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ABREVIATURAS

AA: Acido acrilico.

AB: Reactivo Alamar Blue.

AIBN: Azobisisobutironitrilo.

ATR-FTIR: Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier por reflectancia
total atenuada.

BHI: Medio de cultivo de infusion de cerebro y corazén.
BPO: Peroxido de benzoilo.

BZN: 4,4’- Bis(dimetil amino) difenil carbinol.

B3C: Carbono-13.

CIV: Cementos ionémero de vidrio.

CMR: Contenido en mondmero residual.

D: Grado de disgregacion, coeficiente de difusion.
DMSO: dimetil sulfoxido.

DMT: N,N-dimetilamino-4-toluidina.

DS: Desviacion estandar.

DSC: Calorimetria diferencial de barrido.

Eg: Eugenol.

EEgMA: Metacrilato de etoxieugenilo.

EgMA: Metacrilato de eugenilo.

EMA: Metacrilato de etilo.

FL: Fase liquida.

FS: Fase solida.

G’: Mddulo de almacenamiento.

G”: Modulo de pérdidas.

'H: Protén.

H: Grado de hidratacion.

HEMA: Metacrilato de 2-hidroxietilo.

HMQC: Heteronuclear Multeple-Queantum Correlation.
ICso: Concentracion inhibitoria media.

INT: 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolio.
LB: Medio de cultivo de Luria.

MEg: Mondmero derivado de eugenol.



MEM: Medio minimo esencial.

M: Peso molecular promedio en nimero.

MMA: Metacrilato de metilo.

MTT: [bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio].
M,,: Peso molecular promedio en peso.

PAA: Poli(acido acrilico).

p(AA-co-EgMA): Sistema copolimérico de AA con EgMA.

PBS: Tampon fosfato salino.

PE: Polietileno.

PEEgMA: Poli(metacrilato de etoxieugenilo).

PEgMA: Poli(metacrilato de eugenilo).

PEMA: Poli(metacrilato de etilo).

p(EMA-co-EEgMA): Sistema copolimérico de EMA con EEgMA.
p(EMA-co-EgMA): Sistema copolimérico de EMA con EgMA.
PET: Poli(terftalato etilo).

PF: Punto de fusion.

PHEMA: Poli(metacrilato de 2-hidroxietilo).
p(HEMA-co-EEgMA): Sistema copolimérico de HEMA con EEgMA.
p(HEMA-co-EgMA): Sistema copolimérico de HEMA con EgMA.
PMMA: Poli(metacrilato de metilo).

PP: Polipropileno.

PTFE: Poli(tetrafluoroetileno)

PU: Poliuretano.

PVA: Poli(alcohol vinilico).

PVC: Poli(cloruro de vinilo).

RMN: Resonancia magnética nuclear.

oc: Resistencia a la compresion.

or: Resistencia a la flexion.

op: Resistencia a la tension diametral.

osp: Resistencia a la flexion en tres puntos.

o4p: Resistencia a la flexion en cuatro puntos.

SEC: Cromatografia de exclusién de tamafios.

SEM: Microscopia electronica de barrido.



T4: Temperatura de transicion vitrea.

ts: Tiempo de fraguado.

tw: Tiempo de trabajo.

TGA: Anadlisis termogravimétrico.

TISAB: Tampon de ajuste de fuerza idnica.
TMX: Poliestireno Thermanox®.

UCF: Unidades formadoras de colonias.

VR: Viabilidad celular relativa.

ZOE: Cementos de 6xido de zinc y eugenol.
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Luis Rojo del Olmo I. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION.

I.1.- BIOMATERIALES. DEFINICION, TIPOS Y CLASIFICACION.

El uso de diversos materiales con aplicacion en medicina se remonta a la
antigliedad, aunque es sin embargo, durante el transcurso de los cincuenta ultimos afios
cuando esta disciplina sufre un espectacular avance. El desarrollo de nuevas tecnologias
asi como el avance continuo que experimenta el conocimiento cientifico en este tiempo,
hace posible extender la aplicabilidad de una amplia gama de materiales tanto naturales

como sintéticos en todos los campos de la medicina moderna.

El término biomaterial deriva de la implantacion de estos materiales en el seno
de organismos vivos. No es sin embargo hasta 1986 en Chester (Reino Unido), cuando
se establece una primera definicion considerando como un biomaterial aquel material no
vivo usado como dispositivo médico y cuya finalidad es interactuar con un sistema
biolégico." Esta primera definicién, ampliamente discutida en diversos foros cientificos,
se desarrolla hasta llegar a una mucho mas amplia surgida del consenso entre los
diferentes especialistas en 1991 de nuevo en Chester. A partir de entonces se considera
como biomaterial cualquier material disefiado para actuar interfacialmente con sistemas
bioldgicos con el fin de evaluar, aumentar o sustituir algun tejido, 6rgano o funcion del

cuerpo.?

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

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

largo etcétera de especialistas.

Existe una gran variedad de materiales aptos para su uso en aplicaciones
biomédicas. La elecciobn de uno u otro para una aplicacion determinada viene
condicionada por sus propiedades fisico-quimicas asi como por la respuesta del material
frente a la funcion para la que ha sido disefiado. Asi, en unos casos se busca resistencia
mecénica, como en implantes 6seos, y en otros casos por ejemplo, una serie de
propiedades quimicas que les hacen aptos para actuar como soportes de liberacion de

farmacos, etc.

APLICACION TIPO DE MATERIAL

Alumina, fosfato célcico, aleaciones Ti-Al-V,

Implantes para fijacion dental

acero inoxidable, polietileno

Corazon artificial Poliuretano

Piel artificial Composites de silicona-colageno

Lentes intraoculares PMMA, hidrogeles

Cementos 0se0s PMMA, hidroxiapatita

Prétesis articulares Titanio, aleaciones Ti-Al-V, acero inoxidable

Tendones artificiales y ligamentos PTFE, PET

Tabla. 1.1 Aplicaciones de algunos biomateriales usados en medicina.

La tabla 1.1 muestra algunos de los implantes mas usados en el mundo cada afio,

en la que aparecen distintos tipos de materiales como son metales, polimeros, etc.

Dada la diversidad de estos materiales, la clasificacion de los biomateriales se
puede abordar desde diferentes puntos de vista. Asi de manera general y atendiendo a su

naturaleza quimica existen tres grupos principales:*
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e Metalicos: Ti, acero inoxidable, etc.
e Ceramicos: Hidroxiapatita, alimina, fosfatos, etc.

e Poliméricos: Polietileno, poli(metacrilato de metilo), poli(acido lactico), etc.

Los metales son ampliamente usados como biomateriales en multitud de
dispositivos, principalmente en proétesis, implantes dentales y accesorios de cementos
0seos, destacando principalmente el titanio y sus aleaciones. Su uso mayoritario se
centra en el campo de implantes en tejido 6seo ya que poseen unos excelentes niveles de

oseointegracion asi como propiedades mecénicas.

Los biomateriales ceramicos se componen de materiales inorganicos no
metalicos.® En este grupo destaca la hidroxiapatita y los biovidrios. Este tipo de
materiales presenta en general buena biocompatibilidad y prestaciones mecanicas para

su uso en cirugia dental y reparaciones éseas.

Por altimo se encuentran los biomateriales de origen polimérico, que engloban a
un grupo muy amplio de materiales, enormemente desarrollado en las Gltimas décadas.
Las propiedades finales dependen principalmente de la naturaleza quimica de la cadena
polimérica. Su uso se remonta a mediados del siglo XX con la incorporacion de
poli(metacrilato de metilo) (PMMA) a formulaciones dentales. Desde entonces los
materiales poliméricos se usan para un gran nimero de aplicaciones como son implantes
dentales, obtencion de protesis y dispositivos ortopédicos, sistemas de liberacion de
farmacos y un largo etcétera.” Su amplia difusion se debe en parte a la versatilidad de

éstos asi como a su relativo bajo coste.

1.2.- BIOMATERIALES POLIMERICOS.

Los polimeros para su aplicacion como biomateriales suelen clasificarse
dependiendo de su origen en dos grandes grupos, naturales y sintéticos. Los polimeros
naturales, o biopolimeros, mas importantes son los que se encuentran en los seres vivos
y se caracterizan por presentar homogeneidad molecular, en la ordenacién de las
unidades que lo forman. La gran variedad de polimeros naturales como la celulosa,

almidon, caucho, etc., los convierten en una fuente casi inagotable de materiales, sin
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embargo muchas veces su aplicabilidad se ve reducida por algunos problemas derivados
de su naturaleza, asi como por la gran versatilidad y disponibilidad en el disefio de
materiales sintéticos con propiedades seleccionadas casi a medida y que minimizan en

muchos casos la respuesta inmunoldgica asociada a los polimeros de origen natural.

Los polimeros sintéticos se obtienen por dos vias principalmente.® En la primera,
0 polimerizacion por adicion, la cadena polimérica crece por la incorporacion de las
unidades estructurales mediante mecanismos radicalarios o i6nicos, mientras que en el
segundo tipo, o polimerizacion por condensacién, las macromoléculas se forman
mediante reacciones entre moléculas bi o multifuncionales con la eliminacion de
moléculas méas pequefias como agua, HCI, etc. El método de preparacion del material
influye decisivamente en las propiedades finales del material variando sus

caracteristicas fisicoquimicas como pueden ser el peso molecular, densidad, etc.

Las posibilidades de obtener macromoléculas con propiedades especificas se
amplia ain mas cuando se lleva a cabo la polimerizacion de dos o mas mondmeros
diferentes, proceso denominado copolimerizacion. Las reacciones de copolimerizacion
son muy importantes tanto desde el punto de vista teérico como practico permitiendo
profundizar en el conocimiento de reactividad de los mondmeros, de los radicales, de
los iones carbonio, etc. Desde el punto de vista practico, la copolimerizacién permite
preparar un numero ilimitado de compuestos poliméricos variando la naturaleza y la
cantidad relativa de los monomeros en el medio de reaccion asi como la distribucion
secuencial de las unidades a lo largo de las cadenas, lo que permite el disefio de

compuestos con propiedades especificas para aplicaciones concretas.

Debido a esta gran versatilidad en su composicion y propiedades se encuentran
infinidad de aplicaciones clinicas en las que los biomateriales poliméricos juegan un
papel principal. La figura 1.1 muestra alguno de los dispositivos biomédicos mas usados
en la actualidad constituidos por materiales poliméricos.’
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Oido: Acrilicos, PE, siliconas, PVC.
Dentadura: acrilicos, UHMWPE, resinas epoxi.
Protesis faciales: Acrilicos, PVC, PU.

Tubos traqueales: Acrilicos, siliconas, nylon.
Corazén y componentes: Poliéster, siliconas, PVC.
Pulmaén, rifion e higado: Poliéster, polialdehidos, PVC.
Esdfago: PE, PP, PVC.

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

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

Prétesis de rodilla: UHMWPE, PMMA.

Figura 1.1 Aplicaciones méas comunes de los polimeros usados como biomateriales.

La seleccion de un polimero para su uso en aplicaciones quirdrgicas,
dermatoldgicas, ortopedicas, oftalmoldgicas, farmacéuticas, etc., viene determinado
principalmente por su estructura quimica y fisica. Es por eso que la caracterizacion de
estas propiedades sea una parte muy importante en el desarrollo de estos nuevos

materiales.

Los polimeros usados en el medio bioldgico se pueden clasificar en tres grandes

10 - e - - -
grupos.” La que podemos llamar primera generacion de biomateriales consisten en
sistemas bioestables con propiedades fisicas similares a las del tejido a reparar o
sustituir, con una respuesta a cuerpo extraio minimizada, o con la menor toxicidad
posible. Este tipo de materiales esta disefiado para aplicaciones a largo plazo donde la
pérdida de dichas propiedades a lo largo del tiempo se produzca en muy baja extension.
Algun ejemplo de estos polimeros son el PE y el PMMA, materiales ambos totalmente

aceptados y de uso normal hoy en dia.
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La segunda generacion de biomateriales se caracteriza principalmente por su
bioactividad, provocando en su entorno una reaccién controlada y participando en
procesos de union con tejidos vivos. Estos polimeros son ademéas bioabsorbibles o
biodegradables. Algunos ejemplos de estos materiales son las suturas a base de
poli(acido lactico), poli(acido glicolico) y sus respectivos copolimeros utilizados para la
obtencion de placas, tornillos y clavos ampliamente usados en reparacion ortopédica y

quirdrgica de naturaleza Osea.

En la década de los 90 surge la tercera generacion de biomateriales basados en la
combinacion de los caracteres bioactivos y bioabsorbibles de los biomateriales de
segunda generacién junto con el objetivo de ayudar a la regeneracion de los tejidos a
reparar o sustituir una vez implantados. Surge con ellos la ingenierfa de tejidos™* basada
en la preparacion de tejidos u Grganos vivos en procesos de reparacion y reemplazo,
usando células que se multiplican en matrices extracelulares de naturaleza polimérica de
origen natural o sintético. Otro ejemplo de biomaterial de tercera generacion son los
Ilamados materiales biomiméticos que combinan la quimica macro y supramolecular
con el fin de copiar aspectos biol6gicos como la organizacion de membranas celulares,

redes citoesqueléticas, etc., y aplicarlas al disefio y preparacion de nuevos biomateriales.

1.3.- FUNCIONALIZACION DE POLIMEROS CON MOLECULAS
BIOACTIVAS.

Como se ha visto, los polimeros poseen unas excelentes cualidades para su uso
en dispositivos biomédicos. Ademaés éstos pueden combinarse fisica y/o quimicamente
con otras biomoléculas tales como enzimas, anticuerpos, medicamentos o incluso
células vivas y microorganismos, para proporcionar sistemas biologicamente
funcionales.” Estos sistemas pueden presentarse tanto en disolucién como en estado
solido y actian como soportes de las biomoléculas mediante uniones covalentes o
ionicas. Los soportes solidos se presentan en muy diversas formas como fibras,
membranas, sistemas porosos, etc. Cuando estos sistemas son ademas hinchables en
medio acuoso se convierten en hidrogeles, pudiéndose utilizar como elementos de

liberacion controlada de las biomoléculas u organismos seleccionados.
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Existen principalmente tres métodos de inmovilizacion de estas biomoléculas en
funcion de las interacciones presentes entre el soporte y la sustancia a inmovilizar.*****°
En primer lugar se encuentran los métodos basados en procesos de adsorcién fisica
donde la molécula activa se encuentra adherida al sustrato mediante fuerzas de Van der
Waals, electroestaticas, etc. EI segundo tipo consiste en la inmovilizacion mediante
atrapamiento fisico en sistemas barrera, hidrogeles, etc. Por Gltimo, el método de anclaje
quimico conlleva la union covalente a sustratos solubles o superficies solidas que
pueden prepararse mediante modificacién y posterior funcionalizacién de las
superficies, o bien mediante polimerizacion de moléculas biolégicamente activas a
través de grupos polimerizables y que dejen accesibles la parte activa para su
interaccion con el medio fisioldgico. La figura 1.2 muestra esquematicamente algunos
de los métodos mas comunes para la preparacion de estas matrices poliméricas con la

funcionalidad unida quimicamente.

1. PREACTIVACION DE LA SUPERFICIE

|§ SOPORTE

F+>< — P« +o-@H -o<BH

2. UNION DIRECTA A LA SUPERFICIE \‘ ANCLAJE DIRECTO e o
P+ = Fo®H+><

3- PREACTIVACION DE LA BIOMOLECUL BIOMOLECULA
b+ +

F MONGOMERQ ACTIVADG
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Figura 1.2 Esquema representativo de los distintos métodos de inmovilizacion

covalente de biomoléculas.
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Las biomoléculas inmovilizadas pueden también unirse a las matrices
poliméricas a través de un grupo espaciador'® que proporciona mayor movilidad estérica
y por tanto mayor actividad, principalmente en el caso de moléculas pequefias. Estos
grupos espaciadores pueden ser también hidrolizables o biodegradables haciendo

posible la liberacion de la sustancia activa al medio fisioldgico."’

En estos sistemas polimero-biomolécula de anclaje quimico, la velocidad de
liberacion del farmaco o molécula activa viene controlada principalmente por la
velocidad de hidrolisis del enlace farmaco-soporte. EI modelo méas aceptado a la hora

del disefio de estos sistemas es el propuesto por Ringsdorf'®

que considera que el enlace
covalente que se produce entre el farmaco y el sistema polimérico debe establecerse a
través de grupos funcionales que puedan ser hidrolizados en un medio fisioldgico.
Gracias a la gran cantidad de posibilidades ofrecidas por la quimica macromolecular,
desde un punto de vista sintético es posible combinar propiedades como el caracter
hidrofilo e hidrofobo, la reactividad hidrolitica o incluso interacciones especificas con
enzimas y receptores. Como se muestra en la figura 1.3, el modelo tedrico sugerido por
Ringsdorf presenta tres componentes importantes que se pueden incorporar a sistemas
macromoleculares mediante copolimerizacion de los correspondientes mondémeros con

la composicidn adecuada para producir la mejor accion terapéutica.

( ESPACIADOR ) R

‘ GRUPO HIDROLIZABLE I
FARMACO '

R, = Grupo soluble: hidrofilo-hidrofobo
R, = Grupo orientador

Figura 1.3 Modelo de sistema polimero-farmaco con anclaje quimico.
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En general, el primer componente se disefia con el objetivo de proporcionar al
sistema un caréacter hidrofilo o hidréfobo adecuado para el lugar de accion. Para ello se
introducen en la cadena polimérica unidades comonoméricas en composicion y
distribucion microestructural capaces de modular el caracter hidréfilo tales como el
metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA), metacrilato de metilo (MMA), etc.

