la
existencia de superposicion y disminucion del grosor de la capa interfacial. Nuestro
estudio propone un enfoque sistematico para disefiar materiales inteligentes para la
ingenieria del tejido 6seo. EI nanocompuesto de Quitosano, Hidroxiapatita y Nanotubos
de Carbono fue caracterizado con microscopia electronica de barrido de emision de
campo (FESEM), microscopia electrénica de transmision (TEM), andlisis de difraccion
de rayos X (XRD), espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), analisis

térmico gravimétrico (TGA), espectroscopia Raman, Perfilometria, crecimiento celular



por MTT y MTS, espectroscopia dieléctrica y propiedades mecanicas por

nanoindentacion, analisis dinamico (DMA) y pruebas tipicas esfuerzo-deformacion.

ABSTRACT

Natural and synthetic polymers are available for bone tissue engineering applications but
may lack mechanical integrity. The objective of this work is to investigate the properties
of the interfacial layer and the interactions of nanoparticles within the chitosan-
nanohydroxyapatite-multi-carbon carbon nanotubes (CS/NnHA/MWCNT) material by
characterizing the material and dielectric spectroscopy analysis, for the development of a
biocompatible, biodegradable and mechanically stable nanocomposite. Mechanical and
dielectric percolation phenomena in CS / nHA films are observed in concentrations of 30-
40% nHA, in CS/ MWCNT films at a concentration of 3% MWCNT and for CS / nHA
/ MWCNT films in both cases at 5% nHA and 0.5% MWCNT, considerably reducing the
percentages of nHA and MWCNT, this causes that the hardness, the reduced elastic
modulus, the conductivity and the dielectric constant exhibit a strong dependence on the
concentration of nanoparticles in such a way that the values highs change at lower
concentrations. A three-phase model is used to include the chitosan matrix,
hydroxyapatite nanoparticles, MWCNT and the interfacial layer with a dielectric constant
higher than that of chitosan, MWCNT and hydroxyapatite. This layer between
nanoparticles and matrix is due to strong interactions between the chitosan side groups
with PO43- hydroxyapatite and the hydroxyl groups of the MWCNT. By performing
simulations of spectroscopy measurements in the Hz-GHz frequency range, we show that
a maximum in all properties can be traced to the existence of overlap and decrease in the
thickness of the interfacial layer. Our study proposes a systematic approach to design
intelligent materials for bone tissue engineering. The nanocomposite of Chitosan,
Hydroxyapatite and Carbon Nanotubes was characterized with field emission scanning
electron microscopy (FESEM), transmission electron microscopy (TEM), X-ray
diffraction analysis (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy ( FTIR), thermal

gravimetric analysis (TGA), Raman spectroscopy, profilometry, cell growth by MTT and



MTS, dielectric spectroscopy and mechanical properties by nanoindentation, dynamic

analysis (DMA) and typical stress-strain tests.

1. INTRODUCCION

La hidroxiapatita (HA), Caio (POs)s (OH)2 es el principal componente del hueso y se usa
ampliamente en la ingenieria de tejido 6seo. La HA se fabrica en muchas formas y se
puede preparar como andamios de cerdmica, polvo o ceramica porosa densa [1].
Recientemente, la hidroxiapatita de tamafio nano (nHA) se esta utilizando ampliamente
debido a sus propiedades analogas al hueso, posee cristales de HA con una dimension de
aprox. 20-60 nm [2]. Ademas, la nHA exhibe un area de superficie alta y una estructura
similar a la de la apatita bioldgica de los huesos que ayuda a promover la adhesién de
proteinas y la proliferacion de células [3], una mayor biocompatibilidad y dureza
mecénica [1], simula la actividad de los osteoblastos y mejora los factores de crecimiento
local cuando se compara con HA pura [4]. Por lo tanto, en la literatura existe una gran
cantidad de publicaciones sobre la preparacion de nanocompuestos de nHA en diferentes
matrices, desarrollo de membranas bioactivas, hidrogeles de cerdmica y recubrimientos

que utilizan nanoparticulas de HA (ver, por ejemplo [5]-[7]).

En este sentido, la nHA puede representar una clase prometedora de material de injerto
6seo, sin embargo, la fragilidad y la baja resistencia mecéanica a tension de la nHA hacen
que no sea adecuada para su aplicacion en ingenieria de tejido éseo [3]. En consecuencia,

la nHA a menudo se combina con varios polimeros para mejorar sus propiedades.

Muchas publicaciones (véase, por ejemplo, [3], [8]-[13]) proponen utilizar el quitosano
(CS) como material adecuado para la ingenieria de tejidos debido a su similitud quimica
con las moléculas bioldgicas, compatibilidad de tejidos, bioreabsorbibilidad, actividad
antibacteriana, caracteristicas de capacidad hemostaticas. de modificaciones quimicas e
interaccion con HA. Estas caracteristicas hacen que el quitosano sea un candidato ideal
para la ingenieria de tejidos; sin embargo, la estructura del quitosana-nano-hidroxiapatita

(CS-nHA) no se ha abordado completamente a pesar de la gran cantidad de publicaciones



dedicadas a investigar la estructura, las propiedades mecénicas, la viabilidad celular y la
proliferacion. Aun no se han informado sus propiedades eléctricas y su dependencia de
las diferentes relaciones entre CS y nHA.En general, se requieren valores maximos de

propiedades mecanicas en un compuesto para el desarrollo de materiales de injerto 6seo.

Sin embargo, a pesar de la bioactividad del CS y nHA, sus propiedades mecéanicas para
la ingenieria de tejidos, especialmente para tejido 6seo no son suficientes. Para resolver
esta limitante, en algunos articulos se ha reportado la adicion de nanotubos de carbono
(CNT) a los compdsitos CS-HA. La introduccion de CNT resulta atractiva en la ingenieria

de tejidos, dado que ellos poseen buenas propiedades mecanicas.

Es importante notar que los compdsitos con rellenos conductores (como los CNT)
inmersos en polimeros aislantes (como el CS) se convierten en conductores cuando el
contenido del relleno sobrepasa un valor critico, conocido como umbral de percolacion.
En el umbral de percolacion se produce un incremento abrupto, en varios érdenes de
magnitud, de la conductividad eléctrica. El valor del umbral esta en correspondencia con
elwt. %del relleno conductor que es capaz de formar una microestructura interconectada
aleatoriamente dentro del compésito. Los compdsitos CNT/polimeros, poseen un umbral
de percolacion muy bajo (entre 0.5 y un poco mas en wt. %). Ello es debido a la alta
relacion de proporcionalidad entre longitud y diametro de los nanotubos, asi como de sus

dimensiones nanométricas.

A concentraciones mayores a la correspondiente a la percolacion mecanica, las
propiedades mecanicas de los compdsitos CS-CNT se saturan o inclusive decrecen [5],
[6]. Aunque tanto el umbral de percolacion de conductividad como el umbral de
percolacién mecanico dependen del wt. % de los CNT, de su alta relacion de

proporcionalidad entre longitud y didmetro y de su interaccion con la matriz polimérica.

La misma situacion con esta investigacion las propiedades eléctricas de CS-nHA-CNT.
Sus propiedades y su dependencia de la relacion entre diferentes concentraciones de CS,

nHA y CNT no se han investigado en el amplio rango de concentraciones.

Es necesario tener en cuenta que, debido a la alta conductividad idnica de los compuestos,
es importante investigar sus propiedades eléctricas que juegan un papel importante en el
disefio de los implantes 6seos. Los huesos generan biopotencial eléctrico que afecta la
regeneracion 6sea. Por lo tanto, la conductividad de los implantes debe ser menor que la

conductividad del hueso que no desvie los "potenciales generados por tension” en los

10



tejidos circundantes y no produzca corrientes eléctricas que afecten el rendimiento y el
rechazo de los implantes [13], [14]. Se requiere informacion adicional y detallada sobre
las propiedades dieléctricas de tales compuestos para asegurar la biocompatibilidad de un
implante ya que su constante dieléctrica debe ser similar a la de los tejidos y huesos
humanos [12].

1.1 Estado del arte

En recientes afios, un desarrollo significativo se ha hecho en sustitucion de 6rganos, la
reconstruccion quirurgica y el uso de protesis artificiales para el tratamiento de pérdida o
falla de un 6rgano o tejido [15]. Los implantes ortopédicos e injertos se han utilizado para
tratar diversos defectos por trauma o enfermedad, estos meétodos tradicionales de
tratamiento se complican por la posibilidad de infeccidn, cicatrizacion inadecuada, hueso
insuficiente para sellar por completo [16], [17] en la nanotecnologia y la ingenieria de
tejidos se tienen maneras prometedoras para reparar y reemplazar el hueso [18], [19].
Generalmente, un andamio de ingenieria de tejidos debe satisfacer varios criterios
esenciales. Debe ser: biocompatible con la estructura para minimizar la respuesta al
tiempo que maximiza el crecimiento celular y el tejido de integracion; biodegradable con
una tasa de degradacion favorable, permitiendo que los andamios proporcionen soporte
estructural para el crecimiento celular inicial y luego la degradan gradualmente después
de la formacion de nuevo tejido; y poseer propiedades mecénicas apropiadas para apoyar
el crecimiento del tejido bajo cargas dinamicas y estaticas, tener una Optima

conductividad y también alta resistencia a la corrosion [17], [20].

Un andlisis detallado de las publicaciones revela que las mejores propiedades
mecanicas de CS-Ha (resistencia a la compresion, médulo de compresion) de
diferentes estructuras (membranas o andamios) y métodos de preparacion se
obtuvieron a concentraciones especificas de CSy HA (4 g de CS y 0.5 M de
solucion de nHA [21]; relacion CS: HA 2:8 [22]; 40 % en peso de Ha [23]; 10 %
de nHA [24]; relacion CS:HA 40:60 [25]; 100:15 CS: HA ratio [26]. Es de destacar
que cualquier otra combinacion de concentracién de CS y HA, ya sea mayor o
menor que las informadas, las propiedades mecanicas se reducen

considerablemente.
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Figura 1. Publicaciones del compuesto CS/HA/MWCNT y su campo de estudio (https://www.lens.org/)

En la literatura se han propuesto varios métodos de dispersion de MWCNT en la matriz
del polimero que han sido utilizados para este proposito, tales como la deposicion
superficial controlada y el proceso de reticulacion [27], el método de evaporacion de
solucion simple [28], la separacion de fases inducida térmicamente seguido por secado
por congelacion [29], electrodeposicion [30], técnica de rocio capa por capa [31],

accionamiento eléctrico [32] y el método de hilatura en himedo [33].

Sobre concentraciones de MWCNT en literatura se reportan mejoras en propiedades
mecanicas del nanocompuesto. ElI nanocompuesto de CS/MWCNT mejorando el
comportamiento mecanico con concentraciones del 5 % en peso de MWCNT en
mediciones de 5y 10 % [34]. En estudios con la adicion de s6lo 1 % en peso de MWCNT
a la matriz de CS puede mejorar el modulo de elasticidad a la traccion y resistencia a la
traccion en alrededor de 47 % y 33 %, respectivamente [35]. En otra publicacion las
propiedades mecéanicas, incluyendo el modulo de traccion y la fuerza, de los
nanocompuestos se mejoran en gran medida por aproximadamente 93% y 99%,
respectivamente, con la incorporacion de sélo el 0.8 % en peso de MWCNT en la matriz
de quitosano. Con mediciones de 0.2, 0.4, 0.8 y 2 % de MWCNT [36] mejoran

considerablemente las propiedades mecanicas.

Existen diferentes métodos de funcionalizacion de MWCNT usando diferentes acidos,

con el fin de tener grupos funcionales en la superficie del nanotubo y anclar otro tipo de
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material a estos grupos (hidroxilo y carboxilo entre otros). Como resultado han sido
introducidos en la superficie de MWCNT grupos funcionales carboxilos e hidroxilos.
Ademas, la presencia de grupos de amino en el CS promueve la formacion de enlaces de
hidrogeno entre los MWCNT funcionalizados y el CS que puede afectar en la resistencia
mecénica y a la conductividad del nanocompuesto. La funcionalizacion de MWCNT se
puede conseguir por la modificacion de la superficie con una solucién de acido nitrico y
con acido sulfarico. En general, la funcionalizacion de MWCNT se lleva a cabo en
superficie con COOH, OH, SH y amida con polimeros tales como acido polilactico, acido
poliglicélico y diversos polimeros naturales, entre los métodos de funcionalizacion
destacan la funcionalizacion fotoquimica de nanotubos [37]. En los Gltimos 3-4 afios una
amplia gama mas fiable de funcionalizacion de MWCNT esta disponible, los MWCNT
se calientan a reflujo en &cido nitrico y sulfurico para producir grupos hidroxilo,
carbonilo, y carboxilo en defectos en la red atdmica del carbono. Los grupos hidroxilo y
carbonilo anteriormente mencionados se oxidan adicionalmente a los grupos carboxilo
por tratamiento con permanganato de potasio y acido perclérico, mediada por la
formacion de amida entre MWCNT modificado y grupos carboxilo [38]. Los MWCNT
funcionalizados tienen buena dispersion en agua, pueden ser considerados para la
aplicacion biomédica. Se han observado crecimientos celulares de osteoblastos en los
compuestos de MWCNT con andamios al andamiaje normal. Esto indica que los
MWCNT funcionalizados pueden facilmente interactuar con células y aumentar toda la
funcién metabdlica celular. Los andamios de polimérico MWCNT y el polimero pueden
facilmente inducir la mineralizacién con el cuerpo estimulando solucion fluida en la etapa
anterior. Esta propiedad biomimética es una importante funcion de la mineralizacion 6sea
[39].

En otro articulo reportan con el compuesto CS/MWCNT/HA el médulo elastico y
resistencia a la compresion un aumento de 509.9 a 1089.1 MPa y 33.2 a 105.5 MPa con
un aumento de relaciones en peso de CS de MWCNT de 0 a 5 %, respectivamente [40].
Como conclusion la mejor concentracion de MWCNT en CS que permite mejorar

propiedades mecanicas esta a discusion.

En la revision bibliografica hay seis publicaciones sobre el compuesto CS/HA/MWCNT
para aplicacion en ingeniera de tejidos y en las Figura 1 se muestran las publicaciones
generales sobre el compuesto. En estos articulos se presentan resultados de investigacién
sobre sintesis y caracterizacion del compuesto [40], [41], efectos de dopaje en MWCNT
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en la viabilidad biomimética [42], efecto del pH en la corrosidn [43] y recubrimiento del
compuesto en Ti [44], [45]. Existe la descripcion del compuesto CS/IMWCNT o CS/HA
con varias publicaciones de propiedades mecanicas y crecimiento celular, cabe resaltar
que no hay investigaciones sobre propiedades eléctricas, dieléctricas e investigacion que
relacion entre dos componentes tienen mejores propiedades en la ingenieria de tejidos

con estos nanomateriales.
1.2 Antecedentes

El hueso consiste en 69% en peso de fosfato de calcio (principalmente hidroxiapatita),
21% de colageno, 9% de agua y 1% de otros componentes. Tiene una naturaleza con un
complejo arreglo jerarquico y una microestructura muy dificil de imitar. EI hueso como
organo tiene junto a su compleja composicion celular una arquitectura altamente
especializada orgéanica-inorganica que puede clasificarse como tejido micro y

nanocompuesto. Su matriz mineralizada consiste en: [46]

1) una fase orgéanica (principalmente colageno, 35% de peso seco) responsable de su

rigidez, viscoelasticidad y tenacidad;

2) una fase mineral de HA (65% en peso seco) para refuerzo estructural, rigidez y

homeostasis mineral;

3) otras proteinas no colagenas que forman un microambiente estimulante de las

funciones celulares.

Como se menciond el tejido 6seo exhibe una organizacion estructural jerarquica que es
distinta en numerosos niveles, incluida la macroestructura (hueso esponjoso y cortical),
la microestructura (sistemas harversianos, osteones, trabe culas), la subestructura
(laminillas), la nanoestructura (fibrilar, coldgeno y minerales incrustados) y
subnanoestructura (estructura molecular de los elementos constituyentes, tales como
proteinas organicas minerales, de colageno y no colagenas) [20], observar la Figura 2.
Macroscopicamente, el hueso consiste en una densa capa dura y cilindrica de hueso
cortical a lo largo del eje del hueso que se adelgaza a mayor distancia desde el centro del
eje hacia las superficies articulares. El hueso cortical abarca cantidades cada vez mayores
de hueso trabecular poroso (también llamado hueso esponjoso) en los extremos proximal
y distal para optimizar la transferencia de carga articular [46]. En los seres humanos, el

hueso trabecular tiene una porosidad de 50-90 % con un espaciado trabecular promedio
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de alrededor de 1 mm y una densidad promedio de aproximadamente 0.2 g-cm [47],
[48]. El hueso de la corteza tiene una estructura mucho mas densa con una porosidad de
3-12 % y una densidad promedio de 1,80 g-cm [48], [49]. En una escala microscépica,
los puntales trabeculares y el hueso cortical denso estdn compuestos de fibras de colageno
mineralizadas apiladas paralelas para formar capas, llamadas laminillas (3-7 um de
espesor) y luego apiladas de manera + 45° [46]. En el hueso maduro, estas laminillas se
envuelven en capas concéntricas (3-8 laminillas) alrededor de una parte central llamada
canal Haversiano, que contiene nervios y vasos sanguineos para formar lo que se
denomina Osteon (o0 sistema Haversian), una estructura cilindrica que corre
aproximadamente paralela al eje largo del hueso [20]. A nivel nanoestructural, las
estructuras mas prominentes son las fibras de colageno, rodeadas e infiltradas por
minerales. En el nivel subnanoestructural, tres materiales principales son los cristales de
hueso, las moléculas de colageno y las proteinas orgénicas no colagenas [20]. La matriz
O0sea mineralizada estd poblada por cuatro células Oseas activas: osteoblastos,
osteoclastos, osteocitos y células de revestimiento 6seo. Otros tipos de células estan
contenidas dentro de la médula désea que llena el canal intramedular central del eje dseo
y los espacios intertrabeculares cerca de las superficies articulares [50]. El hueso debe
definirse como un 6rgano compuesto por diferentes tejidos y también sirve como un
depdsito mineral afectado y utilizado por el sistema endocrino del cuerpo para regular
(entre otros) la homeostasis del calcio y el fosfato en los fluidos corporales circulantes.
Ademas, estudios recientes indican que el hueso ejerce una funcién endocrina en si mismo
al producir hormonas que regulan la homeostasis del fosfato y la glucosa, integrando el

esqueleto en la homeostasis global de nutrientes y minerales [51].
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Figura 2. Estructura y composicion del hueso humano [52]
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El hueso es una forma altamente dindmica de tejido conectivo que se remodela
continuamente (la extirpacion orquestada del hueso por los osteoclastos, seguida de la
formacion de hueso nuevo por los osteoblastos) para adaptar de forma Optima su
estructura a las demandas funcionales cambiantes (carga mecanica, estado nutricional).
etc.). Desde el punto de vista de la ciencia de materiales, la matriz 6sea es un material
compuesto de una matriz de fibra laminar de polimero-ceramica y cada uno de estos
aspectos de disefio y materiales influye en las propiedades mecanicas del tejido 6seo [53].
Las propiedades mecénicas dependen de la composicidn ésea (porosidad, mineralizacion,
etc.) asi como de la organizacion estructural (arquitectura del hueso trabecular o cortical,
orientacion de la fibra de colageno, dafio por fatiga, etc.) [54]. El colageno posee un
maodulo de Young de 1-2 GPa y una resistencia a la traccion maxima de 50-1000 MPa,
en comparacion con el mineral de hidroxiapatita que tiene un médulo de Young de
aproximadamente 130 GPa y una resistencia a la traccion maxima de ~ 100 MPa. Las
propiedades mecanicas resultantes de los dos tipos de tejido dseo, a saber, el hueso
cortical y el hueso esponjoso, se muestran en la Tabla 1. Se ha informado que la edad y
los cambios relacionados en la densidad 6sea influyen sustancialmente en las propiedades
mecénicas del hueso [55]. Como se describié anteriormente, el hueso muestra una
organizacion estructural jerarquica distinta y, por lo tanto, es importante definir también
las propiedades mecanicas en los niveles microestructurales Tabla 2. Aunque el hueso
esponjoso y cortical puede ser del mismo tipo de material, la maduracion del material del
hueso cortical puede alterar las propiedades mecéanicas a nivel microestructural.

Tabla 1. Propiedades mecéanicas del hueso compacto (cortical) y esponjoso [56]

Propiedad Hueso cortical Hueso esponjoso
Resistencia a la | 100-230 2-12
compresiéon / MPa

Flexion, resistencia a la | 50-150 10-20

traccion / MPa
Tension a la fractura % 1-3 5-7
Tenacidad a la fractura / | 2-12 -

MPa
Mddulo de Young / GPa 7-30 0.5-0.05
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Tabla 2. Mddulo de Young (GPa) (de acuerdo con varios niveles de arquitectura) [57]-[59]

Arquitectura ElI modulo de Young

Espécimen himedo (macroestructural) ‘ 14-20
Espécimen himedo (microestructural) ‘ 54

Espécimen seco (subestructura) ‘ 22

También se sabe que el tejido 6seo es mecano-receptivo; Tanto la remodelacion 6sea
normal como la fractura o la cicatrizacion del defecto estan influenciadas por estimulos
mecanicos aplicados en el sitio del defecto de regeneracion y en el tejido 6seo circundante
[60]-[63]. En contraste con la mayoria de los otros érganos en el cuerpo humano, el tejido
0seo es capaz de una verdadera regeneracion, es decir, de curacion sin la formacion de
tejido cicatricial fibrdtico [64]. Un parametro importante en la proliferacion celular y la
estimulacion de crecimiento es la constante dieléctrica en el cuerpo humano como se
observa en la tabla 3. Durante el proceso de curacion, los pasos basicos del desarrollo del
hueso fetal se recapitulan y el hueso regenerado de esta manera no difiere estructural ni
mecéanicamente del tejido 6seo no dafiado circundante [65].Los parametros dieléctricos
del compuesto HA-quitosano son los mismos que los de ciertos componentes bioldgicos
del cuerpo humano. En la Tabla 3 se presenta un estudio comparativo de los parametros

dieléctricos de los 6rganos humanos y su relacion HA:CS [12].

Tabla 3. Constantes dieléctricas de 6rganos humanos y su relacion HA:CS en %

Organo humanoa37°C  Constante Dieléctrica a 3 Composicion de
GHz HA:Chitosan

Colageno in vitro 55-6.5 1:19

Médula dsea in vitro 4.2-5.8 1:9

Grasa de la pared | 4,92 2:1

abdominal

Grasa en el pecho humano | 3.94 4:1

Sin embargo, a pesar de esta tremenda capacidad de regeneracion, el 5-10% de todas las
fracturas son propensas a una union 6sea retrasada o progresaran hacia una no uniony el
desarrollo de una pseudoartrosis [66], [67]. Junto con los grandes defectos 0seos
traumaticos y la pérdida extensa de sustancia 6sea después de la reseccion del tumor o la
cirugia de revision después de las artroplastias fallidas, estas afecciones patoldgicas adn

representan un desafio importante en la préctica clinica actual. La gama de materiales de
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injerto 6seo disponibles para tratar tales problemas en la practica clinica moderna incluye
esencialmente hueso autologo (del mismo paciente), hueso alogénico (de un donante) y
matrices de hueso desmineralizado, asi como una amplia gama de biomateriales de hueso
sustitutos sintéticos. tales como metales, ceramicas, polimeros y materiales compuestos.
Durante las ultimas décadas, las estrategias de ingenieria de tejidos para restaurar la
funcién clinica han despertado un interés cientifico y comercial considerable en el campo
de la cirugia ortopédica, asi como en la cirugia reconstructiva y oromaxilofacial. Sin
embargo, el tratamiento de los defectos dseos y la busqueda de materiales sustitutos de

los huesos no es solo un fendbmeno moderno, con su historia que se remonta a milenios.
1.3 Hidroxiapatita

La hidroxiapatita ((HA), Ca10(PO4)s(OH)2) es el componente principal de hueso y se
utiliza ampliamente en la ingenieria de tejido 6seo. Varios materiales bioactivos han sido
ampliamente utilizados para el sustituto 6seo como la hidroxiapatita (Caio(POas)s(OH)2),
bioglass (Na,O-CaO-SiO»>-P,0s), fosfato tricdlcico sinterizado y wollastonita
(Ca0-SiO2) en MgO-CaO-SiO. en matriz vitrea. El sustituto del injerto 6seo
comunmente usado es la forma granular y la estructura de poro de HA [68], [69]. La
ingenieria de tejidos es un método cada vez méas popular para la reparacion o reemplazo
del hueso defectuoso. Un candidato ideal para implantes ortopédicos y dentales es la nHA
debido a su excelente biocompatibilidad y capacidad de integracion 6sea[6]. EI uso de
nHA en aplicaciones clinicas esta limitado debido a su baja resistencia mecanica,
fragilidad y falla por fatiga. Ademas, la reparacion de defectos 6seos de mas de 30 mm
utilizando métodos de ingenieria de tejidos, es un problema clinico dificil [70]. La HA
natural contiene porcentajes minimos de sodio, cloro, carbonatos y magnesio, los cuales
juegan un papel preponderante en la funcion remodeladora del hueso [71]. Por esta razén,
no se le considera una apatita pura. Las hidroxiapatitas sintéticas, que se obtienen a partir
de fosfatos dicalcicos y tricalcicos a través de un proceso de sintesis relativamente simple,
presentan una pobre resistencia mecanica, ademas de disolverse facilmente, lo cual no es
deseable para utilizarla como biomaterial de sustitucion 6sea [72]. Por lo tanto, los
nanocompuestos basados en nHA/polimeros seran un enfoque prometedor para superar

los problemas anteriores [73].

El fosfato de calcio solido con la solubilidad mas baja es la hidroxiapatita. Prismas

hexagonales que son pequefios y variable en tamafio con gran area superficial/peso como
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se observa en la Figura 8. La HA se fabrica en muchas formas y se puede preparar como
una ceramica densa, polvo o andamios de ceramica porosa [1]. Recientemente, la
hidroxiapatita de tamafio nanométrico (nHA) se esta utilizando ampliamente debido a sus
propiedades anélogas al hueso que posee cristales de HA con dimension de 20-60 nm [2].
Ademas, la nHA exhibe una gran area superficial y una estructura similar a la de la apatita
bioldgica de los huesos que ayuda a promover la adhesion de proteinas y células, la
proliferacion, mayor biocompatibilidad y resistencia mecénica [1], simula la actividad de

los osteoblastos y la mejora de factores de crecimiento en comparacion con HA méas densa

[4].

¢ plane a plane
(PO, site: negative charge) (Ca site: positive charge)

~

Figura 3. Estructura cristalina e ilustracion esquemética de la hidroxiapatita estequiométrica (HA). La HA contiene
cationes y aniones en su estructura y tiene una alta afinidad por las moléculas organicas. Las esferas azul, blanca, roja
y amarilla son Ca, P, O y OH, respectivamente [74].

Por lo tanto, en la literatura existe un gran nimero de publicacién en la preparacién de
nanocompuestos con nHA en diferentes matrices poliméricas, el desarrollo de membranas
bioactivas, hidrogeles de ceramica y revestimientos que usan nanoparticulas de HA
(véase, por ejemplo [5]-[7]). En este sentido, la nHA puede representar una clase
prometedora de materiales de injerto éseo sin embargo, la fragilidad y la baja resistencia
mecanica de la nHA la hacen inadecuada para ser aplicada en la ingenieria de tejidos 6seo
[3]. En consecuencia, la nHA se combina a menudo con diversos polimeros para mejorar
sus propiedades (véase, por ejemplo [3], [8]-[12]).HA-PLLA con modulo elastic arriba
de 10 GPa [75].

1.4 Quitosano

Muy pocos compuestos estan clasificados como bioactivos, biodegradables y
osteoconductores. El quitosano (CS) se encuentran entre los mejores biomateriales

bioactivos en ingenieria de tejidos éseos y son reconocidos por su excelente
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biocompatibilidad con el entorno del cuerpo humano [76]. La quitina es el segundo
polimero natural mas abundante después de la celulosa. EI CS se produce a partir de
quitina, que es un polisacarido natural que se encuentra en el cangrejo, camarén, langosta,
coral, medusas, mariposas, mariquitas y hongos. Sin embargo, las conchas de crustaceos
marinos son ampliamente utilizadas como fuentes primarias para la producciéon de CS
[77], [78]. Ademas, la hidrdlisis quimica y los métodos enzimaticos, ampliamente
utilizados para el aislamiento de CS a partir de cascaras de crustaceos marinos, son

bastante econémicos.

El CS es un copolimero que consiste en enlaces B- (1 — 4) -2-acetamido-D-glucosa y B-
(1 — 4) -2-amino-D-glucosa ver Figura 6 [79], [80]. En las Gltimas dos décadas, el CS se
ha desarrollado considerablemente en aplicaciones biomédicas debido a su alta
biocompatibilidad, biodegradabilidad, estructura porosa, idoneidad para el crecimiento
celular, osteoconduccion y naturaleza antibacteriana intrinseca [81]. EI CS ofrece una
amplia gama de aplicaciones, incluido el tejido de cartilago [82], curacién de heridas [83]
y aplicaciones ortopédicas [81]. Los implantes poliméricos degradables eliminan la
necesidad de una segunda operacién quirtrgica y pueden prevenir algunos de los
problemas asociados con la proteccion contra el estrés durante la postcuracion, y también
pueden usarse simultaneamente para administrar medicamentos terapéuticos para tratar
infecciones o factores de crecimiento para acelerar el crecimiento de hueso nuevo [84].
Existe un interés creciente en explotar el campo de la ingenieria de tejidos 6seos para la
preparacion de compuestos. Esto ha creado una amplia gama de aplicaciones en la

preparacion de érganos artificiales.
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Figura 4. Estructura quimica del quitosano.

El CS se puede modificar facilmente en varias formas como peliculas, fibras, esponjas y
formas méas complejas para el tratamiento ortopédico [81]. La naturaleza cationica del CS
es responsable de atraer varios proteoglicanos de carga negativa. Los materiales porosos
tienen un papel muy importante en el proceso de implantacion 6sea. Las estructuras
porosas de CS pueden formarse congelando y liofilizando en moldes adecuados [85]. El
CS se ha combinado con una variedad de materiales como HA, alginato, &cido
hialurénico, fosfato de calcio, poli (metacrilato de metilo), acido poli-L-lactico en

factores de crecimiento para su posible aplicacién en ortopedia.

Los andamios de CS son flexibles y sus propiedades mecanicas son inferiores a las de los
huesos normales, ya que no pueden soportar la carga de implantes 6seos. Ademas, el CS
en si no es osteoconductor, aunque la adicién de materiales cerdmicos mejora su
osteoconductividad proporcionando sitios para calcificacion y aumento en su resistencia
mecanica [86]. El CS ha sido ampliamente utilizado en apdsitos para heridas y diversas
aplicaciones de ingenieria de tejidos [9], [83] y ha demostrado tener buenas propiedades
antibacterianas. Adicionalmente, esponjas porosas de CS han sido previamente utilizadas

en andamios y muestran una eficiente proliferacion de osteoblastos [9]. EI CS también es
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biodegradable a través de los lisosomas en el cuerpo [81]. Por lo tanto, el CS se utiliz6

como material modelo de la matriz en este estudio.

Un parametro importante del quitosano es el grado de desacetilacién (DDA), que se
define como la proporcion de unidades de glucosamina desacetilada con respecto al
numero total de monomeros [81], [87]. La DDA tiene un efecto en varias propiedades del
quitosano, incluida la cristalinidad, la degradacion y la resistencia mecénica. Debido a
que el menor nimero de residuos de acetilo permite un empaquetamiento méas apretado
de las cadenas de polimero, el CS con DDA alto serd mas cristalino que el CS con DDA
inferior (si todos los demas parametros son iguales) [85], [88], [89]. Los materiales con
alto contenido en CS DDA son mas rigidos y mas fuertes que los materiales con bajo
contenido [90], [91], pero su degradacion es méas lenta [89], [91], [92]. Con una
desacetilacion por encima del 80% y un peso molecular promedio en alrededor de 350
kDa demostré el nivel mas alto de actividad [93]-[96]. La superficie con una carga
positiva promueve la adhesion celular debido a su carga negativa; es capaz de unirse
quimicamente con polisacaridos cargados positivamente y/o HA con carga negativa como
proteinas y/u otro fosfato de calcio como el -TCP, formando un material de andamio mas
fuerte [97].

Al disolverse en medios &cidos, los grupos amino del polimero se protonan y la molécula
se carga positivamente. EI grado de acetilacion representa la proporcion de unidades de
N-acetil-d-glucosamina con respecto al numero total de unidades reactivas. Las
propiedades del CS (pKa y solubilidad) pueden modificarse cambiando el grado de
desacetilacion y las propiedades de la formulacion, como el pH y la fuerza i6nica. A pH
neutro, la mayoria de las moléculas de CS perderan su carga y precipitaran de la solucién
[98]-[100]. Los grupos amino primarios en la molécula son reactivos y proporcionan un
mecanismo para la unién del grupo lateral utilizando una variedad de condiciones de
reaccion leves. Estos criterios cubren la estructura de un polimero y otros materiales, las
propiedades de la porosidad y la superficie y el proceso de biodegradabilidad, lo que hace
que el CSy los fosfatos de calcio sean una buena opcién para funcionar como un andamio

para la regeneracion de tejidos déseos [82], [101], [102].
1.5 Nanotubos de Carbono

Tras el descubrimiento de los nanotubos de carbono por lijima [103], la nanotecnologia
basada en carbono se ha desarrollado rdpidamente como una plataforma tecnoldgica para
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una variedad de usos, incluidas las aplicaciones biomédicas. Los nanotubos de carbono
son tubos de carbono cilindricos que poseen diametros nanométricos (~20 nm) con
longitudes mucho maés largas (~4000 nm) que dan como resultado relaciones de aspecto
muy grandes como se observa en la Figura 7. Poseen una gama muy amplia de
propiedades electronicas, térmicas y estructurales definidas por el diametro, la longitud y
la quiralidad o torsion. Los nanotubos de carbono pueden estar compuestos por un solo
tubo comunmente llamado nanotubo de carbono de pared simple (SWCNT), o cilindros
concéntricos de carbono, comunmente denominados nanotubos de carbono de paredes
maltiples (MWCNT).

2-25 nm

Figura 5. Tipos de nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono generalmente se preparan a través de tres métodos: descarga
por arco eléctrico [104], ablacion laser [105] y deposicion quimica de vapor (CVD) [106].
CVD es el método comercial mas utilizado para producir nanotubos de carbono. Este
proceso generalmente implica hacer reaccionar un catalizador metalico con un material
de alimentacién de hidrocarburos a altas temperaturas (700 °C) para producir nanotubos
de carbono que, dependiendo de las condiciones de reaccion, pueden crear una amplia
variedad de longitudes (handmetros a milimetros) y anchos (1-100 nm). Los nanotubos
producidos que se obtienen por este método comunmente tienen catalizadores metélicos

0 depositos carbonicos en el exterior del nanotubo. Dado que los catalizadores metalicos
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como el niquel se pueden usar para el crecimiento de nanotubos de carbono, existe la
preocupacion de que los nanotubos de carbono sean citotdxicos. Por lo tanto,
generalmente se requiere una etapa de purificacion antes de que los nanotubos de carbono

puedan usarse para aplicaciones biomédicas.

Existen varios enfoques para purificar los nanotubos de carbono [107]-[110]. Los
nanotubos de carbono en un &cido oxidante como el acido nitrico a reflujo es uno de los
métodos mas populares de purificacion. Este proceso oxida y elimina los catalizadores
metélicos y los depositos carbonicos del interior y el exterior del tubo. Ademas, los acidos
pueden atacar los extremos mas reactivos de los nanotubos de carbono que abren los
extremos del tubo y crean grupos de acido carboxilico. Ademas, cualquier defecto en el
tubo también puede oxidarse creando grupos de &cidos carboxilicos adicionales a lo largo
de la longitud del nanotubo. Estos grupos de acido carboxilico pueden funcionalizarse

aun mas, lo que permite el ajuste de la quimica de la superficie del nanotubo.

Un area en la que los nanotubos de carbono afectaran la ingenieria de tejidos es el soporte
estructural. La matriz juega un papel critico en la ingenieria de tejidos. Es responsable de
definir el espacio que ocupa el tejido disefiado y ayudar al proceso de desarrollo del tejido.
Si bien los polimeros sintéticos populares como PLGA y PLA se han utilizado para la
ingenieria de tejidos, carecen de la resistencia mecanica necesaria. Ademas, dichos
polimeros no se pueden funcionalizar facilmente en contraste con los nanotubos de
carbono que se pueden funcionalizar facilmente. Sin embargo, estas ventajas deben

compararse con el inconveniente de que los nanotubos de carbono no son biodegradables.

Los nanotubos de carbono tienen el potencial de proporcionar el refuerzo estructural
necesario para los andamios de tejido. Al dispersar una pequefia fraccion de nanotubos
de carbono en un polimero, se han observado mejoras significativas en la resistencia
mecanica del material compuesto. Los nanotubos de carbono se han colocado en una gran
cantidad de polimeros sintéticos y, mas recientemente, en biopolimeros. Por ejemplo, los
MWNT mezclados con quitosano mostraron una mejora significativa en las propiedades
mecanicas en comparacion con las de quitosano [28]. Los nanocompuestos con 2% de
MWNT duplicaron el moédulo de Young y la resistencia a la traccion en comparacion con
el quitosano puro. El ajuste de las propiedades mecanicas del polimero se puede ajustar
dependiendo de la carga de nanotubos y con la necesidad de cantidades muy pequefias

puede contrarrestar su naturaleza no degradable.
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El uso de la conductividad eléctrica de los nanotubos de carbono puede resultar una
herramienta Util para el crecimiento celular dirigido. Por ejemplo, cuando se aplica una
corriente alterna al sustrato, se ha demostrado que los nanocompuestos de &cido
polilacticoy MWNT aumentan la proliferacion de osteoblastos en un 46% y un aumento
de més del 300% en la produccion de calcio [111]. Ademas, se observo una regulacion al
alza de colageno | (un componente importante en la formacion de hueso organico),
osteonectina y osteocalcina. Esto sugiere que los nanocompuestos pueden utilizarse para

estimular la formacion de hueso.

Ademas del refuerzo estructural, los nanotubos de carbono pueden funcionalizarse para
proporcionar capacidades adicionales para la ingenieria de tejidos. Durante las etapas
iniciales de la formacion 6sea, el colageno sirve como sitio de nucleacion para la
deposicién de hidroxiapatita, el componente principal del hueso. Los nanotubos de
carbono sustituidos con fosfato pueden sustituir al colageno para dirigir la cristalizacién
de la hidroxiapatita que alcanza un espesor de 3 mm después de 14 dias de mineralizacién
[112]. La alta relacion de aspecto de los nanotubos de carbono deberia permitir que el

andamio se alinee para imitar mas estrechamente el hueso in vivo.

Los nanotubos de carbono también pueden funcionalizarse para liberar factores
bioactivos. Se ha demostrado que tales factores, como la glucosa oxidasa, pueden unirse
a los nanotubos y aun retener la actividad enzimética [113]. Esto puede permitir agregar
una mezcla de diferentes nanotubos de carbono funcionalizados a un andamio para crear
estructuras cada vez mas sofisticadas. Potencialmente, la funcionalizacion enzimatica o
proteica, junto con las propiedades electroquimicas mencionadas anteriormente, puede
permitir que las matrices proporcionen no solo la integridad mecénica para el crecimiento

celular, sino también que monitoreen simultdneamente el progreso del crecimiento.

Los nanotubos de carbono tienen la capacidad de servir como materiales estructurales
multifuncionales. Los nanotubos de carbono pueden proporcionar el refuerzo estructural
inicial necesario para los andamios de tejido recién creados. Aungue no son
biodegradables, los nanotubos de carbono pueden eliminarse rapidamente del cuerpo
[114]. Esto significa que a medida que los andamios disefiados se degradan, se pueden
limpiar facilmente. Mientras que el refuerzo mecéanico fue la motivacion inicial para usar
los nanotubos de carbono, existe evidencia de que los nanotubos de carbono pueden

impartir, acelerar y dirigir el crecimiento de las células.
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Existe un debate en la literatura sobre la citotoxicidad de los nanomateriales de fullereno,
como las bolas de Bucky y los nanotubos de carbono. Por lo tanto, una revision no estaria
completa sin revisar la citotoxicidad de los nanotubos de carbono. Algunos estudios han
indicado que los nanotubos de carbono son citotoxicos, mientras que otros han
demostrado que los nanotubos son excelentes sustratos para el crecimiento celular. Los
CNT que tienen como contenido el antiséptico médico ZnO (éxido de zinc), se encontrd
que los CNT resultaron ser un material que fortalece la actividad antibacteriana contra
Escherichia Coli y Staphylococcus Aureus y regula la osteogénesis de los osteoblastos
[115].

Si bien las preocupaciones de que los nanotubos de carbono pueden ser citotdxicos
reducen el entusiasmo de este material para aplicaciones biomédicas, se estan
desarrollando nuevos enfoques para mitigar su toxicidad. El cultivo de células con
nanotubos de carbono funcionalizados con glicopolimeros, por ejemplo, no se distinguia
de las células cultivadas en ausencia de nanotubos de carbono [116]. Estas estrategias
pueden hacer que los nanotubos de carbono sean mas seguros y también mas Utiles para
la ingenieria de tejidos. Los nanotubos de carbono parecen ser muy adecuados como

biomateriales y pueden convertirse en una herramienta Gtil para la ingenieria de tejidos.

Los nanotubos de carbono tienen la capacidad de ser utilizados en imégenes celulares,
deteccion quimica y biol6gica, administracién de agentes bioactivos e ingenieria de
matrices. Mientras se desarrollan nuevos usos de los nanotubos de carbono para
aplicaciones biomédicas, la preocupacion por la citotoxicidad puede ser mitigada por la
funcionalizacion quimica. Sin embargo, habra algunas limitaciones para este
nanomaterial ya que no es biodegradable. Sin embargo, se ha demostrado que se excreta

in vivo y, por lo tanto, podria eliminarse del cuerpo una vez que ya no sea necesario.

Los CNT tienen un alto modulo de Young (1.0-1.8 TPa), alta resistencia a la traccion
(30-200 GPa) y un alto alargamiento a la rotura (10-30%). Ademas, tienen un tamafio
extremadamente pequefio (alrededor de 1 a 10 nm de didmetro), alta relacién de aspecto
(> 1,000), alta estabilidad quimica y estructural, y rigidez, asi como notables propiedades
eléctricas, térmicas, opticas y bioactivas [117], [118], que han recibido mucha atencién
para la ingenieria de tejido en hueso [119]-[121].
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1.6 Quitosano/nHA

Proponer el uso de quitosano (CS) como un material adecuado para la ingenieria de
tejidos debido a su similitud quimica con las moléculas bioldgicas, compatibilidad con
los tejidos, biorreabsorcion, actividad antibacteriana, caracteristicas hemostaticas y la
capacidad de interaccion con la HA. Estas caracteristicas hacen que el quitosano sea un
candidato ideal para la ingenieria de tejidos; sin embargo, la estructura de quitosano-nano-
hidroxiapatita (CS-nHA) no han sido totalmente dirigida a pesar del gran nimero de
publicaciones dedicadas a la investigacion de la estructura, propiedades mecanicas,
viabilidad celular y la proliferacion. Por ejemplo, las refs. [13], [122] proponen la
formacion de enlaces de hidrégeno entre los grupos amino e hidroxilo del CS con iones
hidroxilo en la superficie de la nHA, la formacion de enlaces de coordinacion entre el
grupo amino de CS'y el calcio de la nHA [13], las interacciones entre PO4> de la nHA
con grupos NH3* del CS [24]. Ademas, un anélisis detallado de las publicaciones revela
que las mejores propiedades mecanicas (resistencia a la compresion, médulo de
compresion) y métodos de preparacion se obtuvieron a concentraciones de CSy HA (4 g
de CSy 0,5 M de solucion de nHA [21]; 2:8 CS: relacion de HA [22]; 40 % en peso de
Ha [23]; 10 % de nHA [24]; 40:60 CS: relacion de HA [25]; 100:15 CS: relacion de HA
[26]). Es de destacar que cualquier otra combinacion en concentracion CSy nHA, ya sea
mayor o menor que los reportados, las propiedades mecanicas disminuyen en gran
medida. En general, se requieren valores maximos de propiedades mecénicas en un

material compuesto para el desarrollo de materiales de injerto dseo.