El segundo componente es el que soporta al agente bioactivo y que dota de
funcionalidad al polimero. Consiste en unidades incorporadas a la cadena polimérica en
la que la molécula bioactiva se une covalentemente bien directamente, o bien por medio
de grupos separadores de cadena que aumenten la flexibilidad y la movilidad de la
cadena lateral, disminuyendo el efecto estérico de los grupos vecinos, con lo que se
facilita la accién farmacol6gica del principio anclado. En general, los grupos
separadores son segmentos oxietilénicos para sistemas hidrofilos y cadenas
hidrocarbonadas para sistemas hidréfobos. Si la union de estos separadores de cadena
con el polimero o con el farmaco se produce a través de grupos hidrolizables tales como
anhidridos, carbonatos, ésteres, uretanos, ortoésteres y amidas,'® estos compuestos
pueden ser liberados al medio circundante actuando como sistemas liberadores de

farmacos.

Se puede introducir en el sistema un tercer componente para aplicaciones
especificas como un elemento comonomérico que le confiera una funcionalidad extra

como pueda ser un receptor de diana terapéutica, etc.?

I.4.- EUGENOL, PROPIEDADES Y ANCLAJE A SISTEMAS
POLIMERICOS.

Como se ha visto en el apartado anterior, la quimica macromolecular
proporciona un sinfin de posibilidades a la hora de obtener polimeros funcionalizados
dotados de propiedades especificas. Siguiendo esta filosofia ha surgido en las ultimas
décadas innumerables ejemplos de biopolimeros que han logrado un elevado porcentaje
de aceptacion y que muestran muy buenos resultados en los campos en los que se
aplican. Sin embargo, en la mayoria de los casos es imposible evitar ciertos procesos

asociados a su implantacion en el medio fisiol6gico como son las reacciones adversas
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de irritacion, inflamacion, etc. Las infecciones derivadas de su implantacion son
ademas, una de las principales causas de fallo en el implante de estos biomateriales.*
De hecho, la presencia de un cuerpo extrafio, como es un biomaterial sintético,
proporciona a priori un sitio preferente para el asentamiento de microorganismos.?” La
dotacion de propiedades analgésicas, antioxidantes y bactericidas, entre otras, a las
cadenas poliméricas para su incorporacion en nuevos dispositivos biomédicos supone

un reto en la actualidad para la aplicacion de estos materiales como implantes médicos.

En este sentido, la molécula de eugenol presenta unas caracteristicas bioldgicas
que le convierten en un candidato muy interesante para el desarrollo de este tipo de
dispositivos. El eugenol (4-alil-2-metoxifenol)®® constituye el componente principal (70
— 90 %) de los aceites esenciales de la planta del clavo Eugenia caryophyllata Thunb,
extrayéndose mediante digestion alcalina (10% NaOH) de la planta y posterior
destilacion. Este compuesto viene siendo usado desde el siglo XIX como agente
aromatico en una gran variedad de productos farmacéuticos y alimenticios. Pero su
principal aplicacién es como componente de cementos dentales en combinaciéon con

6xido de zinc (cementos ZOE).?

HO

MeO

Figura 1.4 Estructura quimica del eugenol (4-alil-2-metoxifenol).

La molécula de eugenol presenta unas propiedades muy interesantes para su uso
en materiales destinados a aplicaciones en cirugia ortopédica y dental. Este compuesto,
posee propiedades analgésicas y antiiflamatorias con capacidad de reducir el dolor en
tejidos préximos a la dentina, a pesar de no ser un verdadero analgésico local.?®
Ademas, el eugenol presenta una potente actividad antimicrobiana frente a
microorganismos tipicos en procesos carioticos. Posee también cierta actividad
antiagregante y antipirética.’®?’ La literatura recoge también la capacidad
antianafilactica de esta molécula mediante la prevencion de la degranulacion de

mastocitos causantes de reacciones de hipersensibilidad.?® Por Gltimo, el eugenol actda
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como agente antioxidante previniendo los procesos tipicos de peroxidacion de lipidos en
las primeras etapas de procesos inflamatorios®® actuando como agente captador de

radicales libres.

Debido a sus excelentes caracteristicas biologicas, el eugenol se ha usado desde
hace més de un siglo en materiales dentales.*® En la actualidad su uso esta ampliamente
extendido en combinacidn con 6xido de zinc como materiales de relleno de cavidades y
canales dentales, en los que el eugenol al reaccionar con el dxido de zinc juega el papel
de agente de obturacion, a la vez de agente calmante del tejido proximo al cemento. Sin
embargo, su introduccion en materiales poliméricos se ha visto muy limitada debido a la
presencia del grupo fenilico, el cual participa como agente captador de radicales libres,*
inhibiendo los procesos de polimerizacion radical necesarios para generar polimeros

acrilicos en presencia de eugenol.*

La modificacién quimica de la estructura de eugenol por incorporacion de restos
acrilicos hace posible minimizar este efecto sin apenas alterar sus efectos beneficiosos
permitiendo a los derivados de éste en de reacciones de polimerizacion en lugar de

inhibirlas y por tanto ampliar su uso en el campo de materiales dentales y ortopédicos.

1.5.- CEMENTOS ACRILICOS AUTOCURABLES EN
APLICACIONES DE TEJIDO DURO.

El cemento acrilico es el componente mas frecuentemente utilizado en cirugia
ortopédica para la fijacion de protesis articulares y como material de relleno de
cavidades 6seas.*® Los cementos acrilicos de PMMA se empezaron a utilizar por
primera vez en los afios 50 en aplicaciones de cirugia dental,** pero no fue hasta la
década de los 60 cuando su uso se extendid en cirugia ortopédica, para la fijacion
parcial o total de articulaciones de cadera y extendiéndose mas tarde a otras como la de
rodilla.*** En estos inicios, el cemento acrilico no actuaba como un agente de adhesién
entre el hueso y la protesis, sino como medio transmisor de esfuerzos entre la protesis
articular y el hueso, consiguiendo la fijacion de éste al tejido 6seo a través del relleno de
huecos existentes entre ambas superficies. Aunque es actualmente una técnica aceptada

en la implantacion de proétesis de cadera y de rodilla, en muchos casos las revisiones
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Ilevadas a cabo en pacientes en los que han sido implantadas, muestran la necesidad del

reemplazo de las protesis, produciéndose un gran coste econémico y social.

La fijacion de protesis mediante cementos 6seos se puede considerar como una
técnica de facil aplicacion, mostrando una buena adaptacion a cavidades de perfiles
complejos, creando una buena fijacion primaria entre el hueso y el implante,
permitiendo asi una rapida recuperacién del paciente. Sin embargo, la falta de fijacion
secundaria provoca el aflojamiento a largo plazo, siendo ésta su principal desventaja. La
reaccion de curado del cemento ademés es altamente exotérmica,®’ lo que puede
provocar necrosis celular en los tejidos circundantes. Por Gltimo, ha de considerarse la
toxicidad de productos liberados al medio fisiolégico como pueden ser restos de la
amina terciaria usada como activador, monémero residual, etc., y que pueden inducir

procesos inflamatorios y citotdxicos.

Los cementos acrilicos de curado en frio o autocurables, se preparan a partir del
mezclado de sus componentes comercializados en dos fases; una sélida, de composicion

principalmente polimérica y otra liquida, de naturaleza monomérica.

La fase solida esta constituida principalmente por particulas de poli(metacrilato
de metilo) (PMMA\), en una proporcion del 87-90 % p/p de la masa total de esta fase, en
forma de microparticulas preparadas mediante polimerizacion radical en suspension del
monomero. La distribucion de tamafios de particula y didmetro de éestas influye en la
homogeneidad del material final, siendo mayor cuanto menor es su tamafio. En algunos
casos se introducen copolimeros en porcentajes cercanos al 5% p/p con el fin de mejorar
algunas de las propiedades fisicas del material final. Otro componente de la fase sélida
es el iniciador radicalario que se afiade en un 2-3% p/p del total de la fase solida. Este
da lugar al inicio de la reaccion de polimerizacion siendo el mas frecuentemente usado
el peréxido de benzoilo (BPO). El 10% p/p restante de la fase sélida esta constituido por
un compuesto de naturaleza inorganica que actia como agente radiopaco para permitir
el posterior seguimiento radiolégico del cemento y su evolucion tras la intervencion
quirdrgica. Este componente es frecuentemente una sal u Oxido metalico, como el

sulfato de bario o el éxido de zirconio.*®
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La fase liquida por su parte, contiene el monémero polimerizable que, en la
mayoria de las formulaciones es el metacrilato de metilo (MMA), constituyendo el 97-
99% p/p de la masa liquida total. Para evitar el proceso de autopolimerizacion durante el
almacenamiento se le afiade 75-100 ppm de éter metilico de hidroquinona (EMHQ), que
actta como inhibidor. Como ultimo componente de la fase liquida, necesario para la
formulacion de los cementos 6seos acrilicos, esta el activador de la iniciacion radical,
que se afiade en un 1-3% p/p de la fase liquida, siendo el mas frecuentemente usado la
N,N-dimetil-4-toluidina (DMT).* Su funcién consiste en inducir la descomposicion del
iniciador a baja temperatura para dar lugar a radicales libres encargados de iniciar la

reaccion de polimerizacion del mondémero.

La figura 1.5 muestra un esquema de los componentes de una formulacion

convencional de cementos acrilicos autocurables.

Microparticulas de poli(metacrilato de metilo) (PMMA) 87-90 %
Iniciador (BPO) 2-3 %

FASE SOLIDA Agente radiopaco (BaSQ,, ZrO,) 10 %
J
| )
Monémero (MMA) 97-99 %
Inhibidor (hidroquinona) 75-100 ppm
J

Figura 1.5 Componentes de un cemento 6seo acrilico convencional.

El curado de los cementos Gseos acrilicos engloba tanto procesos fisicos como
quimicos y se inicia en el momento en el que se mezclan las fases sélida y liquida. En
un principio el cemento consiste en una masa viscosa gque en pocos minutos pierde
fluidez, observandose un importante cambio en su consistencia a lo largo de los 15-20
minutos que dura el proceso, hasta alcanzar el estado rigido.

Los procesos fisicos involucrados en el curado incluyen una serie de etapas

Ilamadas arenosa, fibrosa, pastosa y de fraguado o curado, en las que tienen lugar una
serie de fendmenos como la solvatacion de las particulas de PMMA por el MMA, la
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difusion de este hacia las particulas de PMMA, la disolucién parcial del polimero en el

monomero y la evaporacion del mondémero.

Los aspectos quimicos del fraguado de cementos Gseos acrilicos son bastante
complejos como consecuencia de la simultaneidad de varias reacciones quimicas. De
ellas, la reaccién principal es la polimerizacién en masa del mondémero, que da lugar a
la formacién de un material bifasico compuesto de particulas de PMMA embebidas en
una matriz de MMA polimerizado. La polimerizacion en masa del MMA es de tipo
adicion por via radical, con iniciacion activada a baja temperatura, seguida de las etapas

de propagacion y terminacion.

El sistema iniciador méas usado es el redox, formado por el peroxido de benzoilo
(BPO) y una amina terciaria, normalmente la N,N-dimetil-4-toluidina. EI mecanismo de
activacion con formacion de radicales libres primarios se representa en la figura 1.6.
Aunque este mecanismo no esta totalmente esclarecido, se admite de forma general la
formacion de un complejo ciclico entre las moléculas de la amina terciaria aromética y
las moléculas del iniciador, que posteriormente se descompone para dar lugar a la
formacion de radicales benzoato. Asi mismo, por espectroscopia ultravioleta del
polimero formado se ha detectado la formacion de radicales metil-amino que tiene lugar

por transferencia de un proton del grupo N-metilo.

La eleccion del PMMA como componente principal de los cementos déseos
acrilicos se debe principalmente a su bioestabilidad asi como a las posibilidades de
adaptacion que ofrecen las formulaciones prepolimerizadas. Sin embargo la necesidad
de dotar de distintas funcionalidades a las formulaciones de cementos dseos acrilicos ha
promovido el desarrollo de nuevas modificaciones que den como resultado un mayor

campo de aplicacion.

La modificacion tanto de la metodologia de preparacion como la composicion en
ambas fases solida y liquida, constituyen las vias mas prometedoras para mejorar las
prestaciones finales del material como puedan ser sus propiedades mecanicas,

modificacion de la porosidad, mejora de la biocompatibilidad, etc.
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Figura 1.6 Mecanismo de iniciacion redox BPO/amina de la reaccion de

polimerizacion de cementos 6seos acrilicos.

Dentro del &mbito de la mejora de las propiedades fisicas, los mejores resultados
se consiguen mediante la aplicacion de un ligero vacio a la masa polimerizante,
reduciendo asi la inclusion de aire y evitando la aparicion de burbujas y poros, que dan
lugar a una pérdida de propiedades mecénicas.”> También la aplicacion de relaciones
solido:liquido mayores conducen a la obtencién de temperaturas de curado méas bajas,

pero con una menor penetracion en los intersticios de la cavidad 6sea.*!

La adicion de nuevos componentes de distinta naturaleza a la fase sélida como
componentes biodegradables o compuestos que aumenten la porosidad, introducen

17



I. INTRODUCCION Luis Rojo del Olmo

avances significativos en cuanto a la mejora de respuesta tanto mecanica como

bioldgica de este tipo de cementos.*?

La sustitucion de las particulas de PMMA por otras de polimeros acrilicos con
mayor flexibilidad de cadena mejoran, entre otras caracteristicas, las propiedades
mecanicas del material, la temperatura de curado y la transmision de esfuerzos entre la
protesis y el hueso. En este sentido, la introduccion de manera total o parcial de
particulas de poli(metacrilato de etilo) (PEMA) conduce a la obtencidn de cementos con
mejores propiedades mecéanicas aumentando su ductilidad y la resistencia a la fatiga,
presentando ademas menor temperatura de curado® y niveles més bajos de monémero
residual** ademéas de una mejor respuesta del tejido circundante en términos de niveles

de necrosis, intensidad de procesos inflamatorios, etc.**°

La fase liquida por su parte también es objeto de modificaciones para mejorar las
propiedades finales de los cementos acrilicos. Una de las modificaciones con mejores
resultados es la sustitucion del activador de la iniciacién por otros de menor toxicidad.
Aunqgue no se ha demostrado que la DMT es intrinsecamente cancerigena, los estudios

revelan que causa alteraciones en los cromosomas*’#®

y es un claro inhibidor de la
sintesis de proteinas, interfiriendo en los procesos de mineralizacién.*® La obtencién de
nuevas aminas activadoras que disminuyen dicha citotoxicidad se presenta como un
campo de investigacion muy amplio. Compuestos tales como  4-

(dimetilamino)fenetanol,®

incluida en formulaciones comerciales (Sulfix 60), N,N-
dihidroxipropil-4-toluidina (Boneloc),” arilaminas, N,N-dimetilaminobencil alcohol y
metacrilato de N,N-dimetilaminobencilo,®**® disminuyen la actividad citotoxica, con

respecto a la N,N-dimetilamino-4-toluidina.

Por otra parte la adicion de nuevos mondémeros a la fase liquida, sustituyendo
parcial o totalmente el metacrilato de metilo, por otros monémeros de mayor peso
molecular o de propiedades diferentes, o la adicion de agentes de entrecruzamiento se
encuentra documentada en la literatura con resultados muy destacables en la mejora de

las propiedades mecanicas, aumento de niveles de biocompatibilidad, etc.

Como ya se ha comentado, los cementos acrilicos se comienzan a usar

clinicamente en el campo de la odontologia® aplicandose fundamentalmente en el
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relleno de cavidades producidas por caries, dientes artificiales y sistemas de adhesion,
extendiéndose posteriormente su uso en la cirugia ortopédica, a la fijacion de
componentes protésicos de cadera y rodilla. Igualmente se emplea en la fijacion de
prétesis de articulacion temporomandibular y para estabilizar el componente glenoideo
en dichas prétesis. El poli(metacrilato de metilo) se utiliza también en ocasiones, en las
reconstrucciones totales articulares tanto como sustancia cementante y como agente o

material de relleno cuando quedan huecos entre el implante y el hueso.>*

Mas recientemente, al comprobarse que la infeccidn consistia un problema serio
en la sustitucion protésica de cadera se desarrolla la idea de incorporar antibidticos al
cemento éseo. Asi, el antibidtico se encuentra disperso en las particulas de PMMA
sobre areas Oseas infectadas en la cirugia protésica de revision o en otras areas de
osteomelitis cronica y, de esta forma, se consigue que el antibidtico se libere

gradualmente manteniendo concentraciones activas durante varios meses.”

Los cementos acrilicos ademéas son ampliamente aplicados como material de

reparacion en cirugia craneofacial®

para la osteoplastia de defectos dseos en hueso
frontal y techo orbitario asi como para la reconstruccion de defectos masivos craneo-

6rbito-faciales® entre otras muchas aplicaciones reconstructivas.