La formacién de una capa interfacial influye directamente en las propiedades del
compuesto tales que la interaccion entre CS y nHA domina este fendmeno. Sin embargo,
en nuestro conocimiento, no existen informes sobre la investigacion de las propiedades
de la capa interfacial entre CS y nHA. Uno de método que permite la investigacion de las

propiedades de capa interfacial es la espectroscopia dieléctrica.

La porosidad, las propiedades mecanicas y la biodegradacion son la preocupacion tipica
durante la preparacién del hueso artificial. Los andamios de CS no pueden imitar todas
las propiedades del hueso natural. EI compuesto bioceramico/biopolimero es el mejor
enfoque para hacer un material artificial éseo con las propiedades requeridas. La
combinacién del compuesto de CS/HA es un material ampliamente estudiado para el

sustituto de injerto 6seo[123], [124]. Como se ha comprobado, los materiales de fosfato
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de calcio son osteoconductores para imitar la porcion inorganica del hueso natural,
mientras que los materiales compuestos de CS/HA son prometedores para imitar la
porcion organica y la porcion inorganica del hueso natural. Se han realizado varios
estudios con materiales compuestos CS/HA para la ingenieria del tejido dseo [81], [84],
[102], [125]-[132].

Existe una posible interaccion entre el grupo NH:z y el grupo OH- primario y secundario
de CS con Cax+ (interaccion de coordinacion de metales) de HA. Esta interaccion podria
ser responsable de la mayor resistencia mecanica de los andamios compuestos en
comparacion con CS y HA. Los iones Ca®* aparecen en la superficie terminada de los
cristales de HA, que tienen un numero de coordinacién de siete y se mantienen
estrictamente en la estructura (Figura 9). Por lo tanto, existe la posibilidad de formar
enlaces de coordinacion entre -NH, de CS 'y Ca?* de HA [133].

Figura 6. Interaccion quimica entre CS/HA

1.7 Quitosano/MWCNT

Los CNT son principalmente hidr6fobos y poco miscibles en agua. Los CNT tratados con
acido contienen muchos defectos y grupos hidréfilos, como -OH y -COOH, que son muy
utiles para mejorar la solubilidad de los CNT en agua. EI CS es un biopolimero

hidrofilico, posee tres tipos de grupos funcionales, a saber. Los grupos amino, hidroxilo
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primario y secundario en una unidad de glucosamina, y los CNT funcionalizados
contienen grupos carboxilo e hidroxilo. Existe una gran posibilidad de que se formen
fuertes enlaces de hidrdgeno entre el quitosano y los CNT ver Figura 10. La
compatibilidad y la fuerte interaccion entre los CNT y la matriz mejoran en gran medida
la dispersion, asi como la adhesion interfacial, lo que aumenta significativamente las
propiedades mecéanicas de la matriz [28]. La funcionalizacion covalente de CS y CNT
mejora la interaccion entre CSy CNT, reduce el dafio de CNT y aumenta sus propiedades

mecanicas.

- = n

CH.COOH {1%%)

24 h stirr

CO-NHCTS

CO-NHCTS

CO-MHCTS

CO-MHCTS

OH

Figura 7. Interaccion quimica entre el CS 'y CNT.

El uso de nanotubos de carbono de mdltiples paredes (MWCNT) en el desarrollo de
nanocompuestos con polimeros naturales sigue siendo de importancia cientifica y
tecnologica. En este sentido, los nanocompuestos CS/MWCNT son potencialmente
relevantes en la eliminacion de metales pesados, biosensores, administracion de farmacos
e ingenieria de tejidos, entre otros [134]. El quitosano (CS) es un atractivo polisacarido
natural con buena biocompatibilidad y biodegradabilidad, pero con malas propiedades

eléctricas y mecéanicas. Los MWCNT son un nanomaterial atractivo debido a sus
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excelentes propiedades mecénicas; cuando se formulan adecuadamente, pueden producir

nanocompuestos con altas conductividades y propiedades mecanicas.

Sin embargo, la aglomeracion que exhiben los MWCNT en matrices poliméricas debido
a su escasa solubilidad limita sus aplicaciones. Para sortear este problema, los MWCNT
pueden ser oxidados para unir grupos funcionales en su superficie; ultrasonicacion o el
uso de un agente tensioactivo que pueda aumentar su dispersion [135], [136]. Los
MWCNT funcionalizados han demostrado ser tiles en la sintesis de nanocompuestos con
CS bien dispersos; sin embargo, para mantener una dispersion estable, la concentracion
de MWCNT se mantiene a bajas concentraciones en peso y cerca del umbral de
percolacion. La alta conductividad de MWCNT (1-2 10° S/cm [137], [138]) induce un
aumento significativo de la conductividad eléctrica del material nanocompuesto al
aumentar la concentracion de MWCNT; los cambios de nanocompuestos de un aislador
a un conductor debido a la formacion de una red conductora en la matriz aislante. El
umbral de percolacion es la minimo fraccién de volumen de nanoparticulas que forman

una red de trabajo continua en el nanocompuesto [139], [140].

Estudios recientes han informado de los valores con la concentracion en el umbral de
percolacién y conductividad para nanocompuestos de peliculas CS/MWCNT. Por
ejemplo, Ref. [141] reporta que la conductividad del compuesto CS-MWCNT (preparado
por dispersion directa de MWCNT en solucion CS) aumenta con el aumento de las
concentraciones de MWCNT alcanza 0,001 S/cm a 8 % en peso de MWCNT (sin umbral
de percolacién). Nanocompuestos similares obtenidos en la Ref. [142] exhiben un umbral
de percolacion a 2.89 % en peso de MWCNT y una conductividad de 0,107 S/cm; la Ref.
[143] reporté un umbral de percolacién a 1.3 % en peso y una conductividad de 10-2 S/cm.
Ref. [144] informa de un material preparado por liofilizacion que presenta dos umbrales
de percolacién a 0.19 % en peso y 0.48 % en peso de MWCNT con la maxima
conductividad 102 S/cm.

Es de destacar que los fendmenos de percolacion incluyen propiedades mecanicas; en el
presente documento, una exposicion del nanocompuesto polimérico muestra un fuerte
incremento en las propiedades mecanicas con el aumento de la fraccion volumétrica de
materiales de carga debido a la formacion de percolacion en la conexion microestructural
[145]. Por encima de la concentracion del umbral de percolacién, no parece saturacion o
incluso la disminucién en las propiedades mecénicas [145]-[147]. Las propiedades

mecanicas de la pelicula también dependen del método de preparacion. Ref. [135]informa
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del nanocompuesto de quitosano reforzado con MWCNT fabricado por dos métodos: a)
secado por congelacion proceso asociado a la sublimacién y la compresion y b) método
de evaporacion de colada. Los autores propusieron que la fuerza de enlace entre las capas
de quitosano puede ser el factor principal para ajustar las propiedades mecénicas. En el
primer método, la union entre los grupos funcionales en las cadenas de quitosano y la
superficie funcionalizada de los MWCNT es débil y por la dureza del primer plano (H) y
el médulo de Young (E) son bajas (E = 0.566 GPa, H = 0,026 GPa). En el segundo
método, un fuerte enlace de hidrdgeno es responsable de aumentar las propiedades
mecénicas diez veces (E = 5.03GPa H = 0,185 GPa).

Del mismo modo, el umbral de percolacion mecanico depende del método de
funcionalizacion de los MWCNT. Ref. [28] informa de la preparacién del nanocompuesto
mediante un simple método de evaporacion de solucion. Con una dureza maxima a 0.4 %
en peso de MWCNT (umbral de percolacion) fue ca. 0.16 GPa y un médulo de Young de
2.1 GPa. Al aumentar ain mas de la concentracion de nanotubos las propiedades
mecénicas disminuyen. Ref. [148] estudiaron un nanocompuesto con MWCNT
funcionalizados en el que el médulo de Young aumenta linealmente con concentracion
de MWCNT debajo del 3 %; el modulo de Young alcanza un valor de ca. 3 GPa sin
saturacion. Por el contrario, MWCNT funcionalizados por tratamiento en HNOs, con un
maédulo de Young entre 0.5-1 % peso de MWCNT [149].

En general, ambos fendmenos de percolacion (eléctricas y mecanicas) dependen
fuertemente de la relacion de aspecto de los MWCNT, concentracién, grado de
dispersion, y su interaccion con la matriz del polimero (formacion de una capa interfacial)
[140], [146], [147]. Es de destacar que la interfaz entre la matriz polimérica y los
MWCNT esta directamente influenciada por el desarrollo de una capa interfacial con
espesor variable; esta capa afecta umbrales de percolacién (tanto eléctricas y mecanicas),
valores méaximos de conductividad, el médulo de Young y la dureza de los
nanocompuestos. En consecuencia, el estudio apropiado de esta capa interfacial es de
suma importancia ya que domina las propiedades y el rendimiento de nanocompuestos.
modelos trifasicos han intentado incluir una capa interfacial para proporcionar una
interpretacion fisica de la conductividad eléctrica efectiva (véase, por ejemplo [150]-
[152]) y las propiedades mecanicas (vease, por ejemplo [146], [147], [151]). Ambos
umbrales de percolacién eléctricas y mecanicas dependen en gran medida del método de
oxidacion quimica de los MWCNT; esta oxidacién afecta a la interaccion de grupos
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laterales CS con grupos de superficie de MWCNT. A pesar del gran ndmero de
publicaciones en la bibliografia (que se centran en investigaciones de grupos funcionales
de MWCNT en nanocompuesto de polimero y sus propiedades), no hay informes sobre
cémo los diferentes métodos de oxidacion MWCNT afectarén a las propiedades eléctricas
y mecanicas de los nanocompuestos relacionados. Por lo tanto, un objetivo de este trabajo
es estudiar las propiedades eléctricas y mecanicas de nanocompuestos CS/MWCNT
mediante el aprovechamiento de la presencia de la capa interfacial y su dependencia de

los métodos en las rutas de oxidacion quimica de MWCNT.
1.8 Quitosano/HA/MWCNT

Una revision de la literatura especializada, en la que se realiz6 una consulta de libros y
articulos cientificos mediante la busqueda en la base de datos de publicaciones cientificas.
Se encontraron un total de 17 articulos, la mayoria de los cuales se publicaron en los
ultimos 6 afios. Las palabras clave utilizadas en la busqueda fueron ingenieria de tejidos
0seos, hidroxiapatita, quitosano, nanotubos de carbono. Algunos materiales que tienen
biocompatibilidad no son ideales para su uso en la ingenieria de tejidos 6seos de forma
individual, pero tienen potencial para ser utilizados en combinacion con otros materiales
en forma de biocompuestos. La creacion de estructuras tridimensionales con solo
biopolimeros no es factible, ya que no tienen propiedades ideales, pero cuando estos
biopolimeros se combinan, por ejemplo, con la hidroxiapatita mejora sus propiedades
mecénicas, de degradacion, biocompatibilidad y biofuncionalidad [153], [154].

El uso de CS combinado con HA para la produccién de hidrogeles superporosos ha
resultado en un material prometedor para la produccion de estructuras tridimensionales
para la ingenieria de tejidos éseos debido a su gran parecido con la matriz ésea[155]. Los
CNT influyen significativamente en las propiedades mecanicas tridimensionales hechos
de nanocompuestos poliméricos, que aumentan el médulo de compresidn de las carcasas,
que recubren preferentemente la superficie del compuesto polimérico. Por lo tanto, se
forma una nanotextura que mejora la union con las células y mejora la adsorcion de
proteinas [40]. Los compuestos de HA/CNT tienen una consistencia de espuma, tienen
mejores propiedades mecanicas, microestructurales y grado de interconexion, los marcos
terminaron teniendo una mezcla de poros grandes de 1-2 mm y poros pequefios de 20-

300 um, que favorecen la osteoconduccion y la formacion de tejido 6seo [27].
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En una comparacién entre CS puro, CS mas HA y CS mé&s HA y CNT, se encontr6 que
ambos HA y CNT se distribuyen uniformemente en la matriz del polimero, y los
compuestos proporcionaron el doble de soporte para el desarrollo y proliferacion celular
que el CS puro [154], [156]. Destacando los efectos combinados del aumento de la
resistencia mecénica y la osteogenicidad que generan los CNT en los biocompuestos y la

posibilidad de su uso en la cicatrizacion de grandes extensiones de tejido 6seo [157].

Algunos de los desafios en el uso de protesis en pacientes son las diferencias en la
dilatacion térmica entre la matriz 6sea y la protesis, y la necesidad de amortiguacion entre
el hueso y la protesis en las articulaciones. EI nanocompuesto de CS reforzado con CNT
de pared mdltiple en peliculas delgadas, presentd una alta capacidad de almacenamiento
de energia elastica y demostrd ser un buen estabilizador térmico con una buena barrera
térmica [158]. El uso de nanotubos debe hacerse dentro de los rangos de uso ideales que
la ciencia estad tratando de identificar. Se observa que, en los estudios, con solo
incrementos sutiles de CNT, las propiedades mecéanicas de las matrices de CS se pueden
mejorar sustancialmente, y que tanto la nHA como los CNT se distribuyen
uniformemente en la matriz de CS. La incorporacion de solo 0.8 % en peso de CNT de
multiples paredes en la matriz de CS mejord las propiedades mecanicas, incluido el
maodulo de traccidn y la resistencia, en mas del 90 % en comparacion con el CS puro,
ademas de que las CNT se dispersaron homogéneamente en la matriz de CS [28].
Combinando las propiedades de los nanotubos de carbono y la versatilidad y
biocompatibilidad del quitosano, se obtiene un material compuesto que presenta potencial
para aplicaciones bioldgicas [27]. Puede observarse en nanocompuestos de CNT, HA 'y
CS, unadistribucién uniforme de HA'y CNT en la matriz de CS, donde estudios, observan
que las adiciones de sububicacion de los nanotubos mejoran sustancialmente las
propiedades mecanicas de la matriz, duplicando su mdédulo de elasticidad y casi
triplicando su resistencia a la compresion [159]. Es posible enfatizar la posibilidad de
hacer protesis con matriz polimérica que tenga CNT en su composicion, [115], [160] ya
que tienden a distribuirse homogéneamente en la superficie de este tipo de matriz en la
forma de nanotexturas, lo que seria positivo en el control bacteriano. El uso de
compuestos sintéticos tiene la ventaja de anclaje, ademas de la facilidad de moldearlos
segun la lesion del paciente en forma de andamios, requiere menos tiempo quirurgico.
Ademas, es posible mejorar sus propiedades dependiendo del procesamiento utilizado en

la fabricacion, como la configuracion final del biomaterial que puede ser en forma de
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hidrogeles y espumas, en su acabado que puede ser nanotexturizado, y obteniendo pre-

parametros establecidos tales como la porosidad y el tamafio de los poros.

Con el presente trabajo fue posible realizar estudios que verifiquen el estado actual de la
técnica de los compuestos de matriz de quitosano con hidroxiapatita y nanotubos de
carbono, y su aplicacion en la ingenieria de tejidos dseos, donde el potencial se puede
evidenciar en aplicaciones tales como injertos 6seos, recubrimiento de prétesis y matriz
de prétesis 0seas debido al hecho de que estos compuestos presentan una combinacion de
propiedades antibacterianas, mecénicas, biocompatibles y las proporciones mas
adecuadas para cada una de estas aplicaciones, que es de importancia primordial en el
entorno cientifico y metodoldgico. Para obtener este compuesto, las proporciones del
material de formacion compuesto y sus respectivas propiedades, mejoran la comprension
de la interferencia de cada material en el conjunto de propiedades del compuesto. Los
compuestos de HA/CNT en matriz de CS presentan potencial para su uso en el hueso, los
injertos y el revestimiento de proétesis dseas, que tienen como homogeneidad en la
distribucion de HA/CNT en la matriz CS, nanotexturas superficiales formadas por CNT
y nanoporos que favorecen la osteogénesis, fijacion de osteoblastos y osteointegracion, y

también dificultan la fijacién bacteriana.

En esta investigacion se generd una matriz polimérica de quitosano (CS) como material
biodegradable [161], [162]. A pesar de su importante capacidad de promover crecimiento
de hueso a lo largo de su superficie. La integridad mecanica del hueso natural es debido
a la presencia de fibrillas de colageno, por lo tanto, para mejorar las propiedades
mecanicas, adicionalmente a la hidroxiapatita (HA) le seran incorporados nanotubos de
carbono multipared (MWCNT) utilizados en aplicaciones biomédicas lo cual se ha
informado que proporcionan morfologia nano 6ptima para la adhesion y proliferacion
celular [121], [163]. La investigacion se desarrolla principalmente en la sintesis del

compuesto CS/HA/MWCNT para desarrollar peliculas para la regeneracion de hueso.
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JUSTIFICACION

Los defectos 6seos causados por lesiones en la superficie articular y enfermedades como
la osteoartritis, dafios en la superficie de la articulacion, alteracion mecénica de la
superficie articular que limitan el cartilago, alteracion mecanica del cartilago y hueso
subcondral han aumentado. Por estas razones, la ingenieria de tejidos ha desarrollado una
variedad de materiales para reconstruir la estructura de tejidos y érganos para regenerar
y reparar las funciones del tejido dafiado a base de biopolimeros.

En la ortopedia los metales son la opcion mas comun para el reemplazo total de hueso o
fijaciones del implante. Las excelentes propiedades mecéanicas de los metales que retinen
los requisitos necesarios para las aplicaciones de hueso de soporte de carga. Sin embargo,
el metal puede fallar debido a la tension de blindaje, afloje las articulaciones debido al

desgaste, y la compatibilidad limitada con el tejido 6seo.

La naturaleza metalica de los materiales utilizados para aplicaciones de implantes y el
medio corrosivo dentro del cuerpo humano, en combinacidn con las cargas continuas y
ciclicos a los cuales estos implantes estan expuestos, puede conducir a la corrosion y sus
productos electroquimicos correspondientes. Las corrientes eléctricas anormales
producidos durante la corrosion puede convertir cualquier implante metélico en un
electrodo, y el impacto negativo en la superficie del tejido debido a estas sefiales extremas
podrian ser una causa adicional de los malos resultados y rechazo de implantes. Las
células dseas también son sensibles a la reaccion quimica generadas durante los eventos
de corrosion, pero se sabe menos acerca de cémo las sefiales eléctricas asociadas con la

corrosion puedan afectar a la oseointegracion.

Como podemos observar el area de oportunidad en biotecnologia para los materiales
avanzados es muy amplia, y el realizar una investigacién en un nuevo material para
aplicaciones Gseas es factible. En el caso del nuevo material que se desarrollé se ve como
algo prometedor para la aplicacion de implantes 6seos. Debido al hecho de que el hueso
consiste en 50-70% de HA y aproximadamente 20-40 % de tejido bioldgico, propusimos
investigar el compuesto con nanoparticulas de HA y quitosano, para aumentar las

propiedades mecanicas de los implantes proponemos agregar CNT.
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Las caracteristicas que tienen los nanotubos de carbono y la hidroxiapatita en el area de
implantes 0seos, por separados es prometedor como lo podemos leer en la literatura

cientifica.

El realizar un compdésito a base de nanotubos de carbono e hidroxiapatita en un matriz
polimérica como lo es el CS, se pretende mejorar las propiedades mecanicas, térmicas y
fisicas de este material. Tomando en cuenta las propiedades particulares de cada material

para su aplicacion.

Como se ha mencionado las propiedades eléctricas del compuesto juegan un rol muy
importante en el desarrollo de implantes. Cabe destacar que no hay en la literatura algun
reporte de propiedades eléctricas de este compuesto CS/CNT/nHA condependencia de

propiedades eléctricasentre larelacion de cantidad de cada de material.

Las medidas eléctricas también han sido usadas como una herramienta de caracterizacion
para desarrollo de los implantes. Adicionalmente, si la constante eléctrica del compuesto
va a ser muy diferente a la constante dieléctrica del hueso en la interfaz, puede ocurrir
interferencia de polarizacién y aparecer potencial entre el implante y el hueso lo cual
puede afectar el crecimiento del tejido. No estd muy bien documentada la alta
conductividad conocida sobre CNT, con alta conductividad que puede generar corriente
en tejidos alrededor del implante y el rechazo del implante. Por eso se necesita tener
menos conductividad que la conductividad en implantes.La designacion en los principios
de las propiedades mecénicas es obtener un material con propiedades mecéanicas (dureza
y modulo de Young cercanas al hueso). Sobre la base de la revision de la literatura en los
antecedentes, podemos proponer que es posible encontrar nanocompuestos CS/HA/CNT
con la mejor relacion para las aplicaciones de tejido 6seo. Pero antes era necesario
investigar las propiedades eléctricas y mecénicas de CS-HA y CS-CNT con una relacion
diferente entre los componentes y luego en funcién de estos resultados proponer un
material estable en peliculas de CS/nHA/MWCNT.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Elobjetivo general es la sintesis de un nanocompuesto biocompatible, biodegradable y
mecéanicamente estable de hidroxiapatita (HA) y nanotubos de carbono (CNT) en una
matriz de quitosano (CS), para la regeneracion de tejido 6seo.

Obijetivos especificos

» Sintesis del nanocompuesto CS-HA con diferente relacion entre CSy HA,
investigar estructura del nanocompuesto, mecanismos de interaccion entre CS'y
HA, propiedades eléctricas y mecanicos.

» Funcionalizacion de MWCNT por diferentes técnicas. Sintesis del nanocompuesto
con diferente relacion entre porcentaje de CS y CNT. Investigar dispersion de CNT
en matriz de CS y también propiedades eléctricas y mecanicos.

» Sintesis del nanocompuesto CS-HA-CNT con diferente relacion entre CS, HA'y
CNT. Investigar estructura del nanocompuesto, mecanismos de interaccion entre
CS, HA y CNT, propiedades eléctricas y mecanicos.

» Evaluar crecimiento de células osteoblasticas in vitro en nanocompositos.

HIPOTESIS

Existe relacion entre la estructura del nanocompuesto y concentraciones del CS, CNT y
HA, que permite obtener mejores propiedades mecanicas, eléctricas y biologicas.
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2. METODOLOGIA

2.1 Materiales

El quitosano con un peso molecular medio300 kDa y un grado de desacetilacion de 75-
85 % se adquirié en Sigma-Aldrich. Se utilizo nanohidroxiapatita (Cas(OH) (PO 4)3) con
tamafo de particula ca. 50 nm (ver Figura 26d) comprados en Sigma-Aldrich y HA
sintetizada por el método de sol-gel. Nanotubos de carbono de paredes maltiples puros
(no oxidados, n-MWCNT) con pureza >90 % y nanotubos funcionalizados con >8 % de
grupos carboxilicos (comercial, f-MWCNT) con didmetro aprox. 9.5 nm y longitud ca.

1.5 um de Sigma-Aldrich.

2.2 Sintesis de peliculas de Quitosano

Se afiade 1 % en peso de acido acético en agua desionizada. Se pesa 1 % de quitosano en
la solucién de &cido acético. Se agita la mezcla durante 5 h a temperatura ambiente. Se
afiade la solucion de quitosano en una caja Petri de plastico (8 cm y 12 cm). Se coloca la
caja Petri en el interior de un horno a 60 °C durante 24 h permitiendo que el solvente se
evapore para obtener peliculas de CS puras. Se almacena en un desecador lejos de la luz
hasta que sea necesario. Como resultado de la técnica de preparacién de la pelicula, las
peliculas CS tienen el grupo lateral de amina protonado, NH3, como resultado de la
presencia de acido acético; Estas peliculas de CS se llaman acetato de quitosano. Se

retiraron facilmente de sus soportes, y no se requirié ningun tratamiento en particular.
2.3 Preparacion de peliculas de CS/nHA

La solucién CS se obtuvo disolviendo 1% en peso de CS en una solucién de &cido acético
acuoso al 1% en peso con agitacion durante 6 h para promover la disolucion. La HA con
diferente porcentaje en la matriz de CS (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80% en peso) se
suspendio6 en 4 ml de un buffer de fosfato (fosfato de sodio monobasico y bibasico) esto
para evitar la aglomeracion de nHA [123], [164], con agitacion durante 15 minutos. La
suspension de nHA se afiadié a la solucion de CS y se colocé en un homogeneizador
mecanico (IKA Ultra-Turres T 18) a 10,000 rpm durante 15 minutos para dispersar la
nHA en la matriz polimérica de manera homogénea. Finalmente, las peliculas con espesor
ca. 30 um se prepararon por el método de reparto de disolvente mediante el vertido de la
solucion final en una caja Petri y permitiendo que el disolvente se evapore durante 24

horas a 60 °C como se observa en la Figura 14.
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Figura 8. Peliculas de CS/nHA.

2.4 Oxidacion de Nanotubos de Carbono (MWCNT)

En este trabajo utilizamos nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT), porque
hay biocompatibilidad [165]. Sin embargo, la mayoria de los nanocompuestos basados en
MWCNT exhiben aglomeracion debido a su escasa solubilidad que limita sus
aplicaciones. Para evitar este problema, los MWCNT se pueden oxidar para unir grupos
funcionales en su superficie; la ultrasonicacion o el uso de un tensioactivo puede mejorar
su dispersion en formulaciones acuosas de MWCNT[166]. Para mejorar la dispersion de
los MWCNT, se utilizé una mezcla de acidos sulfaricos y nitricos concentrados para
modificar su superficie (esta técnica también tiende a acortar la longitud del CNT)[37],
[1671-[169]. En la ref. [36] el uso de los analisis de Raman y XPS ha demostrado que el
tratamiento con H>SO4/HNOs variaria la caracteristica de la superficie MWCNT e
introduciria de manera eficiente los grupos carboxilo. Después de la funcionalizacion, los
MWCNT exhibieron multiples grupos hidroxilo en su superficie que facilitan la

dispersion homogénea en la solucién de quitosano.

2.4.1 Funcionalizacion convencional de MWCNT

Los MWCNT fueron funcionalizados por tratamiento de acidos concentrados para la
integracion de los grupos carboxilo (COOH) y la eliminacion de impurezas del carbono,
asi como residuos del catalizador para reducir su citotoxicidad. Este tratamiento se realizo
usando acido nitrico (HNO3) al 60 % y acido sulfurico (H2SO4) al 96 % en una proporcién
de 3:2 v/va 70 °C por 6 h a contra flujo en 40 ml de solucién y con 1 g de MWCNT. Los
MWCNT se filtraron a través de un filtro de membrana de PTFE 0,2 mm como se muestra
en la Figura 11,posteriormente se neutralizé la mezcla con hidroxido de sodio (NaOH)
3M (molar). Subsecuentemente la mezcla es pasada a una centrifuga marca Hettich
modelo Rotina 420R, para la separacion por gravedad a 4000 rpm. El proceso de

centrifugado es realizado 4 veces, por lapsos de tiempo de 15 min, para el lavado de los
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nanotubos de carbono con agua destilada y finalmente con acetona a 99.56 %. EI material

de MWCNT obtenido es secado en vacio a una temperatura de 60 °C por 24 h.

Figura 9. Método convencional de funcionalizacion de MWCNT a reflujo y filtrado a vacio

2.4.2  Funcionalizacion por microondas

Se realizé la funcionalizacion de MWCNT por método quimico (&cido nitrico y sulfurico)
por microondas, la principal ventaja de esta técnica es que se reduce el tiempo de reaccion
a la orden de segundos y al nimero de pasos en la reaccion en comparaciéon con los
procesos de funcionalizacion convencionales. Los MWCNT fueron tratados a variaciones
de potencia de 100 a 450 W a temperatura de 200 °C (Figura 12), 10 mg de MWCNT en
soluciones de 10 ml de HNOs con agitacion magnética a 600 rpm. Del producto filtrado

se secO durante 24 h a 80 °C.
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Figura 10. Funcionalizacién de MWCNT por microondasy grafica donde se muestra la potencia, presion y
temperatura del vial.
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2.4.3 Funcionalizacion por Soxhlet

El famoso extractor de laboratorio de Soxhlet (ver Figura 9) fue propuesto por primera
vez en 1879 en un trabajo sobre la determinacion de la grasa lactea por el quimico agricola
aleméan Franz Ritter von Soxhlet (1848-1926)[170]. Su caracteristica mas notoria el uso
de un sifén de nivel constante para devolver el extracto al matraz solvente después de la
finalizacion de un determinado ciclo de extraccion. Aunque el extractor de Soxhlet
también se describe a menudo como continuo, esto es inexacto y se caracteriza mejor
como un extractor de lotes automatizado, ya que el extracto no drena continuamente en
el frasco de solvente, sino que drena s6lo después de haber alcanzado el volumen critico
determinado por la altura del sifén. El extractor Soxhlet todavia tiene la ventaja de ser
mas eficiente que un extractor continuo, ya que en este Gltimo hay tendencia para que el
disolvente condensado cree un canal de menor resistencia al pasar a través de la materia

organica.

Figura 11. Técnica por Soxthlet para funcionalizacion de MWCNT
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Cuando el liquido alcanza el nivel de desbordamiento, un sifon aspira el soluto desde el
soporte del dedal y lo descarga de nuevo al matraz de destilacion, llevando asi lo extraido

al liquido. Esta operacidn se repite hasta completar la extraccion.

Los MWCNT puros se someten a tratamiento con HNO3z en un extractor Soxhlet en
solucion de HNOz 7 M durante 5 horas a 90 °C [171].

2.5 Preparacion de peliculas de CS/MWCNT

Laspeliculas CS-MWCNT se obtuvieron mediante la adicion de cantidades apropiadas de
MWCNT (entre 0.5 y 18% en pesorespecto al CS pesado en seco) en una solucion de 1
% de &cido acético acuoso al 1% en peso de CS.La suspension de MWCNT en CS se
agitaron durante 24 hseguido de un homogeneizador mecanico (IKA Ultra-Turres T 18)
a 10,000 rpm durante 30 min y finalmente se homogeneizd en un bafio de ultrasonido
(BRANSON 2510) durante 90 minutos a 35°C para eliminar las burbujas de aire. Las
peliculas de CS/MWCNT (con un grosor de aproximadamente 30 um) se prepararon
mediante el método de colada con disolvente vertiendo la dispersion de MWCNT en una
caja Petri y el disolvente se dejé evaporar durante 24 horas a 60°C. Se utilizé la misma
técnica en MWCNT y f-MWCNT (Figura 15). Ademas, el quitosano contiene grupos

amina que ayudan a la formacion de enlaces de hidrégeno entre los nanotubos

funcionalizados y el quitosano, lo que conduce a un aumento en la solubilizacion de
MWCNT [172].

Figura 12. Preparacion de peliculas de CS/MWCNT.
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2.6 Preparacién de peliculas de CS/nHA/MWCNT

Los f-MWCNT se mezclaron con nHA a las cantidades requeridas en un mortero
posteriormente se disperso en un buffer de fosfatos y finalmente se afiadieron lentamente
a la solucion de quitosano en agitacion durante 24 h y por 20 min en un homogeneizador
mecénico (IKA Ultra-Turres T 18) a 10,000 rpm. Finalmente, esta mezcla se transfirio a
cajas petri.Los andamios biomiméticos se prepararon en unaconcentracion de quitosano
(1% en peso) mientras se mantenia la misma proporcién de ambos nanotubos (0.5, 1, 2,

3, 4,6y 8% en peso) y se cambiaban las concentraciones de nHA (5-40 % en peso).
2.7 Caracterizacion

La dispersion de nHA y MWCNT en la matriz de quitosano se observaron con un
microscopio de emisién de campo electrénico de barrido (FESEM) JEOL 7610F con un
voltaje de aceleracion de 5 a 8 kV. Las dimensiones de los MWCNT fueron analizadas
por un microscopio HR-STEM (Hitachi SU8230) con un cafion electrénico de catodo frio
que proporciona una resoluciéon de 0.6 nm a 15 kV y de 0.9 nm a 1 kV. La cantidad de
agua libre se determind por andlisis termogravimétrico (TGA) (Thermo gravimetric
Analyzer (TGA 4000 PerkinElmer)). Las mediciones se realizaron en ambiente de
nitrégeno de 25-400 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La interaccion
entre los grupos funcionales de CS con nHA se analizaron mediante mediciones de FTIR
en un espectrofotometro Perkin EImer Spectrum GX, el muestreo de la técnica fue usando
ATR con punta de diamante, en el intervalo de 4000 a 650 cm™! a temperatura ambiente.
La estructura cristalina de nHA MWCNT vy las peliculas, fueron probados por un
difractdbmetro de rayos X (Rigaku Dmax 2100) a temperatura ambiente. Con radiacién
CuKa a 0.154 nm y a una velocidad de barrido de 5°/min. Los cambios estructurales en
MWCNT tras la oxidacién son estudiados por espectroscopia Raman (Horiba). La
interaccion entre los grupos funcionales de CS con nHA y MWCNT se analizdé por
mediciones de espectrofotometria FTIR en un Perkin Elmer Spectrum GX usando ATR

con una punta de diamante, en el rango de 4000 a 650 cm a temperatura ambiente.
2.8 Espectroscopia de impedancia

La informacion detallada acerca de las propiedades dieléctricas de estos nanocompuestos
es necesario para asegurar la biocompatibilidad de un implante, su constante dieléctrica

debe ser similares a las del tejido humano y la médula dsea [12]. Por lo tanto, la
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espectroscopia dieléctrica juega un papel importante en el desarrollo de materiales para

la ingenieria de tejido 0seo.

Para las mediciones dieléctricas, se depositaron capas finas de oro por pulverizacion
catédicamenteal vacio en ambos lados de las peliculas para que pudieran usarse como
electrodos. Mediciones de espectroscopia dieléctrica se llevaron a cabo en la gama de
frecuencias de 40 Hz a 110MHz usando Agilent Precision Impedancia Analizador 4249A
(Figura 16) y en el rango de frecuencia de 1 MHz - 3 GHz utilizando Agilent 4991A. La
amplitud de la sefial de medicion fue de 100 mV. Para las mediciones dependientes de la
temperatura se realizaron en una célula especial con controlador de temperatura de 12 °C
a 200 °C a una velocidad de calentamiento constante de 5 °C/min. Las mediciones a cada

temperatura se dejaron durante 3 min para garantizar el equilibrio térmico.
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Figura 13. 4294A Precision Impedance Analyzer, 40 Hz a 110 MHz

2.9 Pruebas mecanicas

2.9.1 Nanoindentacion

Las propiedades técnicas de los nanocompuestos han sido medidas por 2 métodos usando
nanoindentacion y Esfuerzo-deformacion. En el primer método, las mediciones se
realizaron en el area local y proporcionan informacion sobre las propiedades mecéanicas
locales y la homogeneidad del material. En el segundo método, las mediciones dan
informacion sobre las propiedades integrales de las peliculas. Las propiedades mecanicas
se evaluaron utilizando un nanoindenter triboscopio Hysitron (Ubi 1 Hysitron, Inc.) como

se observa en la Figura 17, con punta de nanoindentacion triangular de diamante
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Berkovich, con un angulo de 142° y un radio de punta de aproximadamente 100-200 nm.
La maquina y la funcion de area de la punta se calibraron antes de las mediciones. Los
experimentos se realizaron a una profundidad maxima fija de 200 nm y la funcién de
carga consistia en una seccion de carga y descarga 100 uN, a temperatura ambiente
utilizando una carga de funcion de dos segmentos que se completaron durante un tiempo
de 20 s. Se realizaron al menos de 10-25 muescas en cada pelicula en un area de 30 x 30

um como se observa en la Figura 17.

Las relaciones fundamentales a partir de las cuales se puede determinar la dureza (H) y

el modulo elastico reducido (Er) [173]:
g = P
~ Ac
Vi S
r=s—
2B VAc

donde P es la carga, determinada a partir de las mediciones, Ac es el area de contacto
proyectada en esa carga, £ es una constante que depende de la geometria de la punta del

nanoindentador y S es la rigidez de contacto.

El penetrador de Berkovich revela que las curvas de descarga se pueden describir con

precision por relacion de ley:
P =B(h—hf)™

donde h se ha obtenido de mediciones, hf = 200 nm, (h-hf) es el desplazamiento elastico,

B ym son constantes del material.

Figura 14. a) Nanoindentador Hysitron b) muescas en pelicula de CS
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2.9.2 Esfuerzo-deformacion

Las probetas se analizaron mediante pruebas de tension en la maquina de ensayos
universales INSTRON de 5 kg a una velocidad de 1 mm por segundo y con un TA.XT?2
como se observa en la Figura 18 donde se calcularon manualmente las gréaficas esfuerzo
deformacion y modulo eléstico, siendo sujetadas mediante las mordazas dispuestas para

tal fin en cada uno de los extremos de esta en forma vertical.

Figura 15. Texturometro para pruebas de tension y compresion de peliculas.
La parte central de la probeta es usualmente (no siempre), de seccion menor que los
extremos para provocar que la falla ocurra en una seccion donde los esfuerzos no resulten
afectados por las mordazas de sujecion. Todo lo anterior en apego con la norma ASTM
D638-Epsilon (Figura 19). EI Modulo de Young se determina posteriormente mediante
conversiones matematicas de los datos obtenidos y el calculo de la pendiente en las

graficas esfuerzo-deformacion.
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Figura 16. Dimensiones de probeta para polimeros de la norma ASTM D638-Epsilon.
2.9.3 DMA

Las propiedades mecanicas se midieron con un TA Instruments DMA Q800 como se
observa en la Figura 20, usando la abrazadera de tension para pelicula rectangular y una
temperatura de barrido de -30 a 180 °C, bajo las siguientes condiciones: rampa de

calentamiento 5 °C/min, tension inicial 0.01%, fuerza de precarga 0.3 N, y frecuencia 1

Hz. Se realizaron tres mediciones para cada pelicula.

Figura 17. Equipo DMA y tipo de muestras utilizadas.
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3. RESULTADOS

3.1 Quitosano/Hidroxiapatita (CS/HA)

3.1.1 FESEM

La dispersion de nHA fue analizada por un microscopio electronico de barrido de emision
de campo (FESEM) como se muestra en Figura 26. La imagen representativa SEM
registrada de las peliculas de CS-nHA con 10% en peso de nHA muestra una distribucion
homogénea de nanoparticulas en la matriz de CS con la forma esférica (Figura 26a). El
tamafio de la nHA varié entre ca. 20-120 nm con valor medio de ca. 50 nm (ver
histograma Figura 26d). En las peliculas con 30% en peso de nHA se observaron
aglomeracién de nHA (Figura 26¢) y con 50% en peso de nHA todas las nanoparticulas
aglomeradas en racimos grandes (Figura 26d). Esta observacion juega un papel

importante en la explicacion de las propiedades estructurales de los hanocompuestos.

— 10pm JEOL 8/29/2016
1.50kV SEI SEM WD 7.8mm 12:41:38

Figura 18. Micrografias FESEM de peliculas de CS/nHA.
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Cuando el quitosano se disuelve en una solucién de &cido orgénico diluido, sus grupos
amino libres son protonados, aunque es insoluble en una solucion acuosa a pH > 7.
Cuando la solucién de la mezcla de quitosano se agrega la solucién de nHA altamente
alcalina, la suspension de quitosano precipitado con nHA forma el compuesto de
quitosano/nHA y a mayores concentraciones pierde solubilidad por el aumento de pH.

3.1.2 FTIR

El espectro FTIR de las peliculas del nanocompuesto CS-nHA con diferente % en peso
de nHA se muestran en la Figura 27. El espectro del CS muestra vibraciones
caracteristicas en el rango de 3700-3000 cm™ que corresponden a la vibracién de los
grupos amina e hidroxilo (ca. 3400 cm™) [174], [175]. Adicionalmente, se observo las
bandas caracteristicos a 1640 cm™ (Grupo | amida) y 1,545 cm (banda de vibraciones
de NHz) [174]. El cambio de posicion y la disminucion de los picos de intensidad de 3,400
cmta 3276 cm con el aumento de nHA en peso % representa el movimiento de grupos
polares de CS; esta observacidn sugiere que los iones hidroxilo en la superficie de nHA
podrian interactuar con los grupos amino e hidroxilo del CS mediante la formacién de
enlaces covalentes entre CS y nHA [176]. Ademas, el cambio de banda de 1545 cm™ a
1556 cm! esta probablemente relacionado con la alta interaccion observada entre grupos
NH;s del CS y PO4* de la nHA. Esta interaccion se puede observar a una concentracion

de nHA mayor al 30 % en peso de nanoparticulas de nHA.

En los espectros FTIR de nHA las bandas de 1000-1100 cm™* corresponden a modos de
vibracion del grupo PO4* de hidroxiapatita [176], [177]. La ampliacién de la banda en
1050 cm de las peliculas CS-nHA con 50 y 70% en peso de nHA muestra la presencia
de interaccion del CS con los grupos fosfato [178]. Los resultados obtenidos sugieren una
interaccion mas fuerte entre CS y nHA en el contenido de nHA mayor a 30% en peso;

esta observacion se correlaciona bien con las mediciones de TGA y XRD.

49



3.2 5 OH:=+++-HO—Ca,(PO,),OH OH

3.0 . : 1050
1 wann o

0 i W aoer
T NH, HO! NH,

2.6 - e :

= 24 “HO— Ca, (PO),OH "“HO— Ca,(PO).OH nHApP
sl 70 wt. %
8 22

% 4

a2 2.0+

2 18] 30 wt. %
< ] 10 wt. %

Ccs

3400 1640
T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber, cm™’

Figura 19. Espectros FTIR de quitosano, peliculas CS-nHA con concentracion de nHA indicada en el grafico y polvo
de nHA

3.1.3 XRD

La Figura 28 muestra los patrones de difraccion de rayos X de peliculas de CS y CS-nHA
con diferente % en peso de nHA. Un pico mas ancho en 20 cerca de 19° se asocia con un
quitosano amorfo. Por otro lado, la fraccion cristalina (pico débil 28 cerca de 12°) se
caracteriza por fases cristalinas hidratadas Forma | [174]. Con el aumento de la
concentracion de nHA este pico desaparece, que significa que con el aumento de % en
peso de nHA disminuye la absorcion del agua en las peliculas. Los patrones de difraccion
de la nHA en polvo corresponden a la fase hexagonal P63/m (176) de la hidroxiapatita
(lineas verticales en Figura 28 expresa posicion e intensidad de la fase hexagonal P63/m
(176)). EIl célculo del tamafio de los nanocristales fue de acuerdo con la férmula de
Scherrer [13], dio el valor de cristalitos aproximadamente de 45 nm, que se correlacionan
bien con las mediciones de FESEM de las dimensiones de nanoparticulas descritas en el
siguiente apartado. Esto significa que la mayor parte de las nanoparticulas consisten en
cristalitos. Ademas, se obtuvo que el tamafio de cristal de las peliculas de nHA en CS es
el mismo que en polvo. Por lo tanto, se propone en este método de trabajo que la
preparacion de las peliculas (disolucién de nHA en una solucion de buffer de fosfato)
permite obtener la misma dimension de nanoparticulas en contraste con otros metodos en
el que la dimension de los cristalitos disminuye en peliculas CS-nHA [13], [21], [23],
[24]. Tales efectos tienen diferentes explicaciones: el acido acético puede disolver los
cristales de nHA y como resultado la disminucidn de dimension de cristales en nHA [13];
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la presencia de union entre las particulas de nHA y la matriz del polimero [21], [23]. Los
nanocompuestos caracterizados exhiben una fuerte unién entre las particulas de nHA y la
matriz del CS mientras que las dimensiones de tamafio de nHA no cambiaron. Es
plausible que la disminucion del tamafio de cristal de nHA se report6 en muchos estudios

anteriores y puede estar relacionado con el método de preparacion [13], [21], [23], [24].
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Figura 20.Patrones de DRX de peliculas de CS, CS-nHA con 20, 40, 60, 80% en peso de polvo de nHA y nHA
3.1.4 TGA
El contenido de agua en peliculas CS-nHA se determinG mediante analisis
termogravimétrico (TGA). Hay dos etapas de degradacion como se observa en la Figura
29. La primera gama (50-200 °C) estd asociada con la pérdida de agua de
aproximadamente 5-20 % en peso, mientras que la segunda gama (200-400 °C)
corresponde a la degradacion y desacetilacion del quitosano y dejé alrededor de 40-90 %
en peso de residuo sélido. EI CS/nHA a mayor % de nHA se descomponen mas lento y
por lo tanto son més estables que el CS. La reduccion de nHA en quitosano induce

fuertemente la degradacion termica de la matriz.
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Figura 21. TGA de peliculas de CS/nHA.con diferentewt. %de HA

La cantidad de agua libre puede evaluarse mediante la disminucion del peso de la muestra
durante los ciclos de calentamiento. La pérdida de peso a 130 °C es el resultado de la
evaporacion del agua. La Figura 30 muestra la dependencia del contenido de humedad en
la concentracion de nHA: aumento de % en peso de nHA conduce a un menor contenido
de humedad en las peliculas de nanocompuestos. De acuerdo con las referencias [174],
[175], [179], las moléculas de agua se unen por hidrogeno con ambos grupos -OH y -NH3
de quitosano. Por lo tanto, la disminucion del contenido de agua con el aumento de la
concentracion de nHA indicé la fuerte interaccién entre los grupos reactivos NHz y OH
de CS con nHA. Se puede obtener mas informacidn sobre la interaccion entre CS y nHA

a partir de las mediciones de FTIR.
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Figura 22. Dependencia del contenido de agua de las peliculas CS-nHA en la concentracion de nHA

3.1.5 Perfilometria optica

Teniendo en cuenta los datos enumerados en la Tabla 5y la Figura 31, las peliculas de
CS/nHA utilizadas deben considerarse como superficies rugosas porque la escala de
rugosidad estd en micrometros. La rugosidad media en la superficie de CS es de 0.23 £
0.08 um y el aumento de nHA tiene un aumento en la rugosidad de la superficie. Este
aumento se puede ver claramente a partir del 40 % de nHA con Ra de 0.79 £ 0.05 y en
muestras de 40 % a 80 % nHA son muy similares. En investigacion previas sobre los
efectos de la rugosidad en mayor proliferacion celular se obtienen con Ra menores a 1.2
um [180] y mayores a 0.05 um [181] por lo que estéa dentro de los pardmetros de rugosidad
establecidos. En este tipo de experimentos, existen diferencias entre los cambios en la
topografia de la superficie segun el método de preparacion y tamafio de particula y
concentracion de nHA durante la sintesis de las peliculas. EI aumento de la rugosidad
puede dar como resultado el aumento de la adhesion de cualquier capa depositada sobre
la superficie activada. Cuando se agrega el 10 % de nHA en matriz de CS la rugosidad
fue minima 0.09 = 0.01 um (Tabla 5).