Otra aplicacién importante de los cementos acrilicos es su utilizacion para el
tratamiento de algunos tumores. Esto, se basa en el hecho que durante el proceso de
fraguado se alcanza una temperatura elevada, lo cual llega a producir necrosis en el
tejido existente alrededor. Asi, se emplea para el tratamiento de tumores como el de
células gigantes yuxtaarticular, el cual, a pesar de su naturaleza esencialmente benigna,
presenta el problema de que el curetaje simple de la lesion presenta un elevado indice de

recurrencia a los cinco afios.*®

Los cementos acrilicos se utilizan también como agente de relleno en defectos

6seos y para estabilizar segmentos vertebrales, sobre todo a nivel cervical.*”®

Aunque no
es una fijacion perfecta, resulta Util en pacientes de baja demanda que no requieren
movilidad de ese segmento de la columna. Las fracturas patolégicas asociadas a la
osteoporosis han adquirido gran importancia en los ultimos afios debido a su elevada

frecuencia y al coste social que suponen anualmente, tanto desde el punto de vista
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econdémico como social. EI PMMA vy, més recientemente, los cementos de fosfato
calcico reabsorbibles, se muestran Utiles para aumentar el poder estabilizador de los
tornillos en el hueso osteopordtico. Tradicionalmente se aplica el PMMA antes de
introducir el tornillo, lo cual conduce a la existencia de capas de cemento muy variables
y a una pobre penetracion del cemento en el hueso. Aunque el PMMA tiene propiedades
adhesivas, funciona mas como un material de relleno si bien, el cemento que penetra en
el hueso trabecular puede incrementar la capacidad estabilizadora del tornillo. Las
vertebroplastias estan siendo evaluadas para el tratamiento de fracturas por compresién
en la vértebra osteoporoética donde, el PMMA, se introduce en el cuerpo vertebral por

via percutanea.®

Recientemente se ha desarrollado un nuevo uso del cemento dseo, consistente en
el recubrimiento de superficies articulares para favorecer el crecimiento del hueso y
cartilago alli donde existe dafio articular. En estudios preliminares, se ha visto que la
inyeccion de cemento en tales defectos facilita la formacion de hueso y cartilago

ademés de reparar la superficie articular.®*

Este trabajo recoge la formulacion de sistemas acilicos autocurables con
propiedades bioldgicas especificas obtenidas a partir de una fase sélida compuesta de
particulas esféricas de PEMA y de una fase liquida compuesta por metacrilato de etilo y
mondmeros derivados de eugenol, asi como la evaluacion de sus propiedades

fisicoquimicas, mecanicas y bioldgicas.

1.6.- CEMENTOS AUTOCURABLES EN APLICACIONES
DENTALES.

La odontologia moderna utiliza tres tipos fundamentales de materiales®® que son
los destinados a la impresion, las dentaduras y los materiales restauradores. La finalidad
de este ultimo grupo es la de corregir defectos y lesiones en la superficie dental. Dentro
del grupo de materiales restauradores se engloban los llamados cementos dentales que
son materiales que endurecen para actuar como bases aislantes, fundas cavitarias,

|.63

material de relleno o adhesivos de protesis a la estructura dental.”® Cuando el curado de

estos materiales tiene lugar mediante una reaccion acido-base los cementos resultantes
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se conocen como cementos AB® existiendo cinco tipos fundamentales clasificados
segun el tipo de vidrio béasico utilizado (figura 1.7). De ellos, sélo los cementos de
policarboxilato de cinc y los cementos de iondmero de vidrio se han utilizado
satisfactoriamente. Debido a su gran versatilidad, este Gltimo tipo de cementos ha sido
objeto de un gran desarrollo en los Gltimos afios convirtiendose gradualmente en

alternativa a los cementos de policarboxilato de cinc.

OXIDO DE CINC-EUGENOL

Il

POLICARBOXILATO
FOSFATO DE CINC @ | e )

Acido <:j/—\L|> : <:j/_\L‘> .
OXIDO DE CINC POI|a<_:|do
acrilico
2 VIDRIO DE @

FLUOROALUMINOSILICATO|
CEMENTO DE IONOMERO DE
SILICATO VIDRIO

Figura 1.7 Esquema de los cinco tipos principales de cementos dentales &cido-base.

Los cementos de iondémero de vidrio consisten en redes interpenetradas de
compuestos inorganicos (cristales de fluoroaluminosilicato calcico) y organicos
(polimeros de &cidos carboxilicos insaturados) formando una matriz con particulas de
vidrio embebidas en ellas.®***®® En las formulaciones originales el componente 4cido
constaba Unicamente de poli(acido acrilico). En la actualidad se utilizan tanto de manera
experimental como comercial, numerosas formulaciones en las que se ha variado esta
composicién para obtener materiales con mejores prestaciones. Algunas de estas
variaciones son por ejemplo, la incorporacion de homopolimeros de &cido fosférico
vinilico o de copolimeros de acido acrilico y &cido maléico, o itaconico. Estos &cidos se
afiaden con el objetivo de incrementar la reactividad de la fase liquida, disminuir la
viscosidad y reducir la tendencia a la gelificacion, etc. La fase sélida de los cementos
comerciales, se basa fundamentalmente en polvos de silice y alimina mezclados con

iones calcio, flior y en ocasiones iones fosfato. Ademas, los cementos ionémero de
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vidrio pueden contener otros aditivos encargados de controlar el proceso de curado,

tales como el 4cido tartarico.

Estos cementos dentales se dispensan como un sélido y un liquido, o Unicamente
como un solido que necesita de la mezcla con agua para iniciar la reaccion. El curado de
un cemento de ionémero de vidrio se produce principalmente debido a una reaccién de
neutralizacion que se inicia al mezclar cada una de las fases componentes del cemento o
bien mediante la adicion de agua sobre la fase sélida correspondiente. ElI cemento
curado consiste en una aglomeracion de particulas de vidrio rodeadas de un gel de silice
y una matriz amorfa entrecruzada de polisales de calcio y aluminio hidratadas. Los
cementos de iondmero de vidrio presentan ademdas la caracteristica de unirse

guimicamente al esmalte y la dentina durante el proceso de curado.

Otra de las ventajas de estos cementos es su capacidad de liberacion continuada
de fluoruro que previene la formacién de caries secundarias, ademas de presentar una
buena biocompatibilidad. Sin embargo la resistencia de estos cementos no es muy
elevada presentando otras desventajas tales como un tiempo de trabajo corto, curado
inicial lento y sensibilidad a la humedad. A pesar de estos inconvenientes la
combinacion de propiedades hace de los cementos ionémero de vidrio un material con
un gran nimero de aplicaciones en odontologia clinica como material de relleno y
restauracion de piezas dentales, agente de cementacion para sujecion de protesis y
aparatos de ortodoncia, sellador de fisuras, funda para cavidades producidas por caries y
en general como material restaurador estético. Existen ademas otras aplicaciones de este
tipo de cementos fuera del &mbito de la odontologia, en el campo de los biomateriales®®

como material de vendaje entablillado o como cemento 6seo.®”’

El uso de resinas acrilicas, por su parte esta muy extendido en el campo de la
odontologia abarcando multiples aplicaciones de las que cabe destacar los cementos de
restauracion, dientes artificiales, bases para protesis, fondos de cavidades y materiales

de obturacion provisional.®

La funcion de los cementos tradicionales es proporcionar retencién por
entrelazado entre las irregularidades menores de la superficie dentaria y la superficie de

la restauracion. De esto se deduce que las propiedades fisicas mas importantes son su
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resistencia compresiva y transversal ademas de tener baja solubilidad y en lo posible
adhesion al tejido dental. Entre la amplia gama de cementos disponibles en el mercado,
los basados en resinas, fundamentalmente de bis-GMA autopolimerizable, pueden
usarse para cementar cualquier tipo de restauracién permanente, aunque fueron
pensados en un principio para fijar puentes y férulas dentales. Como solo contienen una
pequefia cantidad de relleno de particula fina y presentan baja viscosidad, permiten

conseguir pequefios grosores de pelicula de cemento.

Los dientes artificiales por su parte, pueden fabricarse de porcelana o de resinas
acrilicas. Los dientes de porcelana no se unen quimicamente a la base acrilica de la
protesis y requieren retencion mecanica, 1o que a su vez exige espacio adecuado en la
base de la protesis, que normalmente existe en las protesis acrilicas. Los dientes de
resinas acrilicas forman una asociacion quimica adecuada con la base acrilica pero,
debido al alto nivel de entrecruzamiento del componente acrilico empleado en los
dientes, esta unién no es siempre fiable, por lo que a menudo se recomienda también en
estos dientes, retencion mecanica. Existen también dientes que emplean un agente de
entrecruzamiento de elevado peso molecular como el diuretano dimetacrilato, cargado
con un 27% de silice de microrelleno y que le confiere al material una resistencia a la
abrasion intermedia entre los dientes de porcelana y los dientes acrilicos

convencionales.

Los materiales para bases de las prétesis pueden construirse en acrilico, aleacion
de cromo-cobalto, acero inoxidable y ocasionalmente en aleacion de oro. En cualquiera
de los casos los materiales deben ser suficientemente rigidos para transmitir las fuerzas
oclusales al tejido de soporte de la forma maés repartida posible, a la vez que
suficientemente flexibles para soportar la concentracion de cargas, presentando a su vez
una buena resistencia a fatiga y al impacto, fuerzas éstas caracteristicas de los procesos
de masticacion. Estos materiales basados en polimetacrilato autopolimerizable se
utilizan en una relacién solido:liquido baja para facilitar el vaciado de la mezcla no
fraguada en el molde y tener suficiente tiempo para que el mondémero impregne y

difunda por las particulas de polimero, produciendo una matriz mas homogénea.

En el campo de las coronas y puentes, una alternativa para cavidades sin

retencion, especialmente cuando estan contraindicados los elementos retentivos porque
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la cavidad va a ser restaurada con un agente de sellado, es usar un material
confeccionado a base de polimetacrilato junto con otros materiales acrilicos como
diuretanos dimetacrilatos, butilmetacrilatos, etc. La fortaleza y la resistencia a la
abrasion de estos materiales, a pesar de no ser la ideal, es considerablemente mejor que

la de otros materiales disponibles en el mercado.
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I1. OBJETIVOS.

La basqueda de materiales dotados de mejor biocompatibilidad asi como accion
terapéutica en el campo dental, en traumatologia y cirugia ortopédica lleva a la
necesidad de desarrollar nuevos sistemas que potencien estas caracteristicas. La
finalidad principal de esta tesis doctoral es la obtencion de sistemas acrilicos derivados
de eugenol con actividad terapéutica y bactericida para su posterior incorporacion en
formulaciones autocurables de cementos dseos y dentales. Con este fin se plantean los

siguientes objetivos:

1. Modificacion quimica de la estructura del eugenol. Sintesis y caracterizacion de dos
nuevos derivados acrilicos del eugenol (EgMA y EEgMA) susceptibles de sufrir
reacciones de polimerizacion radical, evitando asi el carécter inhibitorio propio de la

molécula de eugenol.

2. Sintesis y caracterizacion de nuevos polimeros obtenidos a partir de los monémeros

de eugenol. Estudio de su reactividad tanto a alta como a baja conversion.

3. Preparacién y caracterizacion de sistemas copoliméricos de los mondmeros
derivados de eugenol con metacrilato de etilo (EMA) y metacrilato de 2-hidroxietilo
(HEMA), con propiedades antioxidantes y accion bactericida. Estudio de la reaccion

de copolimerizacion.

4. Evaluacién de la biocompatibilidad y de la bioactividad in vitro de los sistemas
poliméricos derivados de eugenol frente a cultivos celulares de fibroblastos
humanos y microorganismos comunes causantes de diversas afecciones en el campo

de la cirugia ortopédica y dental.

5. Formulacion y caracterizacién de sistemas acrilicos autocurables que incorporen los
derivados acrilicos de eugenol para su aplicacién como cementos 6seos acrilicos en
cirugia ortopedica y como resinas autocurables en odontologia con propiedades

especificas.
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6. Preparacion de cementos dentales de iondmeros de vidrio portadores de unidades
derivadas de eugenol con propiedades terapéuticas, como alternativa a las

formulaciones comerciales.
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CAPITULO 1. MATERIALES Y METODOS.

1.1- OBTENCION DE LOS MONOMEROS DERIVADOS DE
EUGENOL.

1.1.1.- REACTIVOS.

Para la sintesis de los derivados acrilicos de eugenol se usan los siguientes

reactivos:

Eugenol (Acros), utilizado sin purificacion previa.

2-cloroetanol (Aldrich).

Cloruro de metacriloilo (Aldrich), purificado por destilacion a 99 °C.

Trietilamina (Scharlau), purificada por reaccion con hidréxido potasico a reflujo,
durante 24 h y posterior destilacion a 86-89 °C.

Las sales, hidréxido sédico (Panreac), hidroxido potasico (Panreac) e ioduro potasico
(Panreac), utilizadas sin purificacion previa.

Los disolventes éter dietilico (SDS), hexano (SDS) y acetato de etilo (Fluka),

purificados mediante los procedimientos estandar.
1.1.2.- SINTESIS Y PURIFICACION DEL METACRILATO DE EUGENILO.

La obtencion del mondémero metacrilato de eugenilo (EgMA) se lleva a cabo

mediante reaccion de esterificacion del eugenol con cloruro de metacriloilo.

Para ello se disuelve el eugenol en éter dietilico seco (IM) a temperatura
ambiente. Seguidamente se aflade a la disolucion 50% de exceso de trietilamina como
catalizador de la reaccion y se mantiene bajo agitacion constante. A continuacion se
afiade gota a gota cloruro de metacriloilo en cantidad equimolecular con respecto a la
trietilamina, en atmoésfera de nitrogeno. Se mantiene la agitacion y se deja reaccionar la
mezcla durante 48 h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo la mezcla de

reaccion se filtra y se lava con una disolucion acuosa de hidroxido sédico (5% p/v) y
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con agua destilada hasta pH neutro. Por ultimo, se seca la fase organica final usando
sulfato sodico anhidro y el disolvente se evapora a presion reducida hasta pesada
constante. El producto bruto obtenido se cromatografia sobre gel de silice con mezclas
hexano:acetato de etilo (9:1) como fase moévil, eluyendo en primer lugar la fraccion

correspondiente al metacrilato de eugenilo.

1.1.3.- SINTESIS Y PURIFICACION DEL METACRILATO DE
ETOXIEUGENILO.

La sintesis del metacrilato de etoxieugenilo (EEgMA) procede en dos pasos. En
primer lugar se lleva a cabo la sintesis del 2-eugenil etanol aplicando una reaccion tipo
Williamson' por tratamiento del eugenol con 2-cloroetanol en un medio hidroalcohélico
de acuerdo con el siguiente protocolo: se prepara una disolucién de eugenol en etanol y
se mezcla con una disolucion de KOH al 50% en exceso con respecto al eugenol y un
0,5% de KI como co-catalizador. La mezcla se lleva a reflujo y se afiade, bajo corriente
de nitrogeno y gota a gota, una cantidad estequiométrica de 2-cloroetanol, disuelto en
etanol. La mezcla se mantiene a reflujo durante 24 horas, tras las cuales el producto
obtenido se filtra y se extrae con éter dietilico, secandolo finalmente con sulfato
magnésico anhidro durante 24 horas. El producto se aisla por extraccion del disolvente a
presion reducida y se cromatografia sobre gel de silice con mezclas hexano:acetato de
etilo (7:3) como fase movil, eluyendo en segundo lugar la fraccion correspondiente al 2-

eugenil etanol.

El segundo paso lleva consigo la reaccion de esterificacion del 2-eugenil etanol,
que se realiza mediante disolucién del mismo en éter dietilico (1M). Se afiade a la
disolucion un 50% de exceso de trietilamina como catalizador de la reaccion y se
mantiene bajo agitacion constante. A continuacién se afade gota a gota cloruro de
metacriloilo en atmdsfera de nitrégeno, en cantidad estequiométrica con respecto a la
trietilamina. Se mantiene la agitacion y se deja reaccionar durante 48 h a temperatura

ambiente.

La mezcla de reaccion se filtra para separar el clorhidrato de amina formado y se
lava con una disolucion acuosa de hidréxido sédico (5% p/v) y con agua destilada hasta

pH neutro.
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Finalmente el producto de reaccién se aisla por extraccion del disolvente a
presion reducida y se purifica mediante columna cromatografica con mezclas de
hexano:acetato de etilo (9:1) como fase movil, eluyendo en primer lugar la fraccion

correspondiente al metacrilato de etoxieugenilo.

1.1.4.- CARACTERIZACION DE LOS MONOMEROS DERIVADOS DE
EUGENOL.

La estructura y pureza tanto de los reactivos, productos intermedios y
mondmeros se determinan a través de técnicas de Resonancia Magnética Nuclear de
Protén y Carbono 13, RMN "H y RMN "*C. Para la correcta asignacién de las bandas,
se lleva a cabo también experimentos de resonancia bidimensional de correlacion 'H-
B¢, (HMQC, Heteronuclear Multiple Quantum Correlation), en un equipo Varian XL
300. Las muestras a analizar se disuelven en cloroformo deuterado (10% p/v para 'H y

25% p/v para °C) y se registran los espectros a 25 °C.

Paralelamente se realizan sendos analisis mediante Espectroscopia de Infrarrojo
con Transformada de Fourier por Reflectancia Atenuada ATR-FTIR. Para ello se
deposita una capa delgada de cada mondmero sobre el dispositivo de medida del equipo
y se registra el espectro. El equipo usado para realizar este analisis es un Perkin-Elmer

Spectrum One.