53



Tabla 4. Rugosidad de peliculas de CS/nHA.

RUGOSIDAD Ra  ERROR

cs 0.23825 0.0812
CS/10%NHA 0.099 0.0148
CS/20%NHA 0.304 0.0218
CS/30%NHA 0.396 0.0743
CS/40%NHA 0.7965 0.0579
CS/80%NHA 0.776 0.0285

Rugosidad (um)
0.9
0.8
0.7
0.6
05

A

0.3
0.2
0.1

cs CS/10%nHA  CS/20%nHA  CS/30%nHA  CS/40%nHA  CS/80%nHA

Figura 23. Dependencia de rugosidad con concentraciones de nHA.

Como se puede ver en la Figura 32, la superficie del quitosano exhibe una estructura
uniforme en comparacion con concentraciones mayores al 20% de nHA debido a la
conglomeracion de nanoparticulas de nHA y saturacion dentro de la matriz de CS. La
pelicula de CS/10%nHA muestra una superficie homogénea debido a la buena interaccion
que se tiene al 10 % de nHA comprobado con la caracterizacion realizada en este trabajo.
Incluso en concentraciones al 30 % de nHA la rugosidad en la Figura 32d, se pueden ver

claramente las esferas formadas por la saturaciéon de nHA.
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Figura 24.La rugosidad CS, CS/nHA10%, CS/nHA20% y CS/nHA30%.

3.1.6 pH de la solucion

La estabilidad in vitro de la solucion de CS con y sin nHA se midi6 cuantitativamente y
se represento graficamente en la Figura 33. La adicion de hidroxiapatita tiene un efecto
alcalino sobre el pH de la solucion en diferentes preparaciones con y sin buffer de
fosfatos. Como se anticipd, hubo un aumento dréstico de pH de 2.8 a 3.9 al agregar 20 %
de nHA en &cido acético. La solubilidad de nHA se puede controlar optimizando la

cantidad de nHA en la solucion de quitosano durante la reaccion.
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Figura 25. Cambios de pH en diferentes soluciones al aumento de nHA.

Si la concentracion idnica, y por lo tanto el pH sube por encima de un valor critico, se
produciré citotoxicidad. Las células deben poder unirse al andamio ya que la mayoria de
las células no pueden sobrevivir sin adherirse a una superficie. La adhesién celular se ve
afectada por las propiedades de la superficie, incluida la carga, la textura y la rigidez [88],
[182], [183].Por tal motivo se utilizo el buffer para tener un pH mas alcalino.
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3.1.7 Pruebas dieléctricas

Informacion adicional sobre la estructura y las propiedades del nanocompuesto de las
peliculas CS-nHA se pueden obtener a partir de mediciones de espectroscopia dieléctricas
como se muestra en Figura 34, muestra espectros de impedancia experimental del
nanocompuesto CS-nHA en el rango de frecuencia 40 Hz-100MHz. Todas las peliculas
exhiben los semicirculos caracteristicos. Los valores de resistencia de DC y la
capacitancia de las peliculas se han obtenido por el fitting de estos semicirculos utilizando
la expresion de Cole-Cole y el programa ZView [179]. Rqc se calculd por la interseccion
del semicirculo con el eje Z'. Conductividad eléctrica DC (o4c) Y la constante dieléctrica
en el limite de la frecuencia cero (gs) puede ser entonces calculada por las siguientes

relaciones:

. d
O-dC - RdC*A

€ =C * €s

€9 *A

donde d es el espesor de la pelicula, A es el area de la pelicula y go es la constante

dieléctrica de vacio, respectivamente.

La Figura 34a muestra la dependencia de la conductividad (oq4c) Y la constante dieléctrica
en el limite de la frecuencia cero (&s) como funcion del % en peso de nHA y la fraccion
volumétrica. Con el fin de convertir la fraccidn en peso (wt %) a la fraccion volumétrica

(V) de la nHA, la siguiente ecuacién se puede usar [184]:

b Wt
Wt + (pya/pcs) (1 — Wt)

donde, pHa y pcs denotan la densidad de la nHA y el CS. La densidad de la pelicula del
CSesca. 1.5 g cm3[185], [186], la densidad aparente de la nHA (tamafio ca. 30 nm) esta
en el intervalo de 1.5-2,7 g cm[187], [188]. En este estudio, se utilizé un valor medio de
2.1 g cm™. Es evidente a partir Figura 34 que todas las dependencias exhiben un maximo
en la concentracion de nHA de ca. 30-40 % en peso. Por regla general, el efecto de la
constante dieléctrica de la mezcla de dos materiales dieléctricos (como en el caso de CS
y nHA) puede calcularse utilizando modelos como el de Maxwell, Bruggeman o
Lichtenecker [189], [190]. Sin embargo, todos estos modelos producen un crecimiento

mondtono en el efecto de la constante dieléctrica con el aumento de concentracién de las
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nanoparticulas en la matriz del polimero [190]; no muestran ningin maximo como se
observa en Fig. 34b. Es de destacar que lo informado en la literatura no abordan

plenamente las propiedades de conductividad de nanocompuestos CS-nHA.
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Figura 26. a) Dependencia de la conductividad DC (o) de las peliculas CS-nHA y b) dependencia de la constante
dieléctrica en el limite de frecuencia cero (€S) obtenida en las peliculas CS-nHA

Para arrojar mas informacion sobre las interacciones moleculares entre la matriz CS y la
nHA se llevaron a cabo mediciones adicionales de espectroscopia dieléctrica en el rango
de frecuencia de GHz. Se ha informado anteriormente de que en el rango de frecuencia
de 107-3x10° Hz la dependencia de la pérdida dieléctrica de la frecuencia exhibe dos
procesos de relajacion relacionados con la rotacién de OH (centrado en ca. 5x108 Hz) y
grupos NHs de CS (centrado ca. 1x10° Hz) [123]. Estos dos procesos de relajacion se
observan también en peliculas de CS/nHA con concentraciones de nHA debajo de 30 %
en peso. En concentraciones de nHA superiores a 40 % en peso, en peliculas de
nanocompuestos, el proceso de relajacion relacionados con la rotacion de grupos NH3* se
desvanece, pero la posicion y la amplitud relacionada con la rotacion de grupos OH
practicamente no cambian ver Figura 35a. Ademas, la energia de activacion de rotacién

de los grupos OH aumenta aproximadamente tres veces (Figura 35c).

Las mediciones de temperatura permitieron obtener la energia de activacion de rotacion
de grupos OH de CS. La Figura 35b muestra las dependencias de tiempo de relajacion
frente a la temperatura reciproca en peliculas con 50 % en peso de nHA. El proceso de

relajaciéon puede ser descrita por la dependencia de tipo Arrhenius:

E,
T=Ty expﬁ

donde E es la energia de activacion.
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Tras el calentamiento por encima de 50 °C, la energia de activacion demuestra la
pendiente positiva debido a la evaporacion de agua y la rotura del enlace H entre los
grupos secundarios de CS y moléculas de agua [174]. En la Figura 35c se muestra la
dependencia de la energia de activacion en concentraciones de nHA en las peliculas del
nanocompuesto. Es plausible que existe una fuerte interaccion entre los grupos
secundarios OH de CS con nHA.
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Figura 27. a) Dependencia de la pérdida dieléctrica frente a la frecuencia medida a 20 ° C en peliculas CS-nHA con
50 % en peso de nHA, utilizando el modelo empirico Cole-Cole [25]. b) Dependencia de la temperatura del tiempo de
relajacion versus 1/T para peliculas con 50% en peso de nHA c¢) Dependencia de la energia de activacion de los
grupos laterales de CS de OH en la concentracion de nHA en peliculas de nanocompuestos.

3.1.8 Pruebas mecanicas

3.1.8.1 Pruebas de tension

Las propiedades de traccidn se midieron utilizando la maquina y el software del equipo
que genero la curva de fuerza-desplazamiento de las peliculas del nanocompuesto, c=F/A
la se divide entre el area transversal de las peliculas para calcular el esfuerzo y la resta
del desplazamiento final menos el inicial obtenemos la deformacion. Como se observa en
la Figura 36 la gréfica esfuerzo-deformacion hay un aumento en la deformacion del 0.53
% en CS hasta el 1.3y 1.7 % con 5 % y 10 % de nHA respectivamente para después
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reducirse a un minimo de 0.38 % con el 50 % nHA. La resistencia a la traccion, el
alargamiento en la rotura y el médulo de Young se obtuvieron de las curvas de tension y
deformacion calculando la pendiente en la region plastica de la cuerva esfuerzo-
deformacion y restando las longitudes para obtener de deformacion. Los resultados de las
pruebas mecénicas realizadas a las diferentes concentraciones de nHA, donde se
evidencia un comportamiento muy marcado en 30 % de nHA. Para las peliculas con méas
del 30 % de nHA las propiedades como el modulo elastico a tension y compresion caen
mas del 70% debido a la saturacién de nHA en la matriz del CS y causa que el material
pierda rigidez como se observa en la Figura 36. Con un modulo elastico de 1.85 GPa a
compresion y 6 GPa a tension, un aumento del 105 % y del 140 % respectivamente al 30
% de nHA, este es el comportamiento esperado al agregar un material rigido a una matriz

termoplastica como el CS.

El CS presenta una mayor cantidad de grupos hidroxilo, que promueven la absorcion de
humedad y por ende la elasticidad del material. Siendo el material méas elastico, reduce
su capacidad de resistir a la tension y por eso bajan sus propiedades respecto a las
peliculas con mayor % de nHA. Un aumento en la cantidad de nHA en las peliculas debe
resultar en una disminucion de la ductilidad [191]. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en literatura [1], [11], [125], [126], [192]-[194].
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Figura 28. a) Grafica esfuerzo deformacion de peliculas CS/nHA b) Compresion de peliculas CS/nHA, c) tension.

Se cree que la adicion de nHA mejoro6 las propiedades mecéanicas de los compuestos, sin
embargo, el mecanismo de accion se puede entender completamente con los estudios
previos de TGA y FTIR. EI Mdodulo de Young es un pardmetro muy importante para un
material, ya que permite calcular la deformacion de una muestra bajo cierta carga. Se
muestra una relacion obvia entre el médulo de Young y el contenido de nHA. El 30 % de
nHA es la mejor opcidn de todos los materiales fabricados, ya que tiene el Modulo Young

mas alto tanto a tension como a compresion.

3.1.8.2 Nanoindentacion

Las curvas tipicas de indentacion de carga-desplazamiento de las peliculas del compuesto
CS-nHA de las cuales la dureza ha sido calculada como se muestra en la Figura 37. Todas
las muestras mostraron la naturaleza tipica elastoplastico de deformacién. Con ello se
espera a partir de la combinacion una mayor rigidez y dureza con el aumento de nHA a
30 % en peso. La dureza (H) y el modulo eléstico reducido (Er) se muestran en Figura
37a 'y 37b respectivamente que exhibe un maximo; H aumenta de 0,3 GPa a 1,09 GPa y
Er de 6 GPa a 31 GPa en peliculas con 30 % en peso de nHA cuando se compara con CS
puro. En la mayor concentracion de nHA, H y Er en ambos se obtiene una disminucion.
La dureza (H) en materiales compuestos con 30 % en peso nHA muestra valores mas
altos que los de hueso cortical bovino en las direcciones longitudinales y transversales:
Hiongitudinal = 0.505 GPa, Htransversal = 0.387 GPa [195], Yy Hiongitudinal = 0,74 GPa, Hransversal
= 0,64 GPa [196]. En la Figura 37 esta claro que H y E se han incrementado para peliculas
CS-nHA con 30-40 % en peso de nHA. A mayor concentracion de nHA ambos Hy E
disminuyen. Es de destacar que nuestro nanocompuesto no sigue el comportamiento

esperado de mezcla de la mayoria de los materiales compuestos polimero-cerdamico [197].
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Figura 29. a) Imagen donde se realizaron de 20 a 25 nanoindendationes en una matriz de 30x30 um b) Curvas tipicas
de carga-profundidad c) dureza de peliculas del nanocompuesto CS/nHA d) Modulo Elastico reducido.

Estas 2 mediciones independientes que utilizan nanoindentacion y pruebas de tension han
demostrado una buena repetibilidad que confirma que las propiedades locales y de
volumen son las mismas. Ademas, estas mediciones demuestran que las mejores

propiedades mecanicas se observaron al 30% en peso de HA.

3.1.8.2.1 Mecanismo de interaccién entre CSy HA Capa de interfaz.

Todas las propiedades investigadas de las peliculas de nanocompuestos CS-nHA como la
dureza (Figura 37c), el moédulo elastico reducido (Er) (Figura 37d), la conductividad de
CC (Figura 34a) y la constante dieléctrica (Figura 34b) exhiben un fuerte aumento en el
valor cuando la concentracion de nHA aumenta de 0 wt. % a 30-40 wt. % (a mayor
concentracion disminuyen los pardmetros). Tal aumento brusco de los valores de las
propiedades estd relacionado con la formacion de microestructuras conectadas o
percoladas en nanocompuestos. ElI fendmeno mas estudiado son las percolaciones de
conductividad eléctrica (ver, por ejemplo, [139], [140]); los modelos tedricos asociados
proporcionan una explicacion de la conductividad eléctrica del compuesto a la
concentracion critica (0 umbral de percolacion) de la fase conductiva en la matriz
dieléctrica. Recientemente, se han propuesto otros modelos para describir los fendmenos
de percolacion mecanica [145], [146], [198] y dieléctrica [139].

Es de destacar que los modelos clasicos de percolacion de una matriz con inclusiones no
pueden describir muchos resultados experimentales observados en una nanoestructura
percolada. Para sortear este problema, los modelos modernos consideran una fase
adicional, a saber, la capa interfacial para caracterizar mejor las propiedades efectivas de

los nanocompuestos. Dichos modelos trifasicos se han propuesto para conductividad

61



eléctrica [139], mecénica [145], [146], [198] y fendmenos de percolacion dieléctrica
[172].

En base a las observaciones anteriores, ahora intentamos adaptar el modelo trifasico a
nuestro estudio de las peliculas CS-nHA. Primero, reconocemos que las dependencias de
dureza de la propiedad-nHA de la concentracion y el médulo eléstico reducido (Er)
sugieren fuertemente propiedades de percolacion mecanica, es decir, al aumentar la
concentracion de nHA existe un fuerte aumento en las propiedades mecanicas
probablemente debido a la existencia de una capa interfacial entre nHA y Matriz CS. A
medida que aumenta la concentracion de nHA, las regiones interfaciales que rodean las
nanoparticulas se superponen, lo que indica la percolacion en los grupos de alta densidad
que domina las propiedades mecanicas. Es de destacar que los modelos de percolacion
mecénica propuestos en las referencias [145], [146], [199] predicen la saturacién de
propiedades mecéanicas por encima del umbral de percolacion. Por el contrario, hemos
observado una fuerte disminucion en las propiedades mecanicas por encima de la
percolacién (ver Figura 37). Se han observado previamente efectos similares de
propiedades mecéanicas decrecientes en nanocompuestos [200]. Los modelos tedricos no
pueden predecir resultados experimentales por encima del umbral de percolacion
probablemente debido a la suposicion de que se mantiene un espesor constante de la capa
interfacial; Es posible que una aglomeracion significativa por encima de la percolacion
provogue una superposicién de conglomerados que finalmente reduce el grosor de la capa
interfacial y la posterior segregacion de fase. Esta suposicion se basa en la consideracion
de que el grosor de la capa interfacial cambia por encima de la percolacién que afecta las

propiedades dieléctricas de los nanocompuestos.

La dependencia de la constante dieléctrica de la concentracién de nHA que se muestra en
la Figura 37b es analoga al comportamiento observado en la Figura 37; también se
produce un maximo a la concentracion de nHA ca. 30-40 wt. % Como se discutio
previamente, todos los modelos de dos fases (inclusiones dieléctricas de matriz
polimérica) predicen un aumento monotonico de la constante dieléctrica efectiva al
aumentar la concentracion de nanoparticulas [189], [190]. Aqui, la constante dieléctrica
efectiva de los materiales compuestos de particulas de polimero depende de la
concentracion de particulas, la capa interfacial y la interaccion entre el relleno de

polimero en la region interfacial.
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Figura 30. llustracion de particula de relleno, region de interfase y matriz polimérica en un compuesto polimero-
ceramica

La prediccion de la constante dieléctrica efectiva en funcion de la fraccion de volumen
de nanoparticulas [201] propuso que el efecto de percolacion dieléctrica se puede
describir cuando la fraccion de volumen del relleno dieléctrico alcanza el umbral de
percolacién. Por encima de este punto, las capas interfaciales se superponen, reduciendo
asi la fraccion de volumen interfacial que cambia efectivamente las propiedades de la
capa interfacial. Para describir dicho sistema trifasico, [139] introducen un parametro K,
denominado constante de volumen interfacial, que explica la fuerza de interaccion matriz-

relleno como:

¢|nt = K¢N Ps¢po| )

donde ®int, Onps y Ppol SON las fracciones de volumen de la fase interfacial, las particulas
dieléctricas y el polimero, respectivamente. K depende del grado de agrupamiento de
particulas. La suma de todas las fracciones volumétricas de polimero, particulas

dieléctricas y fase interfacial debe ser igual a 1, como se muestra:

l = ¢po| + ¢NPs + ¢|nt

Al aumentar la fraccion de volumen de nanoparticulas (NP) hasta alcanzar el umbral de
percolacion, la superposicion de la fase interfacial reduce ®ine (es decir, las
aglomeraciones de NP observadas). Este efecto es responsable de la dependencia no
monotdnica de la constante dieléctrica efectiva. Un valor de cero para K indica que no
hay una region de fase interracial entre las NP y la matriz polimérica. Los valores
positivos para K estan relacionados con una fuerte interaccion entre el polimero y las NP;

si K aumenta, hay un aumento efectivo de la constante dieléctrica del nanocompuesto.
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Este modelo ha demostrado que la dependencia de la constante dieléctrica de la
concentracion de particulas no es monotdnica y puede exhibir un extremo en funcion de
la concentracion de NP. Este comportamiento se logra si se cumplen las siguientes

relaciones:
K>0, Einterfacial™Epolymer, Einterfacial™  Efiller

donde &polymer €5 la constante dieléctrica de la matriz polimérica, €interfacial €5 1a constante

dieléctrica de la fase interfacial, y efier €S la constante dieléctrica de las cargas.

En este trabajo, ajustamos valores obtenidos experimentalmente de la constante
dieléctrica efectiva CS-nHA es usando el programa Scilab. El ajuste de minimos
cuadrados se realizo utilizando funciones estandar de optimizacion de algoritmos
genéticos en el paquete computacional numérico Scilab. La constante dieléctrica de CS
(epolymer) y nHA (efiller) se ha obtenido a partir de mediciones en peliculas CS limpias
y pellet nHA seco. Solo los valores de K y los pardmetros einterfaciales son los
parametros ajustables. Los limites inferior y superior para los pardmetros variables se
eligieron como 0 <K <100 y 0 <einterfacial <500. Como resultado de la optimizacion, los

valores ajustados son K = 5.65 y gint = 318.

Los resultados de los accesorios referidos se muestran en la Figura 37b como una linea
continua. Se puede observar que este modelo trifdsico se ajusta bien a los resultados
experimentales al predecir un maximo en la constante dieléctrica. Los valores positivos
de K significan que las interacciones entre interfaces nHA-CS significativas estdn
presentes como sondeado por las mediciones de FTIR (Figura 34). Es digno de mencion
que un valor constante dieléctrico de capa interfacial de 318 es considerablemente mas
alto que el de CS y nHA, de modo que se cumple la relacion anterior. Desde el punto de
vista fisico, este extremo puede estar relacionado con la aglomeracion de nHA en los
grupos, cambiando asi el grosor de la capa interfacial y la interaccion entre nHA con la

matriz CS (los valores de K aumentan).

El cambio en el grosor o la fracciéon de volumen de la capa interfacial se puede obtener
directamente de las ecuaciones y el valor de K obtenido del ajuste. El recuadro de la
Figura 37b muestra las dependencias calculadas de la fraccion de volumen interfacial en
funcion de la fraccion de volumen nHA. Este grafico muestra claramente que a una
concentracion de nHA superior a 30-40 wt. % (donde se observa el umbral de percolacion

dieléctrica), la fraccion de volumen interfacial disminuye debido a la superposicion del
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cluster. Los resultados obtenidos se correlacionaron bien con las imagenes SEM que se
muestran en la Figura 31, es decir, peliculas con una concentraciéon de nHA superior a

30-40 wt. El 1% exhibe aglomeracion significativa de nHA racimos.

Los altos valores reportados de constante dieléctrica obtenida en los compuestos CS-nHA
estan relacionados con el alto valor constante dieléctrico interfacial debido a la fuerte
interaccion entre CS y nHA (entre PO43- de nHA con grupos NH3 + de CS) que

confirman FTIR y mediciones dieléctricas de alta frecuencia.