El punto de fusiéon de ambos mondémeros se determina mediante un calorimetro
diferencial de barrido, DSC7 (Perkin Elmer) conectado a un sistema de analisis de datos
térmicos TAC 7/DX, previamente calibrado mediante patrones de indio y zinc. El rango
de barrido para este estudio va de -20 a 60 °C con una velocidad de calentamiento de 10

°/min.
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1.2.- SISTEMAS POLIMERICOS DERIVADOS DE EUGENOL.

1.2.1.- OBTENCION DE POLIMEROS Y COPOLIMEROS SOLUBLES.

1.2.1.1.- REACTIVOS.

En la obtencion de los polimeros y copolimeros se utiliza:

Metacrilato de etilo (EMA) (Acros), purificado por destilacion a presion reducida con el
fin de eliminar el monometil éter de hidroquinona afiadido como inhibidor de la
polimerizacion.

Metacrilato de eugenilo (EgMA), mondmero de sintesis (ver apartado 1.1.2).
Metacrilato de etoxieugenilo (EEgMA), mondmero de sintesis (ver apartado 1.1.3).
Azobisisobutironitrilo (AIBN) (Fluka), como iniciador radicalario, purificado por
recristalizacion en metanol.

Tolueno (Merck), como disolvente, utilizado tal y como lo suministra el proveedor.
Hexano (SDS), como medio precipitante, utilizado tal y como lo suministra el

proveedor.

1.2.1.2.- REACCIONES DE POLIMERIZACION Y COPOLIMERIZACION.

Tanto la obtencion de los polimeros poli(metacrilato de eugenilo) (PEgMA),
poli(metacrilato de etoxieugenilo) (PEEgMA) y poli(metacrilato de etilo) (PEMA),
como la de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) se realiza
mediante polimerizacion radical utilizando tolueno como disolvente y AIBN como
iniciador radical. Para la sintesis de los copolimeros, el intervalo elegido de fraccion
molar en la alimentaciéon es de 0,2 a 0,8. Asi, se disuelven en un frasco de Pirex los
respectivos monémeros EMA y/o EgMA y/o EEgMA en tolueno (1 moll") y se afiade
un 1% p/p de AIBN, respecto al peso total del mondmero. La disolucion resultante se
mantiene a 50 °C hasta que la conversion de la reaccidon no supere el 10% p/p.
Paralelamente los homopolimeros se obtienen a alta conversiéon en estas mismas

condiciones manteniendo la reaccion durante un tiempo de 24 h.
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Con el fin de detener la reaccion se hace precipitar la mezcla de reaccion sobre
un exceso de hexano con agitacion magnética enérgica. De este modo es posible separar
los restos de mondémero y de iniciador, que son solubles en este medio. Una vez
precipitado el polimero, el producto de reaccion se separa mediante filtracion. En todos
los casos se obtiene un sélido en forma de polvo blanco que se seca a vacio hasta pesada

constante.
1.2.1.3.- CARACTERIZACION DE LOS HOMOPOLIMEROS Y COPOLIMEROS.

La estructura y pureza de todos los polimeros obtenidos se determina mediante
las técnicas de RMN 'H y RMN "C convencional, asi como de resonancia
bidimensional (HMQC) de correlacién 'H-"°C, en un equipo Varian XL 300. Las
muestras se preparan en cloroformo deuterado (25% p/v) y se registran los espectros a
25 °C. La fraccién molar de metacrilato de etilo en los respectivos copolimeros se
calcula teniendo en consideracion la integral de las sefiales de los protones oxietilénicos
correspondientes a esta unidad monomérica. La fraccion molar de las unidades
monomeéricas EgMA y EEgMA se calcula teniendo en consideracion las integrales tanto
de las sefiales correspondientes a los protones alilicos como las correspondientes a los
protones aromaticos. Con los valores de dichas integrales y haciendo uso de la ecuacion
1.1 se calculan las fracciones molares de EgMA o EEgMA en cada copolimero, asi

como las de EMA, por diferencia hasta uno.

IMI/
f(M,)= N°H” Ecl.1
IM/ +1M/
NeH' T/ NoH”

donde (M) es la fraccion molar en el copolimero de la unidad monomérica derivada

de eugenol; /) es el valor de la integral correspondiente a las sefiales de la unidad
monomérica derivada de eugenol; /), es la integracion de las sefiales asignadas a los
protones de la unidad monomérica EMA; N° H' el niimero de protones al que

corresponde cada senal.

Las medidas de las propiedades térmicas se realizan en un calorimetro

diferencial de barrido DSC7 (Perkin Elmer) conectado a un sistema de analisis de datos
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térmicos TAC 7/DX. Para ello, se depositan 15 mg de muestra seca de los distintos
materiales en el interior de capsulas de aluminio selladas y se calientan a velocidad
constante de 10 °C/min con un flujo de N, de 50 ml/min en el intervalo de temperaturas
de -10 a 200 °C. El calibrado de temperaturas del aparato se lleva a cabo con patrones
de indio y zinc. La temperatura de transicion vitrea (T,) se toma como el punto medio
de la transicion de la capacidad calorifica observada en el termograma correspondiente
al segundo barrido.” Este estudio se realiza por duplicado para constatar la validez del

método.

El estudio térmico se completa mediante el andlisis termogravimétrico de los
distintos materiales, con el que se evalia la descomposicion térmica de los
correspondientes homo y copolimeros mediante una termobalanza TGAQS500 (TA
Instruments). Para ello se registra la pérdida de peso de cada una de las muestras
sometidas a un ritmo de calentamiento constante de 10 °C/min entre 40 y 600 °C,
manteniendo un caudal de flujo de N, de 50 ml/min en el interior del horno. Este

estudio se realiza por duplicado para constatar la validez del método.

A través de Cromatografia de Exclusion de Tamafios (SEC, de sus siglas en
inglés) se determina el peso molecular promedio en numero (E), peso molecular
promedio en peso (WW) y la polidispersidad (Ww/ M7n) de los copolimeros (GPC
Waters Alliance GPCV 2000 conectado a un detector de indice de refraccion). Para eluir
las muestras con una velocidad de flujo de 1 ml'min” en cloroformo grado HPLC, se
utiliza un juego de columnas de Styragel de 10%, 10° y 500 A de tamafio de poro,
termostatizadas a 25 °C. El calibrado del equipo se lleva a cabo con muestras
monodispersas de poliestireno y poli(metacrilato de metilo) (Polymer Laboratories). Las
muestras se disuelven en cloroformo grado HPLC (10 mg:ml™) y la disolucién obtenida
se filtra con un filtro de teflon (Whatman) de 0,45 pum de tamafio de poro. Este estudio

se realiza por duplicado para constatar la validez del método.
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1.2.2.- OBTENCION DE POLIMEROS Y COPOLIMEROS INSOLUBLES EN
MASA, A ALTA CONVERSION.

1.2.2.1.- REACTIVOS.

Para la obtencion de estos sistemas poliméricos se usan los siguientes reactivos:

Metacrilato de etilo (EMA) (Acros), purificado por destilacion a presion reducida con el
fin de eliminar el monometil éter de hidroquinona afiadido como inhibidor de
polimerizacion.

Metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) (Aldrich), purificado por destilacion a presion
reducida con el fin de eliminar el monometil éter de hidroquinona anadido como
inhibidor de polimerizacion.

Metacrilato de eugenilo (EgMA), mondmero de sintesis (ver apartadol.1.2).

Metacrilato de etoxieugenilo (EEgMA), mondmero de sintesis (ver apartadol.1.3).
Azobisisobutironitrilo (AIBN) (Fluka) como iniciador radicalario, purificado por
recristalizacion en metanol.

Hexano (SDS), para el lavado de los polimeros, utilizado tal y como lo suministra el

proveedor.

1.2.2.2.- REACCION DE POLIMERIZACION.

La obtencion de los polimeros poli(metacrilato de etilo), poli(metacrilato de 2-
hidroxietilo), poli(metacrilato de eugenilo) y poli(metacrilato de etoxieugenilo) (PEMA,
PHEMA, PEgMA y PEEgMA), asi como la de los copolimeros p(EMA-co-EgMA),
p(EMA-co-EEgMA), p(HEMA-co-EgMA) y p(HEMA-co-EEgMA), se lleva a cabo
mediante polimerizacion radical en masa de los respectivos monomeros EMA, HEMA,

y/o EgMA, EEgMA.

Para la sintesis de los copolimeros el intervalo de fraccion molar en la
alimentacion de ambos mondmeros es de 0,2 a 0,8. Se preparan las correspondientes
mezclas de mondmeros en funciéon de la composicidon, se vierten en recipientes
cilindricos de polipropileno y se afiade respectivamente un 1% p/p de AIBN, respecto al

peso de ambos monomeros. Se satura el correspondiente medio de reaccion con
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nitrogeno y se cierra con un tapon. Seguidamente se calientan los recipientes a 70 °C
durante 2 horas para después mantenerlos a 60 °C durante 46 horas. Una vez alcanzado
este tiempo se dejan enfriar, se extraen las muestras que se lavan con hexano bajo
agitacion durante 24 horas y posteriormente con agua destilada. Finalmente se secan a

vacio hasta pesada constante.

1.2.2.3.- CARACTERIZACION DE LOS HOMOPOLIMEROS Y COPOLIMEROS.

La caracterizacion de los copolimeros derivados de eugenol sintetizados en masa
a alta conversion, se realiza mediante técnicas de Espectroscopia de Infrarrojo con
Transformada de Fourier por Reflectancia Atenuada (ATR-FTIR). Para ello se deposita
una muestra del correspondiente copolimero sobre la ventana del equipo ejerciendo una
presion controlada sobre €ste para asi asegurar un buen contacto ventana-polimero. El

equipo usado para realizar este andlisis es un Perkin-Elmer Spectrum One.

La determinacion de las propiedades térmicas se realiza segiin la metodologia

descrita en el apartado 1.2.1.3.

1.2.2.4.- DETERMINACION DE LA DENSIDAD.

La densidad de los polimeros se determina mediante el método de flotacion y
determinacion picnométrica usando una disolucion saturada de nitrato calcico a 25 + 0,1
°C. Para ello se colocan entre cinco y diez fragmentos de pelicula de cada polimero en
agua y se adicionan sucesivos volimenes de una disolucion saturada de nitrato célcico
hasta hacer flotar los fragmentos de pelicula. La densidad de la mezcla final, que

coincide con la densidad del polimero, se determina mediante pesada en un picnémetro.

1.2.2.5.- DETERMINACION DE LA FRACCION SOLUBLE.

Para el célculo de la fraccion soluble se preparan tres discos de cada uno de los
polimeros PEgMA, PEEgMA PHEMA y PEMA asi como de los copolimeros p(EMA-
co-EgMA), p(EMA-co-EEgMA), p(HEMA-co-EgMA) y p(HEMA-co-EEgMA)
obtenidos en masa y se someten a una extraccion continua en tolueno caliente mediante

un extractor Soxhlet. Tras 48 horas de tratamiento se sacan las muestras de polimero y
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se secan a vacio hasta pesada constante. El tanto por ciento de fraccion soluble presente

en los respectivos sistemas se calcula mediante la ecuacion 1.2.

sol

B _Pf
= -100 Ec. 1.2
P

i

donde Fj,; es la fraccion soluble presente en el polimero; P; es el peso inicial de la
muestra; Py es el peso seco de la muestra tras su tratamiento mediante extraccion

Soxhlet.
1.2.2.6.- REOLOGIA DE SISTEMAS ENTRECRUZADOS.

Los polimeros y copolimeros sintetizados en masa se caracterizan mediante
medidas de viscoelasticidad dindmica con un redmetro rotacional de esfuerzo
controlado (Gemini, Bohlin Rheology AB, Luna, Sweden), como el que se muestra en
la figura 1.1. Se emplea la geometria de platos paralelos (¢ =15 mm) en modo de
cizalla, que permite determinar el modulo de almacenamiento G’, el médulo de pérdidas
G” y la tangente de pérdidas tan 8, de cada material ensayado.** Las medidas se
realizan a 37 = 1 °C por triplicado sobre discos de 15 mm de didmetro y 1-2 mm de
espesor de los polimeros PEMA, PEgMA, PEEgMA asi como de los copolimeros
p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA), hinchados hasta el equilibrio en tert-butanol,
que se determina gravimétricamente hasta alcanzar pesada constante. Cada muestra se
deja equilibrar al menos en el interior del redmetro durante 10 minutos antes de cada
medida. Para evitar la evaporacion del tert-butanol, la celda que contiene las muestras se

cierra con una trampa saturada de disolvente.

B).

Figura 1.1 4) Reometro BOHLIN INSTRUMENTS GEMINI usado para las medidas de

viscoelasticidad lineal. B) Esquema de la geometria de platos paralelos.
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Se realizan dos tipos de experimentos, primero se determina la zona de
viscoelasticidad lineal con la ayuda de un barrido de momento de torsion, o barrido de
amplitudes. Una vez fijado el momento de torsion se realiza un barrido de frecuencias

desde 0,1 hasta 10 Hz en condiciones isotermas.

1.2.2.7.- COMPORTAMIENTO IN VITRO DE LOS COPOLIMEROS A ALTA
CONVERSION. HUMECTABILIDAD, GRADO DE HIDRATACION Y
LIBERACION DE EUGENOL DE LOS POLIMEROS DERIVADOS DE EUGENOL.

Para la evaluacion de la humectabilidad de los distintos copolimeros se realizan
medidas del dngulo de contacto sobre la superficie de éstos mediante el método de gota
en reposo (Sessile Drop), utilizando un goniéometro G10 (KRUS). Para ello se utilizan
liquidos de naturaleza polar y no polar, de tension superficial conocida, como son el
agua (y. = 72,8 mJ/m?) y el diiodometano (y. = 51,8 mJ/m?). La cantidad de liquido que
se deposita sobre la superficie es de 5 pl, dosificados con una jeringa conectada a un
tornillo micrométrico. Se determina el angulo de contacto entre las superficies y el
liquido correspondiente al menos en 10 zonas de las mismas, calculando posteriormente
el valor promedio. La determinacion de la tension superficial se realiza aplicando el

método de Owens.’

Con el fin de estudiar el grado de hidratacion de estos copolimeros se preparan
tres discos de cada uno de los distintos polimeros PEgMA, PEEgMA y de los
copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA), obtenidos en masa, de 0,5 mm
de espesor y se sumergen en una disolucion tampon de fosfato, PBS, 0,1M, pH = 7,4
(Sigma). Una vez sumergidos los discos en el medio, se incuban a 37 °C para simular
las condiciones fisiologicas. Se extrae la muestra a distintos tiempos, se seca su

superficie cuidadosamente con papel de filtro y se pesa.

El porcentaje del grado de hidratacién a cada tiempo se calcula mediante la

ecuacion 1.3.

P, -P
H=-2—5-100 Ec. 1.3
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donde H es el grado de hidratacion; Py es el peso de la muestra hinchada a tiempo ¢ y Ps

es el peso inicial de la muestra seca.

Para el ensayo de liberacion de eugenol, se preparan discos por triplicado de los
polimeros PEgMA, PEEgMA y de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-
EEgMA) obtenidos en masa, de 0,5 mm de espesor sumergiéndolos en 5 ml de
disoluciones tampoén de pH de 7 y 10 respectivamente. La correspondiente disolucion
tampon se mantiene a 37 °C, renovandose completamente el medio cada 7 dias. Cada
alicuota de medio extraido se analiza mediante espectroscopia UV-VIS en un equipo

Perkin-Elmer Lambda 16.
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Figura 1.2 Espectro de absorcion del eugenol en disolucion acuosa de NaOH 0,1 M.

La concentracion de eugenol liberada al medio se determina por medidas de
absorbancia a 294 y 245 nm, donde el eugenol presenta sus maximos de absorcion
(figura 1.2), aplicando la ecuacion de Lambert-Beer (A = ¢1-C, siendo ¢ el coeficiente
de extincion molar, / el camino optico en cm y C la concentracion) y utilizando una
recta de calibrado previamente obtenida, a partir de disoluciones de concentracion

conocida (figura 1.3).
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Figura 1.3 Rectas de calibrado para el eugenol obtenidas a 294 nm (r = 0,999) y a 245
nm (r = 0,999).

1.3.- ESTUDIOS DE BIOCOMPATIBILIDAD IN VITRO DE LOS
DERIVADOS ACRILICOS DE EUGENOL.

El analisis de la biocompatibilidad in vitro de los distintos sistemas derivados de
eugenol se realiza a partir de una serie de experimentos, que pueden englobarse en tres
grupos. El primero tiene por objetivo analizar la citotoxicidad de los mondémeros
empleados para la sintesis de los distintos sistemas poliméricos. El objetivo del segundo
grupo consiste en la evaluacion de la toxicidad de los propios polimeros, debido a la
posible liberacion de componentes toxicos que puedan afectar cuantitativa o
cualitativamente al cultivo celular. Por ultimo, el tercer grupo de ensayos tiene como
objetivo el estudio del establecimiento del cultivo, la proliferacion y la muerte de las
células que lo componen, cuando la siembra se realiza directamente sobre la superficie
de los materiales poliméricos, obteniendo informacion asi de la compatibilidad de las

superficies de los distintos materiales, con la adhesion celular.