También es plausible que el méximo observado en la conductividad y las propiedades

mecanicas pueda estar relacionado con los presentes de la capa interfacial.

3.1.9 Proliferacion celular

La proliferacién celular en nanocompuestos CS/nHA se cuantifico utilizando el ensayo
alamar blue. La Figura 40 presenta la proliferacion de células MC3T3-E1 de
preosteoblastos en compuestos CS/nHA con diferentes proporciones de peso de nHA
después de 3 de cultivo. Vale la pena sefialar que la proliferacion celular MC3T3-E1 en
la superficie CS/nHA a los 3 dias de cultivo es mayor que al primer dia de cultivo con 10
y 20 % nHA, lo que indica una buena biocompatibilidad in vitro de CS/nHA a esas
concentraciones. La proliferacién se evalu6 mediante un indicador metabélico no toxico
Alamar Blue (Life technologies, EE. UU.). En resumen, a los 1 y 3 dias, las peliculas
sembradas de células se enjuagaron tres veces con PBS y luego se incubaron con medio
fresco que contenia 10% (v / v) de indicador azul de Alamar en la oscuridad a 37 ° C bajo
5% de CO2 durante 4 h. La absorbancia del colorante extraido, que es proporcional al
namero de células en las peliculas, se midid6 mediante un analizador de inmunoensayo

enzimatico (Thermo, EE. UU.) a longitudes de onda de 570 y 590 nm.
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Figura 31. Proliferacion celular de peliculas de CS/nHA

3.1.10 Conclusiones del capitulo

La investigacion de las peliculas CS-nHA muestra que se observa un valor maximo en
las propiedades mecanicas, dieléctricas y de conductividad cuando se pasa de
concentraciones bajas a altas de nHA. Este maximo puede estar relacionado con la
aglomeracion de cluster de nHA por encima del umbral de percolacion (ca. 30-40% en
peso de nHA). Las propiedades mecanicas, dieléctricas y de conductividad de las
peliculas de nanocompuestos CS-nHA se han interpretado utilizando un modelo trifasico
que incluye: 1) matriz CS, 2) particulas nHA y 3) capa de interfaz entre la matriz nHA 'y
CS. Los resultados del ajuste utilizando el modelo trifasico demostraron una buena
correlacion con los resultados experimentales. Ademas, hemos correlacionado el umbral
de percolacion tanto dieléctrico como mecanico al realizar mediciones dieléctricas
relativamente simples. A este respecto, es posible ajustar las propiedades mecanicas,
eléctricas y dieléctricas de las peliculas CS-nHA que se requieren en la ingenieria del
tejido oseo.
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3.2 Nanotubos de pared multiple (MWCNT)

Los MWCNT disperso en matriz polimérica demuestra aglomeracién debido a su escasa
solubilidad. Para evitar este problema, los MWCNT se pueden oxidar para unir grupos
funcionales en su superficie; la ultrasonicacion o el uso de un tensioactivo puede mejorar

su dispersion en formulaciones acuosas de MWCNT.

En este trabajo utilizamos MWCNT comercial (funcionalizadospor &cido puro y
carboxilico) y MWCNT puro funcionalizados utilizando diferentes métodos:

a) Los MWCNT puros estan sujetos a tratamiento con HNO3 en el extractor Soxhlet
hirviendo en solucién de HNO3 7 M durante 3 horas a 90°C (f HNO3-MWCNT).

b) Los MWCNT puros se ponen en contacto con una mezcla de H2SO4 / NHO3 (fH2SO4
/ NHO3-MWCNT). En esta ruta, los MWCNT se sometieron a reflujo durante 120
minutos a 70°C en una mezcla de acidos sulfurico y nitrico (relacion 3: 1) seguido de
sonicacion durante 30 minutos. Los MWCNT se filtran a través de una membrana de

PTFE de 0,2 mm y se lavan con agua destilada.
¢) Los MWCNT puros se trataron en microondas.

3.2.1 FTIR

La estructura de MWCNT vy su funcionalizacion han sido investigadas por mediciones
FTIR. Los espectros FTIR de los MWCNT funcionalizados por diferentes técnicas se
observan en la Figura 23 se obtuvieron para determinar los grupos quimicos formados en
las paredes laterales de nanotubos y extremos del nanotubo. Espectros FTIR de no
funcionalizados y oxidados los MWCNT se comparan en la figura (2). Los espectros
indican bandas intensivas en nimeros de onda 3458 cm-1 (superficie —OH grupos en
grupos carboxilo) [27, 28]. La intensidad creciente puede estar relacionado con el
creciente nimero de estos grupos [29]. Los espectros FTIR de MWCNT funcionalizados
exhiben bandas en 1640 cm-1 de carbono doble enlace C = O que es caracteristico de
grupos funcionales carboxilo [27, 28]. Adicional, en fH2SO4 / NHO3-MWCNTS, hay
una banda a 1560 cm-1. El origen de esta banda sigue siendo controvertida, y puede estar
relacionada con vibraciones de las paredes grafiticas en MWCNT [30] o en insaturadas

estructural de enlace C = C o defectos en nanotubos

paredes [27].
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Es necesario tener en cuenta que MWCNT funcionalizados usando microondas ha
mostrado los mismos espectros de FTIR que MWCN comercial puro. Esto significa que,
probablemente, la energia de microondas o el tiempo de tratamiento no permitieron
obtener MWCNT funcionalizados. Por lo tanto, para una investigacion futura solo pura,
se han utilizado f HNO3-MWCNT y fH2S04 / NHO3-MWCNT.

O-H from x(004F003D00432212004F0048)

unsaturated structural of C=C, 1560

f-H SO /HNO
2 4 3

Absorbance
o
1

f-carboxyl acid

f-HNO
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Figura 32. Espectros FTIR de MWCNT puros y funcionalizados.

322 SEMyTEM

Las imagenes SEM de MWNT muestran que la longitud delosneatMWCNT, f-MWCNT
(comercial) y fHNO3-MWCNT es aprox. 3-10 um (Figura21). Por el contrario, la longitud
de fH2SO4/NHO3-MWCNT se redujo considerablemente a 0.3-1 um (Figura21c) debido

al tratamiento agresivo del acido.

Figura 33. a) Mediciones de largo y ancho de f-MWCNT, b) fHNO3-MWCNT y c¢) fH2SO4/NHO3-MWCNT
Se muestran las micrografiasSTEM de muestras MWCNT en la Figura 22. Se revelaron

estructuras de filamentos huecas para todas las muestras y se descubrié que sus
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caracteristicas especificas varian segun los diferentes métodos de funcionalizacion.
Ademas de lo observado en las micrografias anteriores, las imagenes STEM revelaron

una distribucion uniforme del didmetro y una alta pureza.

5.00pm

SU8230 30.0kV 8.1mm M-x300k BFSTEM 200nm | SU8230 30.0kV 8.1mm M-x500k BFSTEM 100nm

Figura 34. Micrografia STEM de MWCNT

3.2.3 XRD

La Figura 24se muestran los perfiles de XRD de los MWCNT. Se puede encontrar que
las muestras puras y oxidadas poseen una estructura similar a la del cristal de grafito, lo
que indica que el proceso de funcionalizacion no cambia la estructura en masa de los
MWCNT. El pico de difraccién mas fuerte y agudo para todas las muestras es alrededor
de 20 = 26.3° podria indexarse como la reflexion C (002) del grafito. La agudeza del pico
C (002) indica que la estructura de grafito de los MWCNT se oxidd con dos éacidos sin
dafos significativos. Los XRD se usaron para medir el tamafio del cristal y el espaciado
entre capas. Debido a la naturaleza intrinseca de los CNT, las caracteristicas principales
del patron de difraccion de rayos X son similares a las del grafito. Las mediciones del
tamafio de cristal (d) se pueden lograr a partir de este pico y la ecuacion de Scherrer.

Como se menciond anteriormente, el tamafio promedio de cristalitos de los MWCNT se
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determind utilizando los patrones XRD, a través de la conocida ecuacion de
Scherrer[202]:

Lk
~ Bcosh

donde B es el ancho completo a la mitad del maximo (FWHM), 6 es el angulo de
difraccion, A es la longitud de onda (1.54 A), d es el tamafio de la particula (cristalito) yk
es la constante de Scherrer (0.91). La ecuacion de Scherrer se deriva de la ley de Bragg,
y se limita solo a particulas a nanoescala. Se sabe que una disminucion en el orden de
cristalinidad en los materiales de carbono hara que los picos de XRD sean méas amplios.
En consecuencia, todas las muestras tratadas tenian un FWHM mas amplio, lo que implica
que la oxidacion de los MWCNT realmente habia deteriorado el grado de cristalinidad.
Sin embargo, las cantidades son muy pequefias. Esto concuerda con las micrografias
STEM.

9000 -MWCNT Equation y=y0 + (A/W*sqrt(P1/2)))"exp(-2*((x-xc)w)"2)
Adj. R-Square 0.94602 0.86655
Value Standard Error
AR ¥0 181.25777 2.93214
AR XC 26.19436 0.00162
AR w 0.57136 0.00325
AR A 6092.73118 30.24017
on AR sigma 0.28568
= AR FWHM 0.67273
o -
c 6000 AR Height 8508.2828
=} AR y0 327.55576 3.64631
. AR xc 25.28698 0.01663
2 AR w 3.72469 0.03415
o AR A 11507.546 96.01599
~ AR sigma 1.86235
> AR FWHM 4.38549
g AR Height 2465.0865
[0
+ 3000 +
£ d =23.177 nm
MWCNT
d =3.555 nm
f-MWCNT

20 (degrees)

Figura 35. Difractogramas de MWCNT

3.2.4 RAMAN
Se componen de la banda G aproximadamente 1590 cm relacionada con el modo de

grafito e indicando vibraciones de estiramiento C-C y dos bandas D inducidas por
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trastornos aproximadamente 1345 cm y G'a aproximadamente 1620 cm™, lo que refleja
la alta densidad de los estados de la zona de bordes y los fonones de zona media,
respectivamente[203]. La relacion de intensidades de las bandas D y G, Ip/lgevalua la
densidad del trastorno de las paredes de los nanotubos. A partir de la Figura 25, se puede
observar un aumento de intensidad para las bandas inducidas por trastornos en MWCNT
obtenidos con diferentes procesos de oxidacion. Ip/lc = 0.21 para los MWCNT no
funcionalizados (no oxidados) y parafH2SO4/NHO3-MWCNT Ip/lc ~ 1.90. Esto significa
que la oxidacion quimica de MWCNT promueve un mayor nimero de defectos que los

MWCNT no oxidados y comerciales.

Las mediciones Raman (Figura 25) ayudan a explicar los cambios estructurales
adicionales en MWCNT f-H2SO4/NHO3 tras la oxidacion. Los espectros Raman de
MWCNT exhiben dos bandas caracteristicas: el modo G estiramiento tangencial (1500-
1600 cm™?) y el modo D (1350 cmt) [203]. La relacion de las intensidades de las bandas
puede ser utilizada para evaluar la densidad de trastorno de las paredes de nanotubos. De
la Figura 25, se puede observar un aumento en la intensidad de bandas inducido en
MWCNT obtenidos con procesos de oxidacion diferentes ~ 0,26 para los MWCNT no
funcionalizados (no oxidado) y = 1,86 para f-H2SO4/NHO3-MWCNTSs. Esto significa
gue promueven un mayor nimero de defectos que MWCNT no oxidados y comerciales;
confirma que la banda FTIR a 1560 cm™ que esta relacionada con los defectos

estructurales de enlace C=C.
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3.3 Quitosano/Nanotubos de carbono multipared (CS/MWCNT)

3.3.1 FESEM

La microestructura y dispersion de los MWCNT en la matriz de CS fue analizada por
FESEM, se muestra que la longitud de MWCNT en peliculas con n-MWCNT (no
oxidado), f-MWCNT (comercial) y funos-MWCNT (oxidacion por HNOg) es ca. 10 um
(Figuras. 40a, 40b). En contraste, la longitud de fu.sounHOs-MWCNT se redujo
considerablemente a 0,3-1 um (Figura 41) debido al tratamiento agresivo del &cido.
Ademas, las imagenes de FESEM muestran relativamente buena dispersion de MWCNT
(no oxidado, f-comercial y f-HNO3) en la matriz de quitosano a baja concentracion; se
observa aglomeracién a concentraciones mas altas de MWCNT de 3-5 % en peso. A
concentraciones de MWCNT en las que se observa aglomeracion dependen del método
de la ruta de oxidacion quimica. A la inversa, las peliculas de nanocompuestos con f-

H2SO4/NHO3z presentan una buena dispersion, incluso a 12 % en peso de MWCNT.
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Figura 37. Imagen SEM de a) CS-f-HNO3s-MWCNT con 1% en peso de MWCNT (escala 1 um), b) CS-f-MWCNT
con 8% en peso de MWCNT (escala 1 um), ¢) CS-fH2SO4/NHO3-MWCNT con 10% en peso de MWCNT (escala 1

pm).

332 FTIR

Los espectros FTIR de MWCNT no funcionalizados y oxidados se observan en la Figura
42. Los espectros indican bandas intensas en la banda 3458 cm™ (grupos -OH, grupos
carboxilo) [167], [204]. El aumento de la intensidad puede estar relacionado con el
aumento del numero de estos grupos [205]. Los espectros FTIR de MWCNT
funcionalizados banda en 1640 cm de carbono de doble enlace C=0 que es caracteristico
de grupos funcionales carboxilo [167], [204]. Adicional, los MWCNT f-H2SO4/NHO3,
hay una banda a 1560 cm™. El origen de esta banda es todavia controvertido, y puede
estar relacionado con las vibraciones de las paredes de los MWCNT [203] o una

saturacion estructural de enlace C = C o defectos en las paredes de los nanotubos [167].

Se estudié como los grupos carboxilo y los defectos afectardn la interaccion entre
MWCNT vy la matriz de CS utilizando mediciones de FTIR. La Figura 41 muestra los
espectros FTIR de quitosano puro y peliculas del nanocompuesto CS-MWCNT con
MWCNT no funcionalizados y nanotubos funcionalizados. El espectro del CS y CS-nf-
MWCNT son précticamente similares. Por el contrario, los espectros de nanotubos

funcionalizados-CS presentan las siguientes diferencias:

a) Los espectros de FTIR para quitosano muestra bandas de vibracion de ancho centrada
a 3326 cm, que tiende a traslaparse con la banda de vibracién de grupos OH y NH. Esta
banda en CS-MWCNT funcionalizados se vuelve mas amplié y cambia a 3246 cm-
debido al extenso enlace de hidrégeno entre estos grupos de CS con grupos funcionales
carboxilo de nanotubos [172].

b) La banda observada a 1643 cm! pertenece al grupo amida I (vibracion de estiramiento
CO) y la banda a 1553 cm™, que se atribuye a la flexion NH2 en el cambio de espectro a
1630 cm™ y 1534 cm. Este resultado indica que el grupo -NH> en las cadenas de CS ya
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han reaccionado con los grupos -COOH sobre las superficies de los defectos de los
MWCNT vy por lo tanto se han convertido a grupos -NH -CO [206]. Las mediciones de
FTIR sugieren que los grupos amino e hidroxilo presentes en CS formen un fuerte enlace
de hidrégeno con los MWNT funcionalizados que contienen grupos carboxilicos e
hidroxilo. La compatibilidad y la fuerte interaccion entre MWNT y la matriz de CS
mejoran en gran medida la dispersion de MWCNT funcionalizados en la matriz CS [84].
Ademas, estas mediciones han demostrado que la mayor interaccion de MWCNT con
matriz CS se observa en peliculas con MWCNT f-H2SO4/NHOs; este fenémeno es el
principal responsable de la mejor dispersion en la matriz CS como se observé en imagenes
FESEM. Sin embargo, segln los estudios de FESEM (Figura 40), la longitud de MWCNT

f-H2SO4/NHO3 redujeron de 10 um a 0,3-1 um y tienen un gran nimero de defectos
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Figura 38. Espectros FTIR de peliculas de CSIMWCNT con diferentes porcentajes de MWCNT

Se puede obtener informacion adicional sobre la interaccion entre los grupos laterales CS
y MWCNT a partir de mediciones de TGA y XRD.

333 TGA

En la Figura 44 se muestran los resultados de las mediciones de TGA para todos los
nanocompuestos investigados de CS/MWCNT medidos a temperatura 150°C. Para las
peliculas no funcionalizadas CS- MWCNT la pérdida de peso no depende

significativamente de la concentracion de MWCNT; de acuerdo con las mediciones de
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FTIR, no hay interaccion quimica entre la matriz de CS y MWCNT no funcionalizados.
En contraste, en el caso de las peliculas con MWCNT funcionalizados, la pérdida de peso
disminuye exponencialmente a medida que el contenido de MWCNT aumenta. En el
quitosano, NH2/NHz y grupos OH pueden ser considerados sitios de sorcion especificas
para las moléculas de agua por medio de enlaces de hidrogeno [143], [207]. Con el
aumento en la concentracion de MWCNT la interaccion entre los grupos hidrofilos de CS
y grupos de MWCNT funcionalizados como -COOH y -OH forman una fuerte unién de
hidrégeno lo que disminuye la capacidad de absorcion de agua de los materiales
compuestos como los nanotubos. Por lo tanto, en un nanocompuesto con el aumento de
la interaccion entre el CSy MWCNT (o con el cambio mas alto de las bandas de vibracion

en mediciones FTIR) se observa decrecimiento de la pérdida de peso.
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Figura 39. Dependencia de la pérdida de peso contra concentracion de MWCNT en peliculas de CS/MWCNT

El estudio de TGA de la muestra CS/MWCNT mostré que se descompone dentro del
rango de temperatura ~200-800 ° C en dos pasos, lo que generalmente se asemeja a la
descomposicion térmica de la muestra CS como se observa en la Figura 45. Las muestras
con mayores concentraciones de MWCNT demostro ser méas estable que el CS. La
pérdida de masa de una muestra de MWCNT tuvo lugar en el intervalo de temperaturas
de ~430-660°C. El resto del material a temperaturas mas altas (~6%) correspondia a

metales de transicion que se introdujeron durante la sintesis de CNT.
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Figura 40, Andlisis termogravimétrico de peliculas CSMWCNT

3.3.4 Difraccién de rayo X (XRD)

Las mediciones de XRD confirman los resultados obtenidos a partir de mediciones de
TGA. La Figura 43 muestra patrones de XRD de peliculas CS y f-MWCNT con diferente
% en peso de MWCNT. El CS exhibe solamente un pico amplio y débil alrededor de 24°.
Como es sabido, los CNT exhiben solamente un pico caracteristico alrededor de 26° entre
5° y 40° La menor cristalinidad del CS podria atribuirse a su bajo peso molecular.

Ademas, la modificacion quimica también puede afectar la cristalinidad del quitosano.

La estructura cristalina hidratada da una reflexion a 2° 10° (o picos en torno a 8°y 12°), y
la estructura cristalina da uno a 2° y 15° EI quitosano muestra picos caracteristicos
alrededor de 26 8,5°, 11,6°, 18,6° y 23°. Los dos primeros picos corresponden a la
estructura cristalina hidratada, mientras que el pico mas amplio alrededor de 20 23° indica
la existencia de una estructura amorfa [174], [208]. Al aumentar concentracion de
MWCNT estos picos desaparecen probablemente debido a la disminucién de la adsorcion
de agua (el aumento de % de MWCNT). Se observa que la incorporacion de MWNT no
afecta significativamente a la estructura cristalina del quitosano, como lo apoya la
observacion de que el patron XRD de los compuestos de CS/MWNT adn mantiene los

picos caracteristicos del quitosano puro.
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Figura 41. Difractogramas de XRD de peliculas CS/IMWCNT

Todos los resultados anteriores sugieren fuertemente que diferentes métodos de oxidacién
de MWCNT afectan la estructura y la interaccion de los nanotubos con la matriz CS. En
consecuencia, la pregunta principal, no abordada anteriormente, es como dichos cambios
estructurales afectaran las propiedades eléctricas y mecanicas del nanocompuesto. Para
responder a esta pregunta, se realizaron mediciones eléctricas y mecanicas adicionales en

todos los nanocompuestos.

3.3.5 Espectroscopia de impedancia

La Figura 46 muestra la dependencia de la conductividad DC en % peso de nanotubos en
las peliculas de CS-MWCNT obtenidas a partir de mediciones de impedancia como se
informo anteriormente. La dependencia de conductividad DC vs % MWCNT muestra un
aumento brusco en la conductividad por concentraciones crecientes y una saturacién
posterior es tipicamente observable para los fendmenos de percolacion. Exposiciones de
CS en el comportamiento dieléctrico y arroja una conductividad muy baja (ca. 1 108
S/cm). A lainversa, los MWCNT muestran alta conductividad (aproximadamente 1-2 10°
S/lcm [137], [138]). En consecuencia, una mezcla de materiales de alta y de baja
conductividad exhibird un fendmeno de percolacion eléctrica: la conductividad del
nanocompuesto cambiard de uno de los componentes dieléctricos a uno de los
componentes metalicos. Segun la teoria de percolacion, la conductividad DC por encima
del umbral de percolacion se puede caracterizar por una ley de potencia [179], [209],
[210]:
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donde, p representa el % en peso de la fase de conductividad, pc es la fraccion critica en
el umbral de percolacion y t es un exponente critico que solo depende de la
dimensionalidad del sistema de percolacion. El recuadro en la Figura 45 muestra la
dependencia del log-log de la conductividad de los materiales compuestos de CS en log
(p-pc), que de acuerdo con la ecuacion debe exhibir dependencia lineal. El analisis de
ajuste de minimos cuadrados segun la ecuacion anterior de los resultados de percolacion
en un umbral de percolacién de 2.5 % en peso para nanocompuestos con N-MWCNT; 4
% en peso para los nanocompuestos con f-HNO3-MWCNT; 5.5 % en peso para
nanocompositos f-MWCNT. Por el contrario, la conductividad DC de las peliculas f-
H2SO4/NHO3-MWCNTSs sigue siendo muy baja y no difiere cualitativamente desde el

puro quitosano.
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Figura 42. Dependencia de la conductividad eléctrica en peliculas CS/MWCNT
De acuerdo con las mediciones de FTIR (Figura 42) las interacciones moleculares entre
CS y MWCNT son responsables del “grado de dispersion” de tales cargas en la matriz de
CS tal que el umbral de percolacion aumenta. Es de destacar que la mejor dispersion en
la matriz CS se alcanzo con f-H2SO4/NHO3-MWCNT; Sin embargo, la conductividad del

nanocompuesto practicamente no cambio.
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Es de destacar que los nanocompuestos CS-MWCNT exhiben diferente conductividad en
la region de saturacion. Dicho efecto se ha observado en muchos polimeros con alta
conductividad con nanoparticulas y puede ser explicado por la presencia de una capa
interfacial fina que coexiste entre nanotubos y la matriz del polimero [140], [211]. Esta
capa interfacial aparece debido a las interacciones entre los MWCNT vy la matriz como
se ha mencionado anteriormente. Los parametros de esta capa interfacial se pueden
estimar mediante el uso de un modelo que ha sido propuesto para el calculo de la
resistencia Rc de contacto entre los nanotubos de carbono individuales embebidos en la
matriz polimérica. De acuerdo con [212], o la conductividad de los materiales compuestos

de polimero con nanotubos con longitud | y radio r esta dada por la relacion:

L q)2x+1
2nr?R + R,

~
~

donde R es la resistencia de un nanotubo, @ es la fraccion en peso de los nanotubos y el
exponente 2y + 1 se puede obtener de la pendiente del log o frente a log @ del grafico por

encima del umbral de percolacion.