En los diferentes ensayos realizados se usan los monémeros EgMA y EEgMA

sintetizados segun el apartado 1.1. Los polimeros a su vez, se sintetizan seguin el
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procedimiento descrito en el apartado 1.2.2 usando moldes cilindricos para obtener un
tamano de disco, cercano a los 15 mm de didametro, que se corresponde con el didmetro
de los pocillos de una placa de cultivo de 24 pocillos, utilizada como soporte en los

diversos estudios de biocompatibilidad.

En estos ensayos, se emplean discos Thermanox® (TMX) (Labclinics), como
control negativo, y una disolucion acuosa de triton x-100 (Aldrich), como control
positivo. Como cultivo de células adherentes se emplea un cultivo primario de
fibroblastos embrionarios humanos cedido por Centro Nacional de Microbiologia del
Instituto de Salud Carlos III (Madrid), y cuyo mantenimiento y multiplicacion se realiza
empleando medio minimo esencial de Eagle modificado con HEPES [4cido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazino etanosulfonico] (MEM; Sigma) suplementado con un 10% de
suero fetal bovino (Gibco), con un 2% de glutamina 200 mM (Sigma) y un 1 % de una
disolucion de penicilina-estreptomicina (10.000 U/ml penicilina y 10 mg/ml
estreptomicina; Sigma). Los cultivos se mantienen y multiplican a 37 °C y una
atmosfera con un 5% de CO, sobre frascos de cultivo de 25, 75 y 175 cm® suministrados

al igual que el restante material plastico por Sarstedt.

Al alcanzar la confluencia en un periodo de tiempo que oscila entre 4 y 7 dias
desde la siembra, las muestras se subcultivan en una proporcion de 1 a 3. Para
completar el pase o subcultivo se emplea tampon fosfato salino de Dulbecco (PBS,
Sigma), como medio de lavado, y una disolucion de tripsina-EDTA (Sigma), como
agente enzimdtico que permite despegar las células de la superficie del frasco.
Posteriormente se adiciona MEM, para inactivar la tripsina, y se centrifuga el contenido
de los frascos a 2000 r.p.m durante 5 minutos. El sedimento resultante de esta
centrifugacion se resuspende con MEM para posteriormente distribuirlo equitativamente

en tres nuevos frascos.

La totalidad de los reactivos y medios de cultivo empleados en el mantenimiento
y multiplicacion de los cultivos celulares son filtrados previo a su uso, empleando filtros

de 0,22 um Miles-GP® (Millipore).

El recuento celular previo al subcultivo o al establecimiento de los distintos

ensayos realizados se completa utilizando una disolucion al 0,4% de azul tripan (Sigma)
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como tinte, y una camara de recuento celular Neubauer, que tras su observacion al

microscopio Optico invertido permite determinar la densidad de células de las muestras.

Todos los materiales usados se esterilizan, previo a su estudio, con 6xido de

etileno.

Test estadistico de significancia ANOVA: El anélisis estadistico de los resultados

obtenidos en el estudio de la biocompatibilidad in vitro de los derivados acrilicos de

eugenol se lleva a cabo por un analisis de la varianza (ANOVA).

1.3.1.- CITOTOXICIDAD DE MONOMEROS.

Este apartado describe el estudio de la toxicidad de los mondémeros EMA,
EgMA y EEgMA, asi como del eugenol, mediante el uso del reactivo MTT (Sigma),’
[bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio].

Para realizar este ensayo se preparan en condiciones de esterilidad, disoluciones
madre al 3% pp de cada una de las sustancias a ensayar (mondémeros y eugenol) en
medio de cultivo desprovisto de suero fetal bovino.” Tras sucesivas diluciones se
preparan de cada una de ellas, una serie de disoluciones (n = 8) hasta alcanzar el
0,0001% p/p. Dado la naturaleza hidroéfoba de los compuestos EgMA, EEgMA vy
eugenol, las disoluciones madres se preparan afiadiendo Tween 80 como agente
tensioactivo, en una proporcion aditivo:surfactante de 3:1. Con el fin de detectar la
posible aparicion de artefactos en los resultados se evalua también la toxicidad del

Tween 80 por separado considerandola como control negativo.

Paralelamente, se realiza la siembra de células, utilizando medio de cultivo
completo fresco a una concentracion de 1,1-10° células/ml, sobre placas de 96 pocillos.
Tras adicionar 100 pl de concentrado de células en cada uno de los pocillos y mantener
estas placas durante 24 h a 37 °C en atmosfera de CO; al 5%, se intercambia el medio
de cultivo por la correspondiente disolucion de mondmero y/o eugenol, incubandose las

placas posteriormente durante otras 24 h en las mismas condiciones.
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Transcurrido este tiempo, se retira el contenido de los pocillos y se sustituye por
una disolucion filtrada del reactivo MTT en medio fresco al 10%, preparada a partir de
otra disolucion previa en PBS en concentracion de 5 mg/ml. Tras la adicion, la placa se
mantiene de nuevo a 37 °C, durante 4 h. Tras este tiempo se extrae el contenido de los
pocillos y se afiaden en cada uno de ellos 100 pl de dimetil sulfoxido (DMSO), con el
fin de disolver los cristales de formazan que se puedan haber formado. Tras una
agitacion vigorosa de 20 s se realiza la lectura de densidad oOptica a 570 nm, donde el
MTT presenta el maximo de absorbancia (figura 1.4), con una longitud de onda de

referencia de 630 nm, en un lector de placas Biotek ELX808IU (figura 1.6).

Absorbancia

N—

450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Figura 1.4 Espectro de absorbancia del reactivo MTT.

Con los datos de densidades Opticas obtenidas y aplicando la ecuacion 1.4, se

obtienen los valores de los porcentajes de viabilidad celular relativa (VR),

_Do, -DO,

VR 100 Ec. 1.4

C

donde, DOy, DOg y DO¢ son las medidas de densidad optica de la muestra, el blanco
(medio introducido en pocillos sin células) y el control negativo, respectivamente. Con
el fin de calcular la concentracion inhibitoria media ICsy se construye una curva de
concentracion de la dosis frente a viabilidad celular relativa. La concentracion que

produce la muerte del 50% de las células presentes en el control negativo se define

49



CAPITULO 1. Luis Rojo del Olmo

como concentracion inhibitoria media, ICso. Esta concentracion ICsy es el parametro
habitualmente utilizado para cuantificar la toxicidad de un farmaco u otro tipo de

aditivo.

1.3.2.- LIBERACION DE COMPONENTES. ENSAYO MTT.

El ensayo MTT se emplea frecuentemente en la evaluacion de la toxicidad del
material derivada de la liberacion de algun tipo de componente citotoxico (productos de
su degradacion, mondmero residual, etc.)8 al medio de cultivo en el que se desarrollan
las células. En este caso de nuevo se hace uso de una disolucion del reactivo MTT en
tampon PBS en concentracion 5 mg/ml. Esta disolucion se filtra y se diluye al 10% en

medio fresco para obtener asi la disolucion de trabajo que contiene el MTT.

Para llevar a cabo este ensayo se utilizan en condiciones de esterilidad, cuatro
discos de cada uno de los polimeros PEMA, PEgMA y PEEgMA asi como de las
composiciones 80:20, 60:40, 50:50, 40:60, 20:80 de los respectivos copolimeros
p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA). Como control negativo se usan discos de
TMX. Cada uno de ellos se sumerge en 5 ml de medio de cultivo completo a 37 °C y en
agitacion. Transcurridos 1, 2 y 7 dias en estas condiciones, se extrae dicho medio
(eluyente) para su uso posterior, siendo sustituido en cada caso por otro fresco (figura
1.5). En el ensayo se incluye también como control positivo una disolucion al 0,5% de
triton x-100 en MEM, y el blanco consistente en una serie de muestras de medio
completo adicionadas a pocillos en los que no se sumerge ningun material. Una vez
extraidos cada uno de los eluyentes se prepara un concentrado de células en medio
fresco completo a una concentracion de 1,1-10° células/ml y se realiza con ¢l la siembra
sobre placas de 96 pocillos. Para ello se adicionan 100 pl de concentrado de células en
cada uno de los pocillos y se cultivan a 37 °C con una atmosfera de CO, al 5%.
Transcurridas 24 h de la siembra se intercambia el medio de cultivo por los eluyentes
previamente extraidos, de tal modo que por cada disolucion eluyente se rellenan 4
pocillos, obteniendo asi un total de 16 réplicas por material. Las placas se incuban

durante otras 24 h en las mismas condiciones.
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Figura 1.5 Esquema de un ensayo tipo MTT para evaluar la liberacion de componentes

Lectura de absorbancias
a 570 nm (Ref: 630 nm)

citotoxicos. Los eluyentes recogidos a 1, 2 y 7 dias se emplean para cultivar células y

evaluar espectroscopicamente su efecto sobre el cultivo.

Posteriormente se retiran los eluyentes que se sustituyen por la disolucion de
trabajo que contiene el reactivo MTT y se mantiene de nuevo a 37 °C, durante 4 h mas.
Tras este tiempo se extrae el contenido de los pocillos y se afiaden en cada uno de ellos
100 ul de dimetil sulfoxido (DMSO), con el fin de disolver los cristales de formazan
que se puedan haber formado. Tras una agitacién vigorosa de 20 s se realiza la lectura
de densidad o6ptica a 570 nm (figura 1.4), con una longitud de onda de referencia de 630

nm en un lector de placas Biotek ELX808IU (figura 1.6).

Figura 1.6 Lector de placas Biotek ELX808IU.
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Una vez realizada la lectura de los valores de absorbancia y haciendo uso de la
ecuacion 1.4, se calculan los valores de viabilidad relativa de cada replica
relativizandolos a los medidos para el control negativo TMX. Los resultados se analizan

mediante andlisis de la varianza (ANOVA).

1.3.3.- MORFOLOGIA CELULAR, PROLIFERACION Y ADHESION
CELULAR BAJO MICROSCOPIA OPTICA Y ELECTRONICA DE BARRIDO
AMBIENTAL.

Para el estudio de la morfologia y desarrollo celular mediante el microscopio
optico se utilizan los mismos eluyentes obtenidos a 1 y 2 dias en el ensayo MTT

(apartado 1.3.2).

La preparacion de cada muestra a observar se realiza a partir de cultivos
establecidos sobre cubreobjetos de vidrio, que se introducen en condiciones de
esterilidad en placas de cultivo de 6 pocillos. En cada uno de estos pocillos se siembran
4 ml de un concentrado de células (1,1-10° células/ml) en medio completo y se incuban
a 37 °C, en atmosfera de CO, al 5% durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se
intercambia el medio por los distintos eluyentes. Un primer estudio consiste en
mantener incubando el cultivo durante 24 h y un segundo estudio se realiza durante 96 h
con el fin de evaluar los posibles efectos de los extractos sobre las células a un mayor

plazo de tiempo. Ambos estudios se realizan por duplicado.

Una vez completados ambos periodos de incubacion se realiza la fijacion

histoldgica, tincién y montaje de las muestras segun el siguiente protocolo:

1. Inclusion de las muestras en formol (Panreac) al 10% en agua (30 min).

2. Inmersion en hematoxilina de Harris (Carlo Erba) (15 min).

3. Lavado en agua.

4. Diferenciacion en alcohol acido (disolucion al 1% de acido clorhidrico en etanol al
70%) mediante varias inmersiones rapidas, chequeando el grado de tincion de los
nucleos bajo el microscopio optico.

5. Lavado breve en agua e inmersion en una disolucion al 1% de carbonato de litio

(Merck) en agua destilada hasta alcanzar un tono azul brillante.
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6. Lavado en agua con oxigenacion continua por goteo (20 min).

7. Inmersién en eosina alcohdlica (Panreac) (1 minuto 30 s).

9. Lavado con etanol al 95% (2 lavados de 2 min) seguido de lavado con etanol absoluto
(2 lavados de 2 min).

10. Inmersion en Histolemon®-Erba (Carlo Erba) (2 lavados de 2 min).

11. Montaje de las muestras en portaobjetos mediante el empleo de la solucién de

montaje Eukitt® (O. Zinder GMBH & Co.).

Tras su preparacion, las muestras se observan en un microscopio Nikon Eclipse
E600 y se fotografian con una camara digital Nikon DXM1200 acoplada al sistema

optico.

Este estudio se completa analizando la adhesion y el desarrollo celular mediante
el microscopio electronico de barrido ambiental. Para ello se siembra por duplicado un
concentrado de células en medio completo (1,1:10° células'ml™) directamente sobre la
superficie de los distintos polimeros, asi como del control negativo TMX, en placas de
cultivo de 24 pocillos. Tras mantenerse las muestras durante 24 y 48 h en incubacion a
37 °C y bajo atmoésfera de CO, al 5%, se fijan las muestras para estudiarlas bajo

Microscopia Electronica de Barrido.

El protocolo de fijacion aplicado consiste en lavar las muestras con una
disolucion de glutaraldehido al 2,5% (Fluka) en agua destilada, que se mantiene en
contacto con las muestras 24 h protegidas de la luz a temperatura ambiente. Tras este
periodo, las muestras se conservan a 4 °C hasta el dia de su estudio bajo microscopia
electronica. Para la observacion de las muestras al microscopio se secan a 37 °C y se
metalizan con oro para posteriormente estudiarlas en un microscopio electronico de
barrido ambiental Philips XL 30, con una aceleracion de voltaje que oscila entre 15 y 25

KeV.

1.3.4.- PROLIFERACION CELULAR. ENSAYO ALAMAR BLUE.

Para cuantificar la proliferacion celular sobre la superficie de los polimeros, se
aplica un método espectrofotométrico utilizando el reactivo Alamar Blue™ (AB;

Serotec).’
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El grado de proliferacion se determina mediante la medida de la absorbancia a
las longitudes de onda de 570 y 606 nm, que corresponden respectivamente con los
maximos de densidad oOptica de las formas reducida y oxidada del reactivo Alamar Blue

(figura 1.7).
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Figura 1.7 Espectro de absorbancias para las formas reducida y oxidada del reactivo

Alamar Blue.

Se toman cuatro réplicas de cada material mas el control y se introducen en una
placa de 24 pocillos, se siembra 1 ml de concentrado de células (1,1-10° células-ml™)
por pocillo en medio completo y se incuban a 37 °C en atmosfera de CO, al 5%, durante
21 dias. Durante esta incubacion se realizan 5 lecturas de densidad opticaa 1, 3,7, 14y
21 dias. El protocolo de toma de muestras (figura 1.8) comienza retirando el medio de
cultivo y adicionando en su lugar Iml/pocillo de una disolucion al 10% del reactivo AB
en MEM completo sin el indicador de pH rojo fenol, ya que éste interfiere con el AB.
Tras esta adicion se incuba la placa durante 4 h més a 37 °C. Como lectura blanco, se
rellenan con el reactivo cuatro pocillos no sembrados. Transcurrido este tiempo, el
contenido de cada pocillo se retira para su analisis posterior pudiendo, si es preciso,
adicionarse medio completo de nuevo a las placas, para mantener el cultivo en perfectas

condiciones.
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En cada lectura, se toman las correspondientes disoluciones de reactivo y se
transfieren a placas de 96 pocillos de tal modo que se rellenan 4 pocillos de estas placas
a partir de cada pocillo de las placas de 24 pocillos, y se toman las correspondientes
lecturas de absorbancia a 570 nm, con una longitud de onda de referencia de 630 nm en

un lector de placas Biotek ELX808IU (figura 1.6).
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Figura 1.8 Esquema del procedimiento seguido en la evaluacion de la proliferacion

celular empleando el reactivo Alamar Blue. Primero se introducen las muestras de los
materiales en los pocillos (A) y se realiza la siembra (B) de células. Si se quieren tomar
lecturas de densidad optica a diferentes periodos de tiempo después de la adicion del

reactivo AB, éste se puede retirar (C) y rellenar los pocillos con medio completo fresco.

La evolucion temporal de la proliferacion celular se lleva a cabo a partir de las
medidas realizadas a distintos periodos de tiempo contrastando las diferencias existentes
con respecto al control negativo TMX, mediante un test de significancia ANOVA.

1.3.5.- MUERTE CELULAR. ENSAYO LDH.

Este ensayo se lleva a cabo con el fin de cuantificar la posible muerte celular

causada por la rotura de la membrana citoplasmatica al establecerse los cultivos
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directamente sobre la superficie de los materiales y por tanto evaluar un posible efecto
negativo sobre las células por parte de éstos. Para realizar este estudio se emplea como
reactivo principal el cloruro de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolio

(reactivo INT, Sigma).

Los materiales que inducen mayor muerte celular, presentan mayores niveles de
LDH en disolucion debido a la accion de las liasas. Esta liberacion de LDH produce a
su vez una mayor conversion del reactivo INT en su correspondiente sal de formazan,'’
aumentando de ese modo las absorbancia del medio a la longitud de onda de 490 nm,

que es donde dicha sal presenta su maximo de absorbancia (figura 1.9).

Con reactivo INT
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Figura 1.9 Cambio en la absorbancia del medio de cultivo tras la adicion del

preparado comercial de INT al medio de cultivo.

Para llevar a cabo el ensayo se introducen en condiciones de esterilidad y por
duplicado, las muestras de los distintos polimeros asi como del control negativo (TMX)
en placas de 24 pocillos. Posteriormente se siembra 1 ml de concentrado de células en
medio completo (1,1-10° células'ml™) sobre cada uno de los pocillos, manteniéndose las
placas a 37 °C y atmosfera de CO; al 5% durante 1, 2 y 7 dias, usdndose un total de 6
muestras de cada material (figura 1.10). Asi mismo se adiciona medio de cultivo fresco

en dos pocillos sin células de cada placa que se considera como blanco. Al cumplirse
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los correspondientes tiempos de cultivo el contenido de cada pocillo se retira y se

preserva a -20 °C para su posterior utilizacion.
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Figura 1.10 Desarrollo de un experimento para cuantificar la mortalidad celular

mediante el registro de la actividad LDHasa.

Una vez recogidas todas las muestras se trasvasan a placas de 96 pocillos en los
que se adicionan 25 pl de cada uno de los extractos originales a 4 pocillos distintos (n =

8).

Paralelamente, se realiza la mezcla de los tres componentes de los que consta el
preparado colorimétrico comercial (disolucidn sustrato, cofactor y disolucion colorante),
adicionandose posteriormente 50 pl de esta mezcla en cada uno de los pocillos. A
continuacion las placas se incuban en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min,
tras los cuales se adicionan a cada pocillo 10 pul de HC1 1M para detener la reaccion y se
mide la densidad optica de las distintas muestras, a 490 nm con una longitud de onda de
referencia de 630 nm, en un lector de placas Biotek ELX808IU. Una vez completada la
lectura se les restan los obtenidos para el blanco a los valores de absorbancia obtenidos

para las muestras y el control TMX y se contrastan las posibles diferencias
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significativas entre el control y las muestras, mediante un andlisis estadistico de

ANOVA.

1.4.- ACTIVIDAD BACTERICIDA DE MONOMEROS Y
POLIMEROS DERIVADOS DE EUGENOL.

1.4.1.- ACTIVIDAD BACTERICIDA DE MONOMEROS.

La actividad bactericida de los distintos mondémeros se determina mediante dos
métodos distintos de difusion sobre agar en placa. Como cultivos modelo se usan las
cepas Escherichia coli (DH5a) como Gram-negativa y Streptococcus mutans (CECT
479), como Gram-positiva. Ambos cultivos se preservan almacenandolos a -80 °C en

mezclas de glicerina agua (20% v/v).

Los monomeros a ensayar son metacrilato de etilo (EMA), metacrilato de 2-
hidroxietilo (HEMA), metacrilato de eugenilo (EgMA) y metacrilato de etoxieugenilo
(EEgMA). Se preparan disoluciones de cada uno de ellos en concentracion 1M, en tres
disolventes distintos: DMSO, cloroformo, y Tween 20 al 10% p/v en agua. Ademas,

11,12,13
1

dado la conocida actividad bactericida del eugeno se preparan sendas

disoluciones adicionales de éste que se usan como control positivo.

Todos los experimentos se realizan por triplicado para constatar la repetitividad
del método. Los medios de cultivo que se usan para el cultivo de los microorganismos
son el BHI (Caldo de corazon y cerebro, Laboratorios Difco, USA) y el medio de Luria
(LB, extracto de levadura (0,5%), triptona (1%) y NaCl (1%), Difco, USA).

Para llevar a cabo los experimentos, se hacen crecer por separado ambas cepas
bacterianas en 5 ml de medio de cultivo BHI durante 12 horas a 37 °C obteniéndose asi
un cultivo en fase estacionaria con el que se inicia los experimentos. Tras ese tiempo,
mediante un colorimetro (Boecos-22 Spectrophotometer, Germany) se mide la
absorbancia a 600 nm del cultivo. Para ajustar el valor del nimero de bacterias viables

se determina el nimero de unidades formadoras de colonias (UCF) de suspensiones con
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distintas densidades Opticas, mediante técnicas estandarizadas de conteo sobre placas de

medio-agar.

El agar es un polisacarido que en presencia de agua adquiere un estado
gelatinoso que se extrae de un alga marina y es usado rutinariamente como sustrato de
cultivos bacterianos.'* Tiene como ventaja que una vez esterilizado a 120 °C en
autoclave permanece liquido hasta enfriarse aproximadamente hasta los 50 °C. En este
rango, se puede manipular facilmente y se le puede afiadir los distintos
microorganismos para después dejar enfriar y obtener un so6lido gelatinoso con el

cultivo inmovilizado.

Para determinar el numero de unidades formadoras de colonias se preparan
diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000 de los cultivos estacionarios con las que se llevan a
cabo los distintos ensayos. Se toman aproximadamente 1,5 ml de ellas y se afiaden
sobre 150 ml de una mezcla en caliente de medio de cultivo-agar (2%) previamente
esterilizado en autoclave. Antes de que la mezcla solidifique, cada mezcla cultivo-agar-
medio se extiende sobre tres palcas petri y se dejan solidificar siempre en el interior de

una cabina de flujo laminar para evitar contaminaciones.

El primer experimento se realiza mediante el llamado método placa-pocillo'
(hole-plate method). Para ello, una vez que gelifica toda la mezcla, se realiza una
perforacion por cada disolucion a ensayar (EMA, EgMA, EEgMA, eugenol, HEMA)
con un pequeiio taladro esterilizado. Se toman las disoluciones preparadas en DMSO y
se depositan en cada taladro 40 pl de cada disolucion correspondiente. En un taladro
central se introducen 40 pl de DMSO para descartar posibles efectos inhibitorios
debidos a éste. EI mismo experimento se realiza con las disoluciones preparadas en

cloroformo y en Tween 20.

Tras inocular las disoluciones a ensayar las placas se cierran y se cultivan
durante 24 horas a 37 °C. La actividad inhibitoria de cada compuesto se determina en
funcién de la presencia de halo de inhibicidon en los alrededores de los taladros. La
formacion del halo se debe a la ausencia de formacion de colonias. Los resultados de

este experimento se expresan como didmetro medio del halo en milimetros.
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Este experimento se realiza paralelamente con los microorganismos cultivados

en medio LB.

De manera complementaria se realiza otro tipo de experimento consistente en la
preparacién de antibiogramas por el método de difusion sobre agar.'® Para ello se
preparan placas de agar con medio de cultivo LB segin se describe arriba, pero sin la
adicion de ninguna cepa bacteriana. Cuando las placas estan frias y el agar endurecido
se extienden sobre la superficie de placas diferentes para cada cultivo, con la ayuda de
una espatula estéril, las diluciones 1/10 de los cultivos preparados previamente. A
continuacion se depositan sobre la superficie 5 discos especiales para antibiogramas
(Schleicher & Schiill), empapados de las disoluciones a ensayar. Estas disoluciones son
el blanco (DMSO), y las correspondientes a los mondmeros HEMA, EgMA y EEgMA,
asi como del eugenol en DMSO en concentracion 1M. Tras esto, las placas se cierran y
se cultivan durante 24 horas a 37 °C. La actividad inhibitoria de cada compuesto se
determina en funcion de la presencia de halo de inhibicién en los alrededores de los
discos que indican la ausencia de formacion de colonias. Los resultados de este

experimento se expresaran como didmetro medio del halo en milimetros.

1.4.2.- ACTIVIDAD BACTERICIDA DE POLIMEROS.

La actividad bactericida de los distintos materiales poliméricos se determina
mediante la técnica de extension de una colonia sobre placa de agar y determinacion de
la actividad bactericida de los materiales por inhibicion por contacto. En este
experimento se usan los microorganismos y medios de cultivos descritos en el apartado
anterior. Los polimeros estudiados son los derivados de los metacrilatos de eugenilo,
etoxieugenilo y 2-hidroxietilo, sintetizados en masa segun se escribe en el apartado
1.2.2. Como control negativo se usan discos de metacrilato de 2-hidroxietilo ya que
estos no poseen ningun caracter inhibitorio. Las composiciones ensayadas son las de
relacion molar 80:20 y 50:50 de los copolimeros p(HEMA-co-EgMA) y p(HEMA-co-
EEgMA).

Para llevar a cabo el experimento se preparan suspensiones de microorganismos
igual que las preparadas en el apartado 1.4.1. A continuacién se preparan 9 placas agar-

LB y se dejan enfriar en condiciones estériles. De este modo se disponen de tres placas
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por cada suspension de trabajo. Una vez frias se depositan sobre cada una de ellas, en
posiciones distintas, cinco gotas de 2 ul de las respectivas suspensiones de trabajo de las
bacterias. Se dejan absorber dichas gotas sobre el sustrato de agar durante 2 horas para
después depositar sobre las gotas un disco de cada material. A continuacidon se deja
crecer el cultivo en estufa a 37 °C durante 48 h tomandose fotografias de las placas tanto

a 24 como a 48 h.

1.5.- FORMULACIONES AUTOCURABLES DERIVADAS DE
EUGENOL.

1.5.1.- CEMENTOS ACRILICOS DERIVADOS DE EUGENOL.

En este apartado se describe la preparacion de formulaciones de cementos 6seos
acrilicos basadas en matriz polimérica de poli(metacrilato de etilo) y de poli(metacrilato
de metilo) para las formulaciones dentales. En ambos casos se introducen unidades con
resto eugenilo mediante la incorporacion de los derivados acrilicos de eugenol EgMA y

EEgMA.

Los respectivos cementos se forman mediante el mezclado de un componente
liquido y un componente so6lido. La relacion entre el peso de la fase solida y el de la fase

liquida (S:L) es en todos los casos 2:1.

El componente so6lido consiste principalmente en particulas o perlas de
poli(metacrilato de etilo) (PEMA) y/o de metilo (PMMA) sintéticas en el primer caso y
comerciales (Aldrich y Plexigum) en ambos casos, cuyas caracteristicas quimico-fisicas
se describen en la tabla 1.1 A este componente polimérico se le afiade un 2% p/p,
respecto a la fase sélida, de peroxido de benzoilo (BPO, Merck) como iniciador de la
polimerizacién, previamente purificado por recristalizacion en metanol. Con el fin de
obtener cementos radiopacos, se afiade sulfato de bario como agente radiopaco'” en una

proporcion del 8% p/p con respecto al peso de la fase solida.
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PARTICULAS M, (Da)’ DIAMETRO MEDIO (uM)”

PEMA (Aldrich) 850.000 45
PMMA (Plexigum) 200.000 40

Tabla 1.1 Peso molecular promedio en nimero (M,) y diametro medio de las

r ry . . . . *
particulas o perlas acrilicas comerciales usadas como referencia en este trabajo. =

Especificaciones del proveedor.

El componente liquido por su parte, estd formado principalmente por un
mondmero y un activador de la iniciacion radical. El mondémero base usado se elige en
funcion de las propiedades mecénicas buscadas, pudiendo ser tanto metacrilato de etilo
(EMA, Acros) como de metilo (MMA, Acros), ambos estabilizados con 100 ppm de
monometil éter de hidroquinona, y que son usados como se reciben del proveedor.
Como activador de la iniciacion se afade 4,4’-bis(dimetil amino)difenil carbinol
(benzidrol, Fluka) en una proporcion del 2% p/p con respecto al peso de la fase liquida.
El uso del benzidrol como amina terciaria se debe a su menor toxicidad, en comparacion
con otras usadas tradicionalmente como la N,N-dimetilamino-4-toluidina (DMT), asi

.. . ., 18
como a su buen rendimiento en la activacion.

En este trabajo se preparan formulaciones utilizando la fase liquida descrita
anteriormente, asi como otras en las que se incorporan a esta fase los monomeros
EgMA y EEgMA, en distintas proporciones. La figura 1.11 muestra la estructura de los

compuestos que intervienen en la formacion de los cementos formulados.
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Figura 1.11 Componentes de los cementos acrilicos formulados.

Las formulaciones que incorporan los mondmeros derivados de eugenol se
preparan mediante la sustitucion de una cierta cantidad del monomero metacrilico
(MMA o EMA) por los monomeros metacrilato de eugenilo (EgMA) o metacrilato de
etoxieugenilo (EEgMA). Asi, se preparan formulaciones que contienen respecto del
peso de la fase liquida, un 10, 15 y 30% (p/p) de EgMA, y otras tantas que contienen
EEgMA en las mismas proporciones. En la tabla 1.2 se detalla la composicion y el
contenido de los respectivos monomeros derivados de eugenol de cada formulacion
ensayada. Ademds, como se ha indicado, se preparan dos formulaciones control de
PMMA y PEMA en las cuales no se realiza ninguna adiciéon de monomeros derivados

de eugenol. Estas formulaciones se designan como PMMA y PEMA respectivamente.
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FORMULACION

COMPOSICION
DE LA FASE
LIQUIDA
(% p/p)

COMPOSICION
DE LA FASE
SOLIDA

(% p/p)

RELACION
SOL:LIQ

MONOMERO
DERIVADO DE
EUGENOL EN EL
CEMENTO

(% p/p)°

PEMA

EMA 98%
BENZIDROL 2%

PEMA/Eg10

PEMA/EEgQ10

EMA 88%
BENZIDROL 2%
MEg"? 10%

PEMA/Eg15

PEMA/EEQ15

EMA 83%
BENZIDROL 2%
MEg"? 15%

PEMA/Eg30

PEMA/EEg30

EMA 68%
BENZIDROL 2%
MEg"?30%

PEMA 90%
BaS0O, 8%
BPO 2%

PMMA

MMA 98%
BENZIDROL 2%

PMMA/Eg10

PMMA/EEgQ10

MMA 88%
BENZIDROL 2%
MEg"? 10%

PMMAJ/Eg15

PMMA/EEgQ15

MMA 83%
BENZIDROL 2%
MEg"? 15%

PMMA/Eg30

PMMA/EEQ30

MMA 68%
BENZIDROL 2%
MEg" 2 30%

PMMA 90%
BaSO, 8%
BPO 2%

a: Experimental; b: Teorico.

Tabla 1.2 Composicion y contenido en EgMA o EEgMA de las distintas formulaciones
de cementos acrilicos ensayados. *: MEg = Monomero derivado de eugenol (EgMA o

EEgMA).

Con el fin de evaluar las propiedades fisico-quimicas de los cementos
formulados se realizan los siguientes experimentos: determinacion de los parametros de
curado, medida de propiedades térmicas, determinacion del mondémero residual y

evaluacion de las propiedades mecanicas mediante ensayos de resistencia a la
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compresion y flexion, tanto a tres como a cuatro puntos, para todas las formulaciones.
De manera complementaria se determina la resistencia a tension sobre las formulaciones

basadas en EgMA.

1.5.1.1.- SINTESIS Y CARACTERIZACION DE PARTICULAS ESFERICAS DE
POLI(METACRILATO DE ETILO).

La obtencion de las particulas esféricas (perlas) de poli(metacrilato de etilo) se
realiza mediante polimerizacion radical en suspension del monémero EMA (Acros,
purificado por destilacion) en presencia de PVA (Aldrich) como agente surfactante y
peroxido de benzoilo como iniciador radical (Merck, previamente cristalizado en

metanol).

Para ello, se introducen en un reactor de camisa 600 ml de una disolucion de
PVA al 3% y se le afiaden 200 ml de EMA en los que se han disuelto previamente 3,67
g (2% p/p) de BPO como iniciador radical. La mezcla se mantiene bajo agitacion
constante a 600 rpm bajo atmosfera de nitrégeno. Con el fin de controlar la temperatura
se le hace pasar por la camisa del reactor una corriente de agua termostatizada de modo
que la temperatura de reaccion sea de 70 °C durante las tres primeras horas para luego

aumentarla a 80 °C durante dos horas més.

=

Figura 1.12 Esquema del reactor usado para la sintesis de las particulas de PEMA.
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Una vez pasado este tiempo se filtra la mezcla de reaccidon y se lavan las
particulas obtenidas con agua destilada durante tres horas con el fin de eliminar los
restos de PV A adheridos a la superficie. A continuacion se secan en estufa a 60 °C hasta

pesada constante.

La caracterizacion de las particulas de PEMA se realiza mediante RMN 'H.
Ademas se determina el tamafo de particula por medidas de difraccion de luz. Esta
medida se complementa con la observacion de las particulas mediante Microscopia

Electronica de Barrido Ambiental (ESEM).

Para la caracterizacion mediante RMN 'H se realizan los experimentos en un
equipo Varian XL 300. Para ello se disuelve una muestra en cloroformo deuterado (10%

p/v) y se registra el espectro de proton a 25 °C.

La distribucion de tamanos de particula se realiza mediante un equipo Beckman
Coulter LS230 el cual detecta las particulas dispersas en un fluido de densidad conocida

. e o1
y cuantifica su didmetro medio."

La determinacion del tamafio de particula se basa en la medida de la difraccion
de un haz de luz laser con longitud de onda de 750 nm. El aparato consta de 126
detectores de fotodiodo que le permite medir particulas con un diametro entre 50 y
2.000 um. Un sistema detector adicional basado en la tecnologia multifrecuencia PIDS
(Polarization Intensity Differential Scattering) permite bajar el limite de detecciéon a
0,04 um. De este modo el rango completo de deteccion del equipo es de 0,04 a 2.000

um.

Existen numerosos modelos opticos para tratar los datos de difraccion. El
modelo de Fraunhofer es el mas adecuado para materiales opacos, que producen poca
difracciéon de luz o con un modelo inespecifico.” Sin embargo es posible aplicar un
método mas especifico basado en las teorias de difraccion de Mie que tenga en cuenta
todas las propiedades especificas de cada material”' (indice de refraccion, etc). Las
diferencias encontradas en la determinacién del tamafio medio de particula, segin

ambos métodos se hacen significativas para aquellas particulas con didmetros inferiores
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a 10 pm.** En este trabajo, las diferencias encontradas en la determinacion del tamafio
de particula mediante la aplicacién del modelo general de Fraunhofer y un modelo

creado ad hoc para el PEMA resultaron despreciables.