El uso de valores de L y d estimada a partir de mediciones SEM, los valores de la
resistencia de contacto Rc entre los nanotubos de carbono individuales ha sido calculado
para nanocompdsitos con n-MWCNT Rc = 6.7 10 Ohm; para nanocompuestos con f-
HNOs-MWCNT Rc = 2.74 10’ Ohm; para nanocompuestos con f-comercial Rc = 1.24
108 Ohm; para nanocompuestos con f-H2SO4/NHO3-MWCNT Rc = 8.7 10° Ohm. A
partir de mediciones de FTIR esta claro que el valor de Rc depende de la fuerza de las
interacciones moleculares entre los grupos funcionales del CS con grupos carboxilicos e
hidroxilo de MWCNT. Esta interaccion afecta el espesor de la capa interfacial entre
MWCNT vy la matriz de CS, que de acuerdo con [213], controla la conductividad de los

nanocompositos y afecta a la resistencia de tunelizacion entre nanotubos.

Los MWCNT no funcionalizados presentan un umbral de percolacion tipico en
aproximadamente 4% en peso. Se espera obtener interacciones interfaciales fuertes de
MWCNT funcionalizados y con la matriz de CS que seran responsables de altos valores
de la resistencia. Inicialmente, se realizo una suspension al 1, 3, 5, 8 y 12 % en peso de
MWCNT mediante la adicion de un volumen apropiado de la suspension MWCNT en la

solucion de CS previamente calculada.
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3.3.6 Pruebas mecanicas

3.3.6.1 Esfuerzo-deformacion

Las curvas de esfuerzo-deformacion obtenidas de pruebas de tension uniaxiales bajo una
tasa de desplazamiento constante de 1 mm/s se muestran en la Figura 46, a temperatura
ambiente. La tasa de deformacién correspondiente fue entre 0.6 y 1.5 %. Una posible
razén que explica la mayor tasa de aumento del modulo de Young en MWCNT
funcionalizados es la buena dispersion y el fuerte enlace entre los grupos de CS y
MWCNT. El rango de deformacidn utilizado no afecta significativamente el modulo de
Young porque los comportamientos no lineales de tension-deformacion son facilmente
visibles en la Figura 47. Se observan disminuciones significativas en la deformacion para
los compuestos CS/MWCNT en comparacion con puro CS con una tension sin
variaciones extremas entre 7 y 9 MPa. Se analizaron cuatro muestras para cada material,

lo que confirmo que la reproducibilidad de los experimentos era buena.
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Figura 43. Cuervas esfuerzo-deformacion de peliculas CS/MWCNT

Las propiedades mecanicas, como el mddulo de Young y la resistencia a la traccién
(definida como la tension requerida para romper una muestra) del CS reforzado con
MWNT. Los datos promedio y las desviaciones estandar del médulo de Young de las
cuatro muestras en funcion del contenido de MWCNT en las Figura 47. El
nanocompuesto con una pequefia carga de MWCNT muestra una mejora significativa en
las propiedades mecanicas. Para el material nanocompuesto CS/MWCNT el modulo de

Young aumenta de 1.2 GPa a 2 GPa sin MWCNT y con el 1 % de MWCNT
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respectivamente. Los resultados de la prueba mecéanica revelan que los MWCNT
modifican las propiedades mecanicas con bajas concentraciones. Este resultado indica
que la fraccion de peso arriba del 3 % de MWCNT generalmente conduce a la
aglomeracion de MWCNT vy eso es perjudicial para mejorar las propiedades mecénicas.
Mientras tanto, la incorporacion de MWCNT no funcionalizados probablemente
introduce muchas microgrietas en la matriz compuesta debido al pobre enlace interfacial
entre MWCNT y CS. Las microgrietas generalmente forman grietas en el proceso de la

prueba mecénica que empeoran la resistencia a la traccion del compuesto.
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Figura 44. Modulo Eléastico de peliculas CSIMWCNT a) con MWCNT funcionalizacién quimica b) con MWCNT
funcionalizados por sigma

En la Figura 49 se observa el mddulo elastico con MWCNT funcionalizados comerciales
lo cual confirma la misma tendencia que funcionalizados con &cido, un aumento de 2.4
GPaa 3.7 GPaen pelicula de CSy con el 3 % de MWCNT respectivamente. Cabe resaltar
que con el 0.5 % de MWCNT se obtiene un modulo elastico aproximado al maximo
obtenido al 3 % de MWCNT.

3.3.6.2 Nanoindentacion

El modulo de carga y descarga y los perfiles de dureza a lo largo de la direccion de
indentacion del CS y CS/MWCNT se muestran en la Figura 50. En general, los médulos

de los nanocompuestos son similares que el sistema puro.
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Figura 45. Perfil de indentacion en peliculas de CSIMWCNT

La fuerza de interaccion entre los grupos funcionales del CS con grupos carboxilicos e
hidroxilo de MWCNT vy el espesor de capa interfacial afecta de las propiedades mecanicas
de los nanocompuestos. La Figura 51 muestra la dependencia de la dureza (Figura 51a) y
el modulo de Young (Figura 51b) de peliculas CS-MWCNT con diferente % en peso de
nanotubos. La dureza y el modulo de Young en CS-f-MWCNT son suficientemente mas
altos que en f-H2SO4/NHO3-MWCNT. Por otra parte, en las peliculas de CS-f-
comerciales, los dos pardmetros exhiben un maximo; tales maximos se han observado
previamente en nanotubos de carbono en nanocompuestos de CS-MWCNT [200]. Este
maximo se atribuye a la formacién de una red conectada de nanotubos por encima del
umbral de percolacion mecanica [214]. EI umbral de percolacién mecénica, lo mismo que
la percolacion eléctrica, depende del espesor de la capa interfacial [215]. Ademas, se
encontrd que la capa interfacial entre la matriz poliméricay CNT puede reducir el umbral
de percolacion en nanocompuestos y reducir el rendimiento mecéanico [144], [205], como
se observa en CS-fH2SO4/NHO3-MWCNT.
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Figura 46. a) Dureza de peliculas CS/MWCNT y b) Modulo Eléstico

El aumento de la concentracion de MWCNT no funcionalizados no muestra cambios
significativos en la dureza del nanocompuesto. Es interesante observar que, con mayor
concentracion de MWCNT, el perfil de caga estd desplazandose hacia arriba con una
profundidad de indentacion decreciente. Se cree que el incremento de médulo para los
nanocompuestos con mayor % de MWCNT es probablemente debido al efecto de
dispersion de los nanotubos distribuida homogéneamente sobre el polimero.

Esfuerzo-deformacién y Nanoindentacion demostr6 buenas correlaciones.

Ademas, la dureza y el moédulo de Young en el compuesto CS-f-MWCNT son
suficientemente mas altos que en fH2SO4 / NHO3-MWCNT. Ademas, en las peliculas
comerciales CS-f, ambos parametros exhiben un maximo; dicho maximo se ha observado
previamente en nanocompuestos de nanotubos de carbono CS-multiwall [40]. Este
maximo se atribuye a la formacién de una red conectada de nanotubos por encima del
umbral de percolacién mecénica [20]. EI umbral de percolacion mecanica, igual que la
percolacion eléctrica, depende del grosor de la capa interfacial [41]. Ademas, se descubrid
que la capa interfacial entre la matriz polimérica y la CNT puede reducir el umbral de
percolacién en nanocompuestos y reducir el rendimiento mecanico [11,29], como se
observo en CS-fH2SO4 / NHO3-MWCNT.

3.3.7 Conclusion del capitulo.

Se demostré que el efecto de las rutas de oxidacion quimica afecta las propiedades de los
nanocompuestos basados en MWCNT. El tratamiento quimico afect6 la abundancia de
grupos carboxilicos y defectos que a su vez influyen en la interaccion entre los MWCNT
y la matriz CS. Esta interaccion es responsable de la dispersién de los nanotubos y afecta
la resistencia de contacto y el grosor de la capa interfacial entre los MWCNT vy la matriz
CS. Los nanocompuestos CSMWCNT exhibieron efectos de percolacion eléctrica y
mecanica y sus parametros dependen del grosor de la capa interfacial. Ademas, se
demostro que las peliculas CS-MWCNT obtenidas mediante el tratamiento de MWCNT
en mezclas de H2SO4 / NHO3 exhibian buena dispersién; sin embargo, no se observan
fendmenos de percolacién. Los valores de conductividad y de modulo de Young son
practicamente los mismos que los de CS puro. Estos resultados se han explicado en
términos de la fuerte interaccion de MWCNT con grupos laterales CS y la aparicion de
una capa interfacial gruesa. Por lo tanto, una buena dispersion de MWCNT no garantiza
las mejores propiedades eléctricas y mecénicas del nanocompuesto, que se han
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considerado el factor clave para obtener propiedades eléctricas y mecénicas superiores

para muchas aplicaciones.

3.4 Quitosano/Hidroxiapatita /Nanotubos de carbono multipared/ (CS/nHA/

MWCNT)

Ahora investiguemos como cambiaran las propiedades de los nanocompuestos en la
mezcla de casos de HA'y MWCNT en la matriz CS.

3.41 FESEM

La Figura 52 presenta la morfologia de una pelicula compuesta que contiene nHA y
MWCNT en una matriz de quitosano. La Figura 51 presenta la misma estructura con 3 %
de MWCNT, la concentracion de nHA de la suspension aumento (20, 50 y 80 %). Como
se puede ver, es evidente una distribucion de hidroxiapatita y MWCNT en una matriz de
quitosano. La introduccién de mas nHA en la suspension da como resultado mayores
cantidades de nHA fuera de la matriz de CS (Figura51a, b). Por otro lado, la introduccion
de MWCNT crea mas sitios para la adsorcion de células 6seas y la nucleacion de cristales
de apatita de calcio [216]. Gran cantidad de MWCNT en el recubrimiento es citotoxico y
se debe considerar cuidadosamente para lograr un equilibrio entre la citotoxicidad y

mejorar la adhesion del tejido, por otro lado [217].

La Figura 52muestra que los MWCNT se adjuntan a la superficie de la matriz de CS. La
nHA se distribuye uniformemente sobre los espacios entre la matriz de CS y los
MWCNTa concentraciones por debajo del 20 % de nHA. En primer lugar, las
nanoparticulas de HA se dispersan uniformemente con MWCNT en un mortero. Cuando
se agregd nHA/MWCNT a la solucién de CS, los grupos hidroxilo y grupos amino en las
cadenas moleculares del CS reaccionaron con los grupos carboxilo de los MWCNT, y
también hubo un fuerte enlace de hidrogeno entre los grupos que contienen oxigeno en
los MWCNT vy las cadenas moleculares amino e hidroxilo en CS. Como resultado, las
cadenas moleculares del CS unidas a los MWCNT y algunas de las cadenas moleculares
del CS actuaron como el puente de MWCNT adyacentes. Al mismo tiempo, la nHA se
adhirieron a la superficie de MWCNT debido a la fuerte interaccion del enlace de
hidrogeno de CS y la adhesion con particulas de nHA. Cabe sefialar que superficies tan
rugosas pueden aumentar efectivamente la adhesion de las células oseas [218]. Estos

efectos son responsables de la agregacion y formacién de la estructura en capas. Para una
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mejor comprension de la interaccion entre la matriz CS con nHA y MWCNT vy la

confirmacion del mecanismo propuesto, las mediciones FTIR se llevaron a cabo en

diferentes peliculas compuestas binarias y ternarias.

Figura 47. CSIMWCNT3%/nHA20% b) CS/IMWCNT3%/nHA50% c) CS/MWCNT3%/nHA80%

El quitosano es insoluble en agua, pero como su estructura molecular contiene grupos
hidrofilicos e hidrofébicos, puede disolverse en soluciones acidas. Después de la
disolucién, las aminas protonados hacen que el quitosano se cargue positivamente [219].
Dado que la suspension de CS/nHA se obtiene mediante la adicion de una suspension de
fosfato en nHA al quitosano previamente disuelto en &cido acético, las moléculas de
quitosano cargadas positivamente atraen particulas de nHA, estabilizando
electrostaticamente la suspension de CS/nHA[160]. Los MWCNT interacttan con el
quitosano debido a la gran cantidad de electrones p en los orbitales hibridos sp? de atomos
de carbono en los MWCNT vy los grupos funcionales, las paredes cargadas negativamente
se autoensamblan con grupos amina protonados en el quitosano, creando una suspension
estable [219].
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Figura 48. La figua a) muest I imagen SEM d CS-n (30% en peso de nHA), CS-MWCNT (3% en peso de
MWCNT, figura b); CS-nHA (20% en peso) - MWCNT (3% en peso) (Fig. ¢); CS-nHA (50% en peso) - MWCNT
(3% en peso) (Fig. d); CS-nHA (70% en peso) - MWCNT (3% en peso) (Fig. e).

En contraste con CS-nHA (Fig..... a) y CS-MWCNT (Fig..... b) en el que se encuentra
por debajo del umbral de percolacion (aproximadamente 30-40% en peso de nHA en
peliculas CS-HAP vy aproximadamente 6% en peso de MWOCNT) observé una
distribucion practicamente homogénea de cargas, en las peliculas CS-nHA-MWCNT se
observo aglomeracion de cargas. Mas claro se puede ver en la Fig. Fig. en la imagen con
mayor resolucion. Ademas, la figura g muestra la formacién de una estructura en capas

como un andamio.

3.42 FTIR
En el capitulo anterior, se han investigado los espectros FTIR de compuestos binarios CS-
nHA y CS-MWCNT. Ahora investiguemos como cambian los espectros con la

incorporacion de nHA y MWCNT en la matriz de quitosano.

Como se muestra en la Figura 53se observan los espectros FTIR de las peliculas
CS/IMWCNT/nHA. Los f-MWCNT muestranbandas anchas tipicas de los grupos
hidroxilo (-OH) formados por oxidacion tras el tratamiento con acidos a 3438 cm™. La
banda de transmisién a 1633 cm se relacioné con las vibraciones C=C[220], [221],
mientras que las bandas en 1089 y 1047 cm-* fueron el pico de absorcion de vibracion de
estiramiento del enlace C-O y la banda de vibracién de flexién en el plano de -OH, [220],
[221], respectivamente. La nHA muestrauna banda alrededor de 1016cm™ se atribuyeron
a POs*. Los espectros FTIR para quitosano muestran amplias bandas de vibracién
centradas de 3185-3326 cm, que pertenece a la superposicion de la vibracion de
estiramiento de los grupos OH y NH. La banda tipica centrada en 1634 cm™ se atribuy6
a la base (-C=N) grupo amida I, y la banda a 1540 cm* se debi6 a la superposicion parcial
entre la banda de amida Il y la banda de absorcion del grupo amino [222].
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El material mas estable en resultados mecanicos y eléctricos fue de CS/IMWCNT3% y
CS/nHA40% como se analizo anteriormente, ahora se utilizan esas concentraciones para
analizar la interaccion en peliculas con CS/MWCNT3%/nHA40%. La banda a 1540 cm-
1, que se atribuye a la flexion de NHzcon un desplazamiento del espectro a 1534 cm-1.
Este resultado indica que los grupos -NH2 en las cadenas CS ya han reaccionado con los
grupos -COOH en las superficies defectuosas de los MWCNT vy, por lo tanto, se han
convertido en grupos -NH-CO [31]. MWCNT funcionalizados con CS la banda se
ensancha y cambia a 3093 cm! debido al extenso enlace de hidrégeno entre estos grupos
de CS con grupos carboxilo funcionales de nanotubos [223]. Es notable que la banda
caracteristica de los grupos hidroxilo (-OH) se redujo a 3093 cm-%, lo que puede deberse
a la reaccion de policondensacion entre el grupo reactivo —OH en la superficie de
MWCNT y los grupos hidroxilos de las moléculas de CS y nHA. Mientras tanto, la banda
caracteristica de —~OH (3438 cm™) se hizo mas débil, lo que fue causado por la ausencia
de grupos hidroxilo en el nanocompasito. El cambio también se observa con CS/nHA la
posicion y la intensidad de 3264cm—1 a 3093 cm — 1 representa el movimiento de grupos
polares de CS; Esta observacién sugiere que los iones hidroxilo en la superficie de nHA
podrian interactuar con los grupos amino e hidroxilo de CS al formar enlaces entre CS 'y
nHA [28]. Ademas, con la incorporacién de MWCNT el cambio méaximo de 1550 cm—1
a 1534 cm—1 probablemente esté relacionado con la alta interaccion observada entre los
grupos NH3 de CS y nHAIo cual muestra una fuerte interaccion entre los tres materiales.
La ampliacion de la banda a 1026 cm—1 peliculas CS/MWNCT/nHA muestra un aumento
en la interaccion CS con los grupos fosfato al incorporar el enlace -OH de los MWCNT
[30]. Todos estos resultados revelaron que el CS se anclo sucesivamente en la superficie

de los nanomateriales.
CS/nHA40%

Con la incorporacion del de nHA a la matriz de CS, se muestra en las bandas relacionadas
a la sobreposicion de vibraciénde grupos OH y NH con un desplazamiento de 3221 cm?
a 3273 cm que corresponden a la vibracién de los grupos amina e hidroxilo [174]y
representa el movimiento de grupos polares de CS; sugiere que los iones hidroxilo en la
superficie de nHA podrian interactuar con los grupos amino e hidroxilo del CS al formar
enlaces entre CS y nHA [179]. En el CS se observaron los picos caracteristicos a 1634
cm™ (grupo amida 1) y 1540 cm™ (vibraciones de flexion de NH3) [174]. El cambio
observado de 1540 cm™ a 1550 cm™ esté relacionado con la alta interaccion observada
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entre los grupos NHz de CS y nHA. En los espectros FTIR de nHA, las bandas a 1016
cm! corresponden a modos de vibracién del grupo PO4*~ de hidroxiapatita [176], [177].
La ampliacion de la banda a 1016 cm™y desplazamiento de 1030 cm™ en la pelicula CS-

nHA muestra la presencia de interaccién del CS con los grupos fosfato de nHA [178].
CS/IMWCNT3%

Los espectros de FTIR para quitosano muestran amplias bandas de vibracion centradas
en 3185 cm?, que pertenece a la superposicion de la vibracion de estiramiento de los
grupos OH y NH. Con la incorporacion del 3 % de MWCNT a la matriz de CS la banda
muestra desplazamiento de 3221 a 3278 cm debito enlace de hidrégeno entre estos
grupos de CS con grupos carboxilo de nanotubos [172]. La banda observada a 1634 cm
pertenece al grupo amida | (vibracion de estiramiento C-0) y el pico a 1540 cm™, que se
atribuye a la flexion de NHzs en el desplazamiento del espectro a 1644 cm-1y 1554 cm-
1. Este resultado indica que los grupos -NH: en las cadenas CS ya han reaccionado con
los grupos -COOH en las superficies defectuosas de los MWCNT v, por lo tanto, se han
convertido en grupos -NHCO- [206]. Las mediciones de FTIR sugieren que los grupos
amino e hidroxilo presentes en CS forman un fuerte enlace de hidrégeno con los MWNT
funcionalizados que contienen grupos carboxilico e hidroxilo. Por lo tanto, se vio que los
grupos CS secundarios muestran la misma interaccion y el mismo desplazamiento debido
a la interaccion con nHA y MWCNT.
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Figura 49. Espectros de infrarrojos de peliculas CS/MWCNT/nHA a) con 3 % y 40 % de MWCNT y nHA y b) con
0.5 % y 5 % nHA respectivamente.

89



CS/IMWCNT3%/nHA40%

Los espectros FTIR de nanocompdsito con incorporacion en CS 3% de MWCNT y 40%
nHA demuestran las mismas bandas de vibracion que en CS-nHA y CS-MWCNT. Esto
significa que a partir de las mediciones FTIR no es posible la contribucién separada de
nHA y MWCNT en su interaccion con CS. Sin embargo, en estos nanocompuestos, la
concentracion de nHA es mayor que la concentracion de MWCN, por lo tanto,
probablemente, la interaccion de CS y nHA es mas fuerte que la interaccion de CS con
MWCNT.
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Figura 50. FTIR de peliculas de CS/nHA/MWCNT con 10 % de nHa constante y MWCNT de 0.5 %-4 %

NHA-MWCNT

Se puede obtener informacion adicional sobre las propiedades del nanocompuesto
ternario a partir de mediciones FTIR solo HAP y MWCNT como se muestra en la Fig....
Esta figura muestra los espectros FTIR de nHA (40% en peso) con 0,5y 3% en peso
adicional de MWCNT. En los espectros FTIR de nHA, las bandas a 1016 cm — 1
corresponden a modos de vibracion del grupo PO43— de hidroxiapatita. Poco adicional

de nanotubos es responsable de la ampliacion de la banda y el cambio a 1024 cm — 1.
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Esto significa que existe interaccion entre PO43— de hidroxiapatita y con los grupos -
COOH en las superficies defectuosas de los MWCNT que puede cambiar suficientemente

las propiedades del nanocompuesto.

Los resultados de FTIR confirman la explicacion propuesta de agregacion y formacion
de estructura en capas en peliculas ternarias.
— MV
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—nH
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1024
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000
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Figura 51. Espectros de FTIR de polvos de MWCNT-fy nHA

Esta conclusion confirma las mediciones de FTIR en nanocompuestos CS-10% en peso
de HAP y diferentes% en peso de MWCNT (Fig.). En esta Fig. No se observaron cambios
en la posiciéon de los picos de vibracion al aumentar la concentracion de MWCNT.

Entonces, la interaccion més fuerte observada entre CS y HAP.