Para la medida del didmetro medio en volumen, las particulas se suspenden en
una mezcla de etanol/agua al 50%. Bajo idénticas condiciones y a modo de comparacion
se analiza una muestra de PEMA comercial suministrado por Aldrich. El valor

estadistico del tamafio de particula (%volumen) viene determinado por la ecuacion 1.5.

D3
Dy, Z L Ec. 1.5

Zn D3

donde D,,, indica el didmetro medio en volumen y n; es el numero de particulas de

diametro D.

Para la observacion de las muestras al microscopio electronico, éstas se secan a
37 °C y se metalizan con oro para posteriormente analizarlas en un microscopio
electrénico de barrido ambiental Philips XL 30, con una aceleracion de voltaje que

oscila entre 15y 25 KeV.

Por ultimo se determinan los pesos moleculares promedio en ntmero (M, ),
promedio en peso (M, )y la polidispersidad (IP = M, /M, ) mediante Cromatografia

de Exclusion de Tamanos (SEC) siguiendo el mismo procedimiento descrito en el

apartado 1.2.1.3.
1.5.1.2.- PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS CEMENTOS ACRILICOS.
En este apartado se detallan los ensayos realizados para determinar las

propiedades fisico-quimicas que afectan a las caracteristicas finales de los distintos

cementos acrilicos formulados.
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Determinacion de los pardmetros de curado: En este apartado se registra la evolucion

que experimenta la temperatura de la masa de cemento reaccionante a medida que
transcurre la reaccion de polimerizacion. Una vez que la masa de cemento adquiere una
consistencia adecuada y se alcanza el tiempo pastoso, caracterizado por su no
adherencia al guante de latex,” se introduce en un molde cilindrico termostatizado a 23

°C, de 10 mm de didmetro y 15 mm de altura, como se muestra en la figura 1.13.

Las dimensiones de este molde difieren del descrito en la norma ISO 5833,24
recomendado para la medicion de los parametros de curado. Sin embargo, su utilizacion
para este experimento presenta algunas ventajas con respecto al descrito en dicha
norma,” como por ejemplo que la cantidad de muestra necesaria para obtener los datos
requeridos es mucho menor y que el molde estd dotado de una camisa que se puede
termostatizar a la temperatura de interés. Ademas, el tamafo y la forma del molde
responden a la geometria de la cavidad intrafemoral. La correlacion de este molde con
el descrito en la citada norma analizada mediante experimentos paralelos muestra una

desviacion de la temperatura entre ambos métodos menor a 2 °C.

Para el seguimiento de la variacion de la temperatura respecto del tiempo de
curado, se introduce un termopar en el centro del molde, a una altura de 3 mm del fondo
del mismo. Al comienzo del mezclado de ambas fases, se conecta un cronometro y se
efectiia la adquisicion de datos de temperatura con el tiempo hasta que, tras registrarse

la temperatura maxima de curado, nuevamente se alcanza la temperatura ambiente.

Con los datos de la variacion de la temperatura con el tiempo se representan los
perfiles temperatura-tiempo como los que se muestran en la figura 1.14 y con los que se
calculan el tiempo de fraguado (7y) y la temperatura maxima (7., alcanzada en el

curado de los distintos cementos.
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Figura 1.13 Molde de teflon para el estudio de los pardmetros de curado de cementos

acrilicos.
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Figura 1.14 Variacion de la temperatura durante el fraguado de los cementos oseos

acrilicos.

Propiedades Térmicas: La propiedades térmicas de los cementos dseos se determinan

siguiendo la misma metodologia que la descrita en el apartado 1.2.1.3. para los

polimeros derivados de eugenol.
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Determinacion del monoémero residual: El contenido de monoémero residual (CMR)

se determina por medio de RMN 'H, comparando las integrales de las sefales
correspondientes a los protones del monémero residual (CH,™: 5,4 — 6,4 ppm) y la de
los protones oxietilénicos del polimero (COO-CH,-CHs: 1,38 — 1,45) de un total de tres
muestras por cada formulacion de cementos estudiada. Los espectros de RMN 'H se
registran en un equipo Varian XL 300 a 25 °C en cloroformo deuterado (10%) a partir

de muestras almacenadas al aire durante 7 dias.

Ensayo de compresion: Para la obtencion de las probetas para el ensayo de compresion

se utiliza un molde de teflon como el mostrado en la figura 1.15, el cual presenta una
serie de perforaciones cilindricas de 6 mm de diametro por 12 mm de altura y que se

corresponden con las especificaciones de la anteriormente citada norma ISO 5833.

Figura 1.15 Molde y probeta de ensayo mecanico de compresion.

Cuando la mezcla alcanza el estado pastoso se llenan los moldes, se presiona por
ambas caras con dos superficies metalicas y se mantienen al aire a 37 °C. Una hora
después se quitan las placas y se rectifican en himedo las superficies de los extremos
planos de la muestra utilizando un papel abrasivo del grado 2. Inmediatamente después
de finalizar el pulido, se retira la muestra del molde y se examinan las muestras
desechando todas aquellas que presenten huecos de aire o bordes con rebabas. Cada
muestra que resulte aceptable se almacena al aire a 37 °C durante 24 h. Tras este tiempo
se acondicionan las probetas de nuevo durante 15 min a 23 °C antes de realizar el
ensayo. Inmediatamente después de terminar el periodo de acondicionamiento, se
coloca la muestra con los extremos planos entre las platinas del aparato de ensayo
mecanico, de forma que la carga se aplique en el eje longitudinal de la probeta. Las

probetas se ensayan en una maquina universal Instron 4301 (figura 1.16).
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Se aplica una velocidad de desplazamiento de cruceta constante de 20 + 1
mm-min” hasta alcanzar deformacion maxima del 30% de la longitud inicial. La célula

de carga usada es de 5 kN.

La resistencia a la compresion (o) en MPa, se calcula aplicando la siguiente

ecuacion:

oc = 4F/nd? Ec. 1.6

donde F es la fuerza maxima aplicada, en Newtons y d es el didmetro medio de la

muestra, medido en milimetros.

Figura 1.16 Maquina universal de ensayos mecanicos.

Ensayo de flexion a tres puntos: El ensayo de resistencia flexion a tres puntos se lleva

a cabo siguiendo el procedimiento descrito en la norma ISO 4049% para cementos
dentales. Para ello, se mezclan los dos componentes de la formulacion correspondiente.
Con la ayuda de un molde de teflon y presionando por ambas caras con dos superficies
metalicas, se preparan probetas del material deseado con forma de barra de 25 = 2 mm
de largo, 2 £ 0,1 mm de ancho y 2 + 0,1 mm de espesor, manteniéndose al aire a 37 °C.

Una hora después del inicio de la mezcla se retiran las placas, se separan las muestras
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del molde y se eliminan las rebabas utilizando un con papel abrasivo de los nimeros
140 6 320. Las muestras se almacenan en agua destilada a 37 + 1 °C hasta el comienzo
del ensayo desechando todas aquellas que presenten huecos de aire o irregularidades en
los bordes. A las 24 horas después del inicio de la mezcla se miden las dimensiones de
cada muestra con una precision de £ 0,01 mm y se transfiere la muestra al aparato de
ensayo de flexion. Se aplica una carga sobre la muestra a velocidad constante de 0,75 +
0,25 mm'min” hasta la fractura de la muestra. El ensayo se repite con al menos 5
muestras de cada formulacion en una maquina universal de ensayos Instron 4301 (figura

1.16).

Se calcula Ia resistencia a la flexion a tres puntos (o3p) en MPa, a partir de la

ecuacion 1.7.

_3F

O;p = YT Ec. 1.7

donde F' es la carga maxima en Newtons, ejercida sobre la muestra; / es la distancia en
milimetros, entre los soportes, con exactitud de = 0.01 mm; b es el ancho en milimetros,
de la muestra medida inmediatamente antes del ensayo y /4 es la altura en milimetros, de

la muestra medida inmediatamente antes del ensayo.

Ensayo de flexion a cuatro puntos: En este ensayo, se mide la resistencia a flexion

entre cuatros puntos de apoyo siguiendo el procedimiento descrito en la norma ISO
5833 para cementos acrilicos. En este caso, también se va a emplear un molde de
dimensiones algo inferiores pero cuyos valores obtenidos en ensayos comparativos son
correlacionables. Se mezclan los dos componentes de la formulacion correspondiente y
con la ayuda de un molde de teflon y dos superficies metalicas, se preparan probetas del
material deseado con forma de barra de 45 + 2 mm de largo, 6 £ 0,1 mm de ancho y 4 +
0,1 mm de espesor manteniéndolo al aire a 37 °C. Una hora después del inicio de la
mezcla, se retiran las placas, se separan las muestras del molde y se eliminan las rebabas
limando con papel abrasivo de los numeros 140 6 320. Las muestras se almacenan en
agua destilada a 37 + 1 °C hasta el comienzo del ensayo desechando todas aquellas que
presenten huecos de aire o irregularidades en los bordes. A las 24 horas después del

inicio de la mezcla se miden las dimensiones de cada muestra con una precision de =+
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0,01 mm y se transfiere al aparato de ensayo de flexion. La figura 1.17 esquematiza la

geometria y dimensiones del utillaje correspondiente a este ensayo.

El ensayo se realiza aplicando una carga a velocidad constante de 5 £+ 0,1
mm-min” hasta la fractura de la muestra. El ensayo se repite con al menos 5 muestras de

cada formulacién en una maquina universal de ensayos Instron 4301 (figura 1.16).

La resistencia a la flexion a cuatro puntos (c4p) en MPa, se calcula a partir de la

ecuacion 1.8.

_ 3Fa

Oup = vE Ec. 1.8

donde F'es la fuerza maxima en Newtons ejercida sobre la muestra; / es la distancia en
milimetros, entre los soportes, con exactitud de + 0.0l mm; b es el ancho, en
milimetros, de la muestra medida inmediatamente antes del ensayo; % es la altura en
milimetros, de la muestra medida inmediatamente antes del ensayo y a es la distancia en
milimetros, entre los apoyos interiores y exteriores.

FUERZA

. 1l :

APOYOS INTERIORES 7]
44— DECARGA ——————p é

]
[
é PROBETA ﬁ
AN
/[

APOYOS EXTERIORES
DE CARGA

Figura 1.17 Esquema de las geometrias empleadas en los ensayos de flexion a cuatro

puntos (A) y a tres puntos (B).

Ensayo de traccion: Como se ha comentado, este ensayo solo se realiza con las

formulaciones basadas en EMA que contienen el mondmero metacrilato de eugenilo.
Para este ensayo las probetas disefiadas son planas y presentan forma de alterio como

las representadas en la figura 1.18. Para ello se mezclan los dos componentes y con la
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ayuda de un molde de teflon se preparan probetas del material deseado presionando por
ambas caras con dos superficies metalicas y se mantienen al aire a 37 °C. Una hora
después del inicio de la mezcla se retiran las placas y se separa el molde. Se retira la
muestra y se eliminan las rebabas limando con papel abrasivo de los nimeros 140 6
320. Se almacenan las muestras en agua destilada a 37 = 1 °C hasta el comienzo del
ensayo desechando todas aquellas que presenten huecos de aire o irregularidades en los
bordes. En este caso se preparan 10 probetas por formulacion, almacenandose la mitad
durante 24 h y la otra mitad durante 5 semanas. Inmediatamente después de los
correspondientes tiempos de almacenamiento, se miden las dimensiones de cada
muestra con una precision de = 0,01 mm y se transfiere la muestra al aparato de ensayo

de traccion.

75 mm

25 mm

4mm$

4mm$ 1 1

Figura 1.18 Geometria de las probetas para ensayo mecdnico de traccion.

El ensayo se realiza aplicando una tension con una velocidad constante de 5 +
0,1 mm'min”' hasta la fractura de la muestra. Cada ensayo se repite con al menos 5
muestras de cada formulacion en una maquina universal de ensayos Instron 4301 (figura

1.16).

La resistencia a la traccion (o) en MPa, se calcula a partir de la ecuacién 1.9.

Op =— Ec. 1.9

donde F' es la fuerza maxima en Newtons ejercida sobre la muestra; b es el ancho en
milimetros, de la muestra medida inmediatamente antes del ensayo y 4 es la altura en

milimetros, de la muestra medida inmediatamente antes del ensayo.
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Test estadistico de significancia ANOVA: El analisis estadistico de los resultados de

propiedades mecdanicas se lleva a cabo por andlisis de la varianza (ANOVA). En todos

los analisis estadisticos se considera p > 0,05 como estadisticamente significativo.

1.5.2- CEMENTOS DE IONOMEROS DE VIDRIO DERIVADOS DE
EUGENOL.

En este apartado se detalla la preparacion de un nuevo copolimero derivado de
acido acrilico y metacrilato de eugenilo el cudl se introduce en formulaciones de

cementos de iondmero de vidrio con aplicacion como cementos dentales.

1.5.2.1.- SINTESIS DEL COPOLIMERO DE ACIDO ACRILICO Y METACRILATO
DE EUGENILO p(AA-co-EgMA).

En este apartado se detalla la preparacion del copolimero p(AA-co-EgMA)
derivado de 4cido acrilico (AA) y metacrilato de eugenilo (EgMA), para lo cual se
utilizan los siguientes reactivos: Acido acrilico (Aldrich) previamente purificado por
destilacion a presion reducida. El mondmero metacrilato de eugenilo (EgMA)
sintetizado segun el apartado 1.1.2. Como iniciador radical se usa azobisisobutironitrilo
(AIBN, Merck) recristalizado en metanol (P.f. 104 °C). Como disolventes se usan etanol

(Scharlau) y acetona (SDS).

Para la sintesis del copolimero se prepara una disolucién en etanol (IM con
respecto a los monomeros) de 4cido acrilico y metacrilato de eugenilo con una relacion
molar AA:EgMA de 80:20. La disolucién se desoxigena burbujedndola con nitrégeno
durante 15 minutos, a temperatura ambiente. A continuacion se afiade AIBN (1% p/p
con respecto a los monomeros) como iniciador radical, y se lleva a cabo la
copolimerizacién a 60 °C. Con el fin de obtener copolimeros solubles, la reaccion se
detiene a las 24 h enfriando la disolucion y eliminando el disolvente en un rotavapor. A
continuacion el producto se lava varias veces con acetona para extraer el monomero
residual, tras lo cual se disuelve en una cantidad minima de agua y se liofiliza. El

producto final consiste en un polvo de color blanquecino.
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El copolimero se caracteriza mediante técnicas de RMN 'H en un equipo Varian
XL 300. Las muestras se preparan en dimetil sulféxido (25% p/v) y se registra el
espectro a 25° C. La composicion del copolimero se determina mediante la ecuacion 1.1
donde, para este caso, f(M;) es la fraccion molar de la unidad M; (4cido acrilico), Iy, es
la integral correspondiente a proton carboxilico proveniente del acido acrilico e Iy, es la
integracion de las sefiales asignadas al los protones alilicos y arilicos de la unidad

monomérica M, (EgMA).

El analisis estructural se completa con un estudio espectroscopico ATR-FTIR.
Para ello se prepara una disolucion al 50% del copolimero en agua y se deposita una
capa delgada sobre la ventana del equipo para registrar el espectro. El equipo usado para

realizar este andlisis es un Perkin-Elmer Spectrum One.

Los pesos moleculares promedio en niimero (M, ), promedio en peso (M, )y la
polidispersidad (M, /M, ) del copolimero se determinan mediante Cromatografia de

Exclusion de Tamanos (SEC, de sus siglas inglés). El equipo usado es un GPC Waters
1515 Isocratic HPCL Pump, conectado con una precolumna y dos columnas Waters
Ultrahidrogel 500 y 250 termostatizadas a 30 °C, que se conectan a un detector de indice
de refraccion, Waters 2414. Como fase movil se usa una disolucion tampdén de
CH;CN/KNO; (0,1M) y se mantiene un flujo continio de 0,5 ml/min. El equipo se
calibra previamente con patrones monodispersos de poli(6xido de etileno) (POE,
waters). Para la determinacion del peso molecular del copolimero se prepara una
disolucion con concentracion 10 mg/ml y se deja agitando durante 2 horas para su
disolucion completa. Seguidamente, la disolucion se filtra haciéndola pasar por una

membrana de PTFE de 0,45 um y se inyecta en el sistema cromatografico.

1.52.2.- FORMULACION Y PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS
CEMENTOS IONOMERO DE VIDRIO.

Con el copolimero p(AA-co-EgMA) sintetizado se formulan nuevas fases
liquidas para cementos ionomero de vidrio (CIV). Para ello se preparan distintas

disoluciones en agua destilada del copolimero al 30% p/p (FL30), 40% p/p (FL40) y al
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50% p/p (FL50) y se dejan bajo agitacion hasta su total disolucion a temperatura

ambiente.

En todos los casos se usa la fase solida del cemento comercial GC Fuji IX (Kent
Dental, UK) para preparar los correspondientes cementos iondmero de vidrio. En la
tabla 1.3 se resumen las distintas relaciones solido:liquido usadas en este trabajo. Como

formulacion control se usa el cemento comercial GC Fuji IX.

Para la preparacion de las muestras, se mezclan a mano las correspondientes
fases liquida y solida. Posteriormente se dejan curar durante 24 horas a 37 °C al aire,
para después almacenarse en agua destilada a 37 °C durante 24 horas y 6 semanas antes

de realizar los distintos ensayos.