Los resultados mecanicos y eléctricos muestras cambios al incorporar nHAy MWCNT a
la matriz de CS donde cambia la percolacion del sistema al mezclar estos tres materiales,
encontramos un material méas estable a concentraciones de CS/MWCNTO0.5%/nHA5% y
por lo tanto se analizan FTIR a estos porcentajes como se puede ver en la Figura 53b.Los
cambios que destacar muestran desplazamientos de 3185 a 3265 cm-1, resulta en una
mayor interaccién en grupos -OH en la matriz.Se observa mayor interaccion a estas
concentraciones con el grupo amino en la banda de 1634 a 1642 cm-1y de 1540 1 1535

cm-1. Las observaciones anteriores nos hacen creer que el compuesto CS/f-
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MWCNTO0.5% sirve como matriz para las nanoparticulas de HA y proporciona un lugar

de anclaje para las nanoparticulas de HA sin saturar el sistema.

3.4.3 Pruebas dieléctricas

La conductividad eléctrica se determino utilizando 4 muestras para cada material. Cada
muestra variaba segun el contenido de MWCNT y nHA. EI contenido se expres6 como
un porcentaje (% en peso) de los dos nanomateriales diferentes, MWNT y nHA. Como
se ha observado en el capitulo 2, CS-nHA demuestra el umbral de percolacion dieléctrica
a 30-40 wt. % de nHA (Fig. 26). Por lo tanto, se llevaron a cabo mediciones eléctricas en
peliculas CS con 40% en peso de nHA vy diferentes concentraciones de MWCNT (Fig.
51).
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Figura 52. Dependencias de conductividad y constante dieléctrica de peliculas CS -nHA (40% en peso) en
concentracion de MWCNT. La linea roja se ajusta usando la ecuacion (A). Las lineas verticales muestran la
desviacion estandar obtenida en las mediciones de 4 muestras.

Esta claro que, al igual que las peliculas CS-MWCNT, estas peliculas de nanocompuestos
ternarios demuestran propiedades de percolacion de conductividad con el umbral de
percolacion ca. 6 wt. % de CNT. Este umbral de percolacion es el mismo que en las
peliculas CS-MWCNT (Fig. 41) pero con una conductividad mas baja en la region de
saturacion (aproximadamente 5 10° S / cm en comparacion con aproximadamente 102 S
/ cmen las peliculas CS-MWCNT). Esto significa que esa capa de interfaz en las peliculas
CS-nHA-MWCNT entre CNT tiene una mayor resistencia entre nanotubos en
comparacion con la resistencia de la capa interfacial en CS-MWCNT. De acuerdo con
FTIR existe interaccion entre PO4*~ de hidroxiapatita y con los grupos -COOH en las
superficies defectuosas de los MWCNT que aumentan la resistencia de la capa
interfacial. Ademas, el aumento constante dieléctrico con el aumento de la concentracion

de MWNT debido a la polarizacion interfacial entre la matriz de CS e inclusiones.
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Se puede obtener mas informacion sobre la interaccion entre nHA, MWCNT y la matriz
CS a partir de mediciones en peliculas con% en peso constante de MWCNT Yy variacion

de la concentracion de nHA.
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Figura 53. Dependencias de conductividad y constante dieléctrica de peliculas CS-MWCNT (3% en peso) en
concentracion de nHA

La figura 52 muestra las dependencias de conductividad y constante dieléctrica de las
peliculas CS -MWCNT (con 3% en peso constante de MWCNT) en la concentracion de
nHA. Estas dependencias, como las dependencias obtenidas en peliculas binarias de CS-
nHA (Fig. 26) demuestran el maximo en ca. 40% en peso de nHA, pero el valor de la
constante dieléctrica en el maximo (ca. 275) es mayor que la constante dieléctrica en el
méaximo de las peliculas CS-nHA (ca. 110, Fig. 26). Esta observacion significa que en las
peliculas compuestas ternarias se observé un efecto de percolacién dieléctrica, pero
MWCNT afect6 la constante dieléctrica y el grosor de la capa interfacial. En otras
palabras, probablemente, existe una interaccion adicional entre nHA y MWCNT que
afect6 a la capa interfacial, sin embargo, las propiedades de la capa interfacial no son

posibles de calcular debido a los presentes en las peliculas en tres fases.

Por el contrario, en peliculas con una concentracion de MWCNT superior al umbral de
percolacion eléctrica (6% en peso, Fig.53), no se han observado méaximas dependencias
de la constante dieléctrica y la conductividad de la concentracion de nHA. Estos
resultados pueden explicarse que MWCNT cambia suficientemente la interaccion entre

nHA y la matriz CS debido a la interaccion entre ellos.
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Figura 54. Dependencias de conductividad y constante dieléctrica de peliculas CS -MWCNT (6% en peso) en
concentracion de nHA.

Por lo tanto, el uso de nHA solo en la pelicula de nanocompuestos no tuvo ningdn efecto
sobre la conductividad a concentraciones de 6 % de MWCNT. Sin embargo, la carga a
mayores concentraciones arriba del 10 % de nHA tuvo un efecto sobre la conductividad
de la pelicula de nanocompuestos que contiene MWCNT.Por lo tanto, una relacion de 10
a 20 % de nHA en la pelicula de nanocompuesto de quitosano fue la carga dptima para
mejorar la conductividad a 2 % de MWCNT.

A concentracién constante del 40 % de nHA la conductividad del nanocompuesto
aumento gradualmente en relacién con el contenido de MWCNT. Este cambio gradual en
la conductividad resulta de la formacién de una estructura interconectada de MWCNT y

puede considerarse como el umbral de percolacion eléctrica.

Estudios similares en peliculas de polimero bidimensional conductivo con MWCNT
informaron concentraciones de percolacion de 10% en peso para alcohol polivinilico
[224] y 10% en peso para un polimero de polifenilenvinileno [225]. Ademas, la nHA
podria facilitar la transferencia de electrones entre nanotubos mientras se dispersa en la
matriz polimérica porque el nanocompuesto adquiriria mas canales conductores a través
de interacciones entre las superficies de MWCNT y nHA. Lo que se observa en la figura
54 es que a concentraciones minimas del 0.5 % de MWCNT y 5 % de nHA se obtiene
misma conductividad que 3 % MWCNT y 30 % de nHA.
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Figura 55. Conductividad eléctrica con 3 % y 0.5 % de MWCNT
3.4.4 Pruebas mecanicas

3.4.4.1 Esfuerzo-Deformacion

En la literatura se ha informado que la adicién de CNT mejora las propiedades mecénicas
del nanocompuesto CS-nHA-MWCNT en comparacion con CS puro o en la relacion fija
entre CS-nHA[40], [226]

En este trabajo, por primera vez se han investigado las propiedades mecénicas de los
compuestos ternarios en la relacion de un rango amplio entre nHA y MWCN. Una
méaquina de prueba universal probd las propiedades mecanicas del compuesto CS /
MWNT / nHA con diferentes relaciones de peso MWNT / nHA. Todas las pruebas se

realizan a cabo bajo una carga de tensiébna 1 mm/s.

La figura muestra el modulo eléastico de CS-MWCNT que demostré un maximo de E a la
concentracion de aprox. 3% en peso de MWCNT y a una concentracion mas alta de CNT
E disminuyen. Por el contrario, en todas las peliculas CS-HAP con aumento de la
concentracion maxima de MWCNT observada a 0,5% en peso de nanotubos. Este
maximo es mayor que en las peliculas binarias CS-MWCNT. Como se ha informado en
[145], [146], [199].

Propiedades mecanicas que dependen de las propiedades de la capa interfacial entre la
matriz polimérica y los rellenos. Como se inform6 anteriormente, a partir de FTIR y

mediciones de impedancia, la interaccion entre nHA y MWCNT afectd el valor de la capa
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interfacial y, por lo tanto, las propiedades mecénicas de las peliculas ternarias. Ademas,
la aglomeracion observada de rellenos a su alta concentracion conduce a la superposicion

de capas interfaciales que es responsable de la disminucion de E.
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Figura 56. Modulo elastico de peliculas CSIMWCNT/nHA

Debido al hecho de que a 50 y 70% en peso de nHA y 0.5% en peso de MWCNT se
observO una estructura en capas como andamios (SEM, Fig.32) que aumentan
efectivamente la adhesion de las células en el extranjero y tienen el modulo elastico méas
alto, este material es lo mejor para la ingenieria del tejido éseo. En la Figura55se muestra
los resultados del méduloeléstico de las peliculas de CS/IMWCNT/nHA. Los resultados
de las pruebas de traccion que tanto las particulas de hidroxiapatita como losMWCNT
mejoraran el mddulo de Young de las peliculas. En particular, el 5y 10 % de
nanohidroxiapatita y 0.590MWCNT en quitosano pueden mejorar significativamente los
modulos elasticos en comparacion con los controles de CS/MWCNT y CS/nHA. Se ha

demostrado que MWCNT y la nHA pueden mejorar las propiedades mecanicas.

Los datos demostraron que todas las muestras presentaron un comportamiento similar de
esfuerzo-deformacion con 4 repeticiones por cada muestra. El esfuerzo aumento
bruscamente durante la etapa inicial de tension y luego se redujo hasta que finalmente se
alcanz6 la fractura. En comparacion con los compuestos CS/nHA y CS/IMWCNT, los
compuestos CS-MWNT/nHA exhibieron mayor moduloque los controles. Claramente, el

nivel de carga de MWCNT y nHA tiene un profundo efecto en las propiedades mecanicas.
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Es de resaltar que el mddulo eléstico aumento bruscamente en todas las peliculas con el
0.5 % MWCNTYy con el 50 % de nHA fue donde se observo el mayor incremento del.9
GP a 4.5 GPa; también se resalta que por encima de las demas peliculashay un aumento
considerable con el 10 % de nHA préacticamente sin cambios representativos a diferente
% de MWCNT. Se podrian determinar algunos de los factores que conducen a la mejora

de las propiedades mecanicas delnanocompuesto CS/MWCNT/nHA:

(1) la fuerte interaccion interfacial entre la fase inorganica y orgénica obtenida por los
grupos funcionales de los MWCNT Yy la interaccidn de iones hidroxilo en la superficie de
nHA, en la matriz de CS;

(2) la introduccion de MWNT, que tiene altas propiedades mecénicas, como fase de

refuerzo;
(3) dispersion uniforme de MWNT y nHA en la matriz polimérica.

Sin embargo, se ha informado que el hueso natural tiene un médulo mucho mas alto (10.9
GPa) [227] que el delnanocompuesto CS/IMWNT/nHA. Por lo tanto, se puede mejorar la
unién interfacial entre MWNT, nHA y CS, pueden mostrar un alto médulo y pueden
incluso igualar las propiedades de los huesos naturales y ampliarsu uso en aplicaciones
quirdrgicas. Como se observd en FTIR a concentraciones de 5 % de nHA y 0.5 de

MWCNT en la matriz de CS hay muy buena interaccion.

3.4.4.2 DMA

Para observar los efectos de los factores en los procesos de relajacion, se trazaron graficas
del moédulo de almacenamiento y el modulo de pérdida contra la temperatura como se
muestra en la Figura 57. EI médulo de almacenamiento corresponde al componente real
del médulo complejo (E * = E '+ iE” donde i = -12) y es la medida de la rigidez de la
muestra, mientras que el médulo de pérdida E™” corresponde al componente imaginario y
es la medida de la capacidad de amortiguacion de la muestra. Se observo que el médulo
de almacenamiento del material aumenté a bajas temperaturas y luego disminuyo a
temperaturas mas altas, lo que esta relacionado con el aumento de la viscosidad y la
movilidad de la cadena de polimeros de la matriz a temperaturas mas altas. Por otro lado,
se observa que con la disminucion de nHA en una matriz de CS/MWCNTO0.5% hay un
aumento tanto del mddulo eléstico y el médulo de perdida, lo que aumenta las propiedades
viscoelasticas del material. Se entiende que el factor de pérdida (tan &) esta relacionado

con la relacion entre la cantidad de energia mecénica perdida y la energia almacenada
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durante un ciclo. El médulo de pérdida viene dado por tan & = E”'/ E” y proporciona
detalles de las transiciones que tienen lugar durante los procesos de calentamiento (picos
tan 0). Por lo tanto, para comprender las transiciones que tuvieron lugar en las peliculas
CS/IMWCNT/nHA, las muestras se calentaron entre los rangos de temperatura de -80 a
150 °C. La Figura 58 muestra gréficos del factor de pérdida (tan d) frente a la temperatura.
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Figura 57. Mddulo de almacenamiento y mddulo de perdida de peliculas CS/MWCNT/nHA

A partir del grafico de la Figura 58, se observaron dos procesos basicos de relajacion en
el rango de temperaturas mencionado anteriormente. La transicion (picos delta) se
observaron en el rango de temperatura de -6a 33 °C. El pico delta concuerda con los
valores que informaron picos de tan & para peliculas delgadas de quitosano entre 30 y 50
°C[228]-[230]. Esta transicion de relajacion que ocurre a baja temperatura puede
atribuirse al movimiento de cadenas laterales del polimero. En este régimen de
temperatura, el proceso de relajacion puede ser causado principalmente por la influencia
del agua, cuya presencia puede conducir a la aparicion de enlaces de hidrégeno con
grupos —OH y —NH 0 &cido acético, que se evaporan en esta region de temperatura
(efecto de plastificacion). Tales procesos se atribuyen a la reorganizacion estructural del
empaque de quitosano debido a un aumento de la movilidad del agua residual.
Curiosamente, en este rango de temperatura, los resultados de relajacion dieléctrica se
muestran como un proceso relacionado con la conductividad de DC debido a la
conductividad protonica [231]. Este proceso también podria originarse, en cuanto a la

respuesta mecanica, a partir de la creciente movilidad de las moléculas de agua con el
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aumento de la temperatura. Por otro lado, la segunda transicion se puede asignar de (130-
150 °C) y se debe a la transicion vitrea (Tg) de la pelicula de quitosano. Los incrementos
de tand muestran que la temperatura de transicion vitrea se produce en un rango de
temperatura y no a una temperatura particular. Es importante tener en cuenta que el valor
de Tg de quitosano depende de muchos factores, como la DDA, el contenido de agua. Se
observo que el modulo de pérdida, que es una medida de esta energia disipada, alcanzaba
un maximo a 150 °C. También hubo un aumento en el factor de pérdida cerca de la
transicion vitrea que sugiere el rapido aumento de la viscosidad a temperaturas cercanas
a la temperatura de transicion vitrea. Ademas, los picos se ampliaron con frecuencia
sugiriendo una amplia distribucion de Tg. Este hecho sugiere que este es un verdadero
proceso de relajacion. A partir de estos resultados, conocer la temperatura a la que ocurren
las dos transiciones puede dar una idea del rango de temperatura de funcionamiento del

nanocompuesto.
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Figura 58. Tan delta de peliculas CS/MWCNT/nHA

Las variaciones del médulo de almacenamiento y de perdida (E’, E’”) de las peliculas
compuestas CS/MWCNT/nHA con diferentes concentraciones de MWCNT a 10 % nHA,
se muestran en la Figura 59. Los compuestos con MWCNTa concentraciones bajas tienen
una E'y E”” mas alta, lo contrario pasa a concentraciones mas elevadas de nHA lo que
sugiere que las interacciones entre la matriz CS, 10 % nHAy 0.5 % MWCNT fueron mas
fuertes. Esto confirmé que los compuestos de CS/IMWCNT/nHA poseian propiedades

mecanicas mejoradas a bajas temperaturas. Las temperaturas de transicion vitrea (Tg) de
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los compuestos CS/IMWCNT/nHA se determinaron a partir de las curvas tand (Figura
59b). Se determind que los valores de Tg fueron mayores a 150 °C. Estos resultados
parecen contradecir los resultados de la prueba de traccion que se mostraron en la Figura
55, en la que los mddulos més altos se correlacionan con una Tg mas baja con
concentraciones diferentes de nHA, con variaciones en MWCNT no muestra cambios
significativos en Tg. Este comportamiento observado se denomina antiplastificacion, que
se definio como una disminucion simultanea de la Tg con un aumento de la rigidez
mecanica y la fragilidad causada por la adicion de sustancias particulares a los polimeros.
Los resultados de traccion (Figura55) mostraron que la adicion de nHA arriba del 10 %
indujo la fragilidad de la matriz (es decir, una tendencia decreciente de alargamiento
final). EI mecanismo de antiplastificacion es quizas una combinacién de varios factores:
el volumen libre de las moléculas de polimero, la interaccion entre los grupos polares del
polimero y del antiplastificador, una accion de endurecimiento fisico debido a la presencia
de pequefias moléculas rigidas adyacentes a los grupos polares del polimero y, en
consecuencia, la restriccion de los movimientos moleculares en cadena no cooperativos
locales [232]. Debido a que las porciones més flexibles de un polimero de condensacion
rigido son sus grupos polares (por ejemplo, grupos amino), la interaccion de estos grupos
con moléculas antiplastificantes rigidas y polares deberia reducir la flexibilidad. Se puede
concluir razonablemente que el mecanismo del volumen libre de una matriz polimérica 'y
el endurecimiento fisico debido a la presencia de nanoparticulas de HA rigidas puede ser

la Gnica causa de antiplastificacion del sistema.

La altura del pico tand se mejoro en el compuesto CS/MWCNTO0.5% en comparacion con
las muestras de CS/IMWCNT/nHA. La magnitud del pico tand esta relacionada con la
capacidad de amortiguacion o la disipacion de energia vibracional, que refleja la dureza
o rigidez de un material a la temperatura de relajacion [233]. Estos resultados corroboran

aun mas las observaciones del estudio térmico de CS/MWCNT/nHA.
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Figura 59. Andlisis de peliculas de CS/MWCNT/nHA a) Modulo de almacenamiento y perdida b) tan delta

3.4.5 Conclusiones del capitulo

En este capitulo, se ha llevado a cabo el desarrollo del compésito de nHA'y MWCNT en
una matriz de CS y la caracterizacion mecanica y eléctrica. Los resultados de nuestro
estudio demostraron que las peliculas mostraron iguales o mejores resultados a
concentraciones de 0.5 % de MWCNT y 5 % nHA en la matriz de CS comparado con los
capitulos anteriores con percolaciones del 3 % de MWCNT en CS 'y de 40 % de nHA en
CS. FTIR (las bandas en 3265, 1553 y el ensanchamiento en 1016) muestran buena
integracién en 5y 40 % de nHA y 0.5y 3 % de MWCNT en la matriz de CS, SEM

101



muestra buena dispersion entres los tres materiales. Hemos mejorado el médulo eléstico
(de 4 a 5GPa) con el 3 % de MWCNT a 0.5 % de MWCNT y 5 % nHA en CS.

Como se muestra en FTIRde la Figura 53, la interfaz entre las fases inorganica y organica
es buenas, porque los nanocristales de HA tienen una alta afinidad con la matriz CS-
MWNT. A partir de los resultados de las pruebas mecanicas, podemos ver que el modulo
elastico aumentd con el aumento de las relaciones de peso MWNT/CS en 0.5y 3 % de
MWCNT.

En resumen, hemos fabricado con éxito CS/MWCNT/nHA que exhiben excelentes
propiedades mecénicas, eléctricas, que han cumplido algunas propiedades requeridas de
la matriz extracelular del hueso. Ademas, se observd una distribucion uniforme de
particulas de HA 'y MWNT en la matriz polimérica, lo que atribuye a la precipitacion in
situ. Con base en la investigacion anterior, llegamos a la conclusion de que los
nanocompuestos CS/MWNT/nHA son biomateriales prometedores para la ingenieria del
tejido 6seo. Desarrollamos un método biocompatible para mejorar las propiedades
mecanicas de los andamios de quitosano utilizando nanotubos de carbono funcionalizados
sin tener efectos secundarios significativos en la proliferacion celular a diferentes

concentraciones de nHA.

Se mostr6 interaccion entre PO~ de hidroxiapatita y con los grupos -COOH en las
superficies defectuosas de los MWCNT que puede cambiar suficientemente las

propiedades del nanocompuesto y la capa interfacial entre la matriz CS y los rellenos.

Por primera vez, se han investigado las propiedades mecanicas de los compuestos
ternarios en la amplia relacién entre nHA y MWCN. Se demostré que CS-HAP-MWCNT
con 50-70% en peso de nHA y 0.5% en peso de MWCNT demuestran el médulo elastico

mas alto y pueden usarse para la ingenieria del tejido dseo.
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4. Conclusiones de tesis

En primera vez la investigacion de las peliculas CS-nHA muestra que se observa un valor
maximo en las propiedades mecanicas, dieléctricas y de conductividad cuando se pasa de
concentraciones bajas a altas de nHA. Este maximo puede estar relacionado con la
aglomeracion de cluster de nHA por encima del umbral de percolacion (ca. 30-40% en
peso de nHA). Las propiedades mecénicas, dieléctricas y de conductividad de las
peliculas de nanocompuestos CS-nHA se han interpretado utilizando un modelo trifasico
que incluye: 1) matriz CS, 2) particulas nHA y 3) capa de interfaz entre la matriz nHA 'y
CS. It was shown that interface phase is responsible for electrical, dielectric and

mechanical properties of nanocomposite.

Se demostré que el efecto de las rutas de oxidacion quimica afecta las propiedades de los
nanocompuestos basados en MWCNT. El tratamiento quimico afectd la abundancia de
grupos carboxilicos y defectos que a su vez influyen en la interaccion entre los MWCNT
y la matriz CS. Los nanocompuestos CSMWCNT exhibieron efectos de percolacion
eléctrica y mecanica y sus parametros dependen del grosor de la capa interfacial. Por
primera vez se muestra que una buena dispersion de MWCNT no garantiza las mejores
propiedades eléctricas y mecanicas del nanocompuesto, que se han considerado el factor
clave para obtener propiedades eléctricas y mecanicas superiores para muchas

aplicaciones.

Por primera vez, se ha investigado la estructura de CS-HAP-MWCNT ternario en un
amplio rango de relacién entre HA'y MWCNT. Se demostré que debido a la interaccion
entre PO4*~ de hidroxiapatita y con los grupos -COOH en las superficies defectuosas de
los MWCNT cambia las propiedades de la capa interfacial entre la matriz CS y los
rellenos. Debido al hecho de que a 50 y 70% en peso de nHA y 0.5% en peso de MWCNT
observo estructura en capas como andamios que aumentan efectivamente la adhesion de
las células en el extranjero y tienen el modulo elastico mas alto, este material es el mejor

para la ingenieria de tejido dseo.
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