RELACION

FASE LIQUIDA | FASE SOLIDA
SOL:LIQ

GC Fuji IXGP GC Fuji IXGP
Liquido Polvo

31+t *2

GC Fuji IXGP
Polvo

FL30

GC Fuji IXGP
Polvo

GC Fuji IXGP
Polvo

. ’ . . . . i

Tabla 1.3 Cementos ionémero de vidrio experimentales formulados en este trabajo. *
.7 . .7 . . " .7

Formulacion usada para determinacion de propiedades mecanicas. *° Formulacion

usada para estudio de hidratacion y liberacion de fluoruro.
Una vez completado los correspondientes tiempos de curado, se llevan a cabo

los ensayos necesarios para una caracterizacion fisico-quimica de todos los cementos

preparados.
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Parametros de curado: Los parametros de curado se determinan usando un reémetro

oscilante tipo Wilson.”” Para ello se mezclan ambas fases depositando una pequefia
cantidad del cemento en estado pastoso entre los platos del redmetro y se deja curar. El
tiempo de trabajo (tw) y el de fraguado (ts) de cada formulacion se corresponden a los
tiempos que se necesitan en alcanzar el 95% y el 5% respectivamente, de la amplitud
inicial de la oscilacion registrada para cada muestra (figura 1.19). Cada formulacion se

ensaya 5 veces y se promedian los resultados.

Figura 1.19 Oscilograma obtenido con un reometro tipo Wilson, tras el curado de un
cemento ionomero de vidrio. Se indican los tiempos inicial (ty), pastoso (t,), de trabajo
(t.) y de fraguado (t,) calculados respectivamente al 100% (W), al 95% (Wose;) y al 5%

(Wse,) de la amplitud de oscilacion inicial.

Propiedades mecanicas: Las resistencias a la compresion, tension diametral y flexion

de los distintos cementos experimentales se determinan de acuerdo con la norma ISO
9917,%® usando una maquina de ensayos universal Instron 1195 con una célula de carga

de 500 N. Las muestras para los ensayos de resistencia a compresion y tension
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diametral, se preparan mezclando la cantidad suficiente de cemento como para llenar
seis moldes cilindricos de metal de 6 mm de altura por 4 mm de diametro, previamente
rociadas con un agente desmoldeante siliconico, para prevenir la adhesion del cemento
al metal. Estos ensayos se realizan fijando una velocidad constante de cruceta de 1
mm/min. Las muestras para el ensayo de resistencia a la flexion en tres puntos se
preparan siguiendo el mismo procedimiento, usando en este caso moldes con una
geometria en forma de barra (1 mm de espesor por 5 mm de ancho y 50 mm de

longitud) y una velocidad de cruceta de 0,1 mm/min.

La resistencia a la compresion (oc), a la tension diametral (orp) y a la flexion

(o), se calculan mediante la ecuaciones 1.10, 1.11 y 1.12, respectivamente.

oc = P/nr? Ec. 1.10
otp = 2P/mdt Eclll
or = 3 P1/2bd? Ec1.12

donde P es la carga en el momento de fractura, r el radio de la muestra cilindrica, d es el
diametro, ¢ es la longitud de la probeta, / es la distancia entre los dos soportes, b es el

ancho y d la altura de la probetas.

Caracterizacion superficial: Para la caracterizacion microscopica de la superficie de

los distintos CIV formulados, se toman las probetas provenientes del ensayo de
resistencia a la tension diametral y se tratan para su observacion en el microscopio
electronico de barrido ambiental (MEBA). Para ello las muestras se secan a vacio y se
recubren con una capa muy fina de oro. Una vez metalizadas las superficies de las
distintas muestras, se examinan con un microscopio electronico de barrido ambiental

Philips XL 30, con una aceleracion de voltaje que oscila entre 15y 25 KeV.

Absorciéon de agua y disgregacion: El estudio de hidratacion de los cementos

iondmero de vidrio se realiza mediante la inmersion de probetas con forma de discos (5

mm de didmetro por 1 mm de espesor) en agua destilada a 37 °C. A distintos tiempos se
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extraen los discos, se secan cuidadosamente sus superficies con papel de filtro y se
anota el peso. Este procedimiento se repite hasta que se alcanza el equilibrio en las

pesadas. Todas las medidas se realizan por triplicado y se promedian los resultados.

Para calcular el porcentaje de masa disgregada se toman las muestras anteriores,
una vez han alcanzado el equilibrio, y se secan en una estufa a 50 °C hasta pesada
constante para posteriormente calcular el tanto por ciento de pérdida de peso, con

respecto a la masa inicial.

Los porcentajes de hidratacion (H) y disgregacion (D) se determinan mediante

las ecuaciones 1.13 y 1.14 respectivamente,
H =100-(M-My) / My Ec. 1.13

D = 100-(Mo-My) / M, Ec. 1.14

donde M, es el peso de la muestra a un tiempo determinado ¢, M es el peso inicial y M;

es el peso final de la muestra tras su secado a 50 °C.

En las etapas iniciales de la hidratacion, la difusion del agua a través de la masa

de cemento viene dada por la ecuacion de absorcion normalizada,”
_ 2,12
My/M,, = 2{Dt/nl"} Ecl.15
donde M, es el peso de la muestra a un tiempo dado, M., es el peso en el equilibrio, 2-/
es el espesor y D el coeficiente de difusion. Representando M,/M,, frente a " en los
primeros estadios de absorcion, se obtiene una linea recta de cuya pendiente (s) en la

parte inicial de cada curva, se puede determinar el coeficiente de difusion (D), siempre

que no se supere el 60% de la absorcion total.
s =2{D/nl*}""? Ec. 1.16

D = 2{s’nl*/4} Ec. 1.17
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Liberacion de fluoruro v medida del pH superficial: Debido a la capacidad que tiene

el vidrio de liberar ciertos iones como el i6n fluoruro (F°) a las disoluciones que puedan
contener, todo el material usado en los ensayos descritos en este apartado sera material

plastico.

Para ambos estudios se preparan tres muestras con forma de disco (5 mm de
diametro por 1 mm de espesor) de cada composicion experimental de CIV. Cada disco
se sumerge en 2 ml de agua destilada en el interior de un recipiente cerrado y se
almacena a 37 °C. Para evitar la saturacion de la muestra, el agua se recambia cada 24 h
almacenandose para su posterior analisis. En cada toma de muestra, se deposita una gota
sobre la superficie del disco y se mide el pH con un electrodo selectivo (BDH Glass+,
Fisherbrand Hydrus 100) antes de su recoleccion. Inmediatamente después, la muestra

se sumerge de nuevo en otros 2 ml de agua destilada fresca.

La toma de muestras y la medida de pH superficial se realizan durante 14 dias
consecutivos. A cada muestra de agua recolectada se le anaden 2 ml de disolucion
tampon TISAB (TISAB I BDH limited Poole England) y se determina el contenido de
16n fluoruro mediante un electrodo selectivo de iones fluoruro (Cole Parmer 27502),
conectado a un sistema analizador (OAKTON 510 i6n series) calibrado previamente
mediante una recta patron construida a partir de una serie de disoluciones (1; 3; 5; 7; 10;
30; 50; 70; 100 ppm) preparadas en el momento de la medida mediante diluciones
consecutivas de una disolucion de NaF en concentracion 1 g/l (BDH limited Poole

England).

Test estadistico de significancia ANOVA: El anilisis estadistico de los resultados

obtenidos en el estudio de los CIV se lleva a cabo por analisis de la varianza (ANOVA)
En todos los analisis estadisticos se considera p > 0,05 como estadisticamente
significativo. Los valores encontrados con diferencias significativas con respecto a la
formulacion comercial GC Fuji IX GP se marcan como * en el correspondiente

resultado.
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CAPITULO 2. MONOMEROS ACRILICOS DERIVADOS
DE EUGENOL.

2.1.- INTRODUCCION.

Actualmente existe una demanda constante de nuevos materiales poliméricos
dotados con una funcionalidad adaptada a las aplicaciones especificas para las que son
disefiados. Una primera aproximacion al desarrollo de estos materiales consiste en la
modificacion de un polimero a través de su funcionalizacion por adicion o alteracion de
sus grupos funcionales. Esta via presenta limitaciones a la hora de evaluar el grado de
modificacion, asi como en su homogeneidad, ya que se trabaja con sustancias
macromoleculares. Por otro parte, la modificacién se puede llevar a cabo a partir de la
introduccién de la funcionalidad requerida en el mondmero correspondiente y
posteriormente desarrollar su polimerizacion.® Al igual que la metodologia anterior, la
funcionalizacion de los mondémeros de partida puede estar limitada por la dificultad de

obtencion del mondmero activo.

En este capitulo se detallan los resultados obtenidos en la obtenciéon de dos
nuevos monomeros acrilicos derivados del eugenol, asi como de su caracterizacion

fisico-quimica.

Como ya se ha comentado en el primer capitulo, la molécula de eugenol presenta

unas propiedades muy interesantes>>*°

para su uso en el campo de los biomateriales.
Sin embargo, su introduccion en materiales poliméricos se ha visto muy limitada debido
a la presencia del grupo fenilico, el cual participa como agente captador de radicales
libres,® inhibiendo los procesos de polimerizacion radical necesarios para generar

polimeros in situ en presencia de eugenol.’
La modificacién quimica de la estructura de eugenol por incorporacion de restos

acrilicos hace posible minimizar este efecto sin apenas alterar sus efectos

farmacoldgicos mas sobresalientes.

87



CAPITULO 2 Luis Rojo del Olmo

Este capitulo estd dedicado a la descripcion de la modificacion de la estructura
quimica del eugenol mediante la incorporacion de un grupo metacrilico que se une a la
molécula de eugenol bien directamente o bien mediante un separador de cadena, de
acuerdo con el esquema de la figura 2.1.

(@]
(CH2)n
m
MeO

Figura 2.1 Estructura general de los derivados de eugenol. (EQMA: m = 0; EEgMA: n
=2, m=1).

La finalidad de este tipo de compuestos es su utilizacion como mondmeros
activos que permitan preparar nuevos materiales poliméricos derivados de eugenol

incorporando asi una actividad intrinseca al material final.

2.2- OBTENCION DEL MONOMERO METACRILATO DE
EUGENILO (EgMA).

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 1.1.2 se sintetiza el
monomero EgMA con un rendimiento del 80%. ElI mecanismo de la reaccion
corresponde al de una esterificacién de Fisher® en la que se hace reaccionar un cloruro
de acido con un compuesto hidroxilado. Este tipo de reaccion necesita de la adicion de
una amina en cantidades estequiométricas con respecto al cloruro, para neutralizar el
HCI formado, atrapandolo en forma del cloruro del trietilamonio correspondiente. La
figura 2.2 muestra el esquema de sintesis seguido asi como los cambios estructurales

introducidos en la molécula del eugenol.
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HO

MeO

Eugenol

o Espectro de RMN H del eugenol en cloroformo-d.

Et,N
cl | (CH3CHY),0
Ny
i O
Pl (N
MeO ‘ : ‘ A_)}J L_A

Metacrilato de eugenilo

Espectro de RMN 'H del EgMA en cloroformo-d.

Figura 2.2 Esquema de sintesis del metacrilato de eugenilo y espectros de RMN *H del

eugenol y metacrilato de eugenilo, en cloroformo-d.

Tras el proceso de purificacion mediante cromatografia en gel de silice y su
posterior aislamiento y secado a vacio se obtiene el monémero EQMA, como un sélido
blanco de bajo punto de fusion que no presenta restos del olor tipico del eugenol. Este
compuesto es susceptible de polimerizar a temperatura ambiente por lo que su

almacenamiento se mantiene a baja temperatura (-20 °C).

2.3- OBTENCION DEL MONOMERO METACRILATO DE
ETOXIEUGENILO (EEgMA).

La sintesis del mondmero metacrilato de etoxieugenilo (EEgMA) se lleva a cabo
segun el procedimiento descrito en el apartado 1.1.3. Su obtencion se realiza en dos
pasos de sintesis alcanzando un rendimiento global del 60%. En el primer paso, el

eugenol reacciona con cloroetanol mediante una reaccion de Wiliamson. Esta reaccién
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implica la formacion del i6n fendxido derivado del eugenol, que actita como
componente nucledfilo frente al cloroetanol (electrofilo), dando lugar al éter 2-
eugeniletanol mediante un mecanismo SN, con un rendimiento del 75%. El siguiente
paso consiste en hacer reaccionar este alcohol con el cloruro de metacriloilo mediante la
reaccion de esterificacion discutida en el apartado anterior alcanzando un rendimiento
del 80%. La figura 2.3 muestra el esquema de sintesis seguido, asi como los cambios

estructurales introducidos en las moléculas de eugenol y 2-eugeniletanol.

HO
MeO
Eugenol
Kl Espectro de RMN 'H del eugenol en cloroformo-d.
ho” > | EtOH/IOH
2-Cloroetanol N
HO Y

(@)

MeO
2-eugenil etanol

Espectro de RMN *H del 2-eugenil etanol en cloroformo-d.

(0]
Et,N
Cl | (CH;3CH,),0
N,

AN
A

Metacrilato de etoxieugenilo Espectro de RMN ‘H del EEgMA en cloroformo-d.

Figura 2.3 Esquema de sintesis del metacrilato de etoxieugenilo y espectros de RMN

'H del eugenol, 2-eugenil etanol y metacrilato de etoxieugenilo en cloroformo-d.
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Tras el proceso de purificacion mediante cromatografia en gel de silice, su
posterior aislamiento y secado a vacio se obtiene el monémero EEgMA, consistente en
un liquido blanco amarillento que no presenta restos del olor tipico del eugenol. Este
compuesto es susceptible de polimerizar a temperatura ambiente por lo que su

almacenamiento se mantiene a baja temperatura (-20 °C).

2.4.- CARACTERIZACION DE LOS MONOMEROS DERIVADOS
DE EUGENOL.

La estructura y pureza de los dos monémeros derivados de eugenol se confirman
a traves de técnicas de Resonancia Magnética Nuclear, asi como Espectroscopia de

Infrarrojo con Transformada de Fourier mediante Reflectancia Atenuada ATR-FTIR.

La figura 2.4 muestra la numeracion de los distintos carbonos presentes en las

moléculas de EQMA y de EEgMA que se mantiene para su asignacion espectroscopica.

A B

Figura 2.4 Estructura quimica de los mondémeros derivados de eugenol y numeracion

de los carbonos presentes. A. Metacrilato de eugenilo. B. Metacrilato de etoxieugenilo.

Las figuras 2.5 y 2.6 muestran los espectros de RMN 'H y RMN *C  del
monomero EgMA obtenidos en cloroformo deuterado. Para la correcta asignacion de las
bandas se emplean los espectros bidimensionales HMQC (figura 2.7) obtenidos en las
mismas condiciones. En la tabla 2.1 se recogen los desplazamientos quimicos asi como

su asignacion en funcién de la numeracion establecida en la figura 2.4.
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MM JJ )

4 3 2 1 ppm

Figura 2.5 Espectro de RMN *H del metacrilato de eugenilo en cloroformo-d.

150 100 a0 ppm

Figura 2.6 Espectro de RMN *3C del metacrilato de eugenilo en cloroformo-d.
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Metacrilato de eugenilo, RMN *H

Metacrilato de eugenilo, RMN ~C

3 (ppm) (IR)

Asignacion

3 (ppm)

Asignacion

7.0 (1H)

Hs

165,7

Crp

6,8 (2H)

Hzs

151,0

C

6,4y 5,7 (2H)

Hs

138,7

Cy

6,0 - 5,8 (1H)

Hs

138,1

Cs

5.1 (2H)

Hg

137,1

Cs

3,8 (3H)

Hio

135,6

Cy

3,4 (2H)

H7

126,9

Cs

2.1 (3H)

He

122,5

Cs

120,6

Ce

116,1

Co

112,8

Cs

55,8

40,0

Cy

18,4

Cs

Tabla 2.1 Desplazamientos quimicos e integracion relativa (IR) de las sefiales RMN *H

y RMN *3C del monémero metacrilato de eugenilo EgMA (referencia TMS).

Las figuras 2.8 y 2.9 muestran los espectros de RMN 'H y RMN *C del

monomero EEgMA obtenidos en cloroformo deuterado. Para la correcta asignacion de

las bandas se emplean los espectros bidimensionales HMQC (figura 2.10) obtenidos en

las mismas condiciones. En la tabla 2.2 se recogen los desplazamientos quimicos asi

como su asignacion en funcion de la numeracion establecida en la figura 2.4,
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Figura 2.8 Espectro de RMN *H del metacrilato de etoxieugenilo en cloroformo-d.
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Figura 2.9 Espectro de RMN *3C del metacrilato de etoxieugenilo en cloroformo-d.
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LREEGNA
Pulse Sequence: HMQC
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Figura 2.10 Espectro HMQC de correlacion *H-'C del metacrilato de etoxieugenilo en

cloroformo-d.
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Metacrilato de etoxieugenilo RMN ' H| Metacrilato de etoxieugenilo RMN *C

3 (ppm) (IR) Asignacion 3 (ppm) Asignacion

6,8 (1H) Hs 167,1 Cy

6,6 (2H) Hsg 149,8 C,
6,1y 5,6 (2H) Hs: 146,3 C,
6,0-5,8 (1H) Hs 137,4 Cs

51 (2H) Ho 136,0 Co

4,5 (2H) Hy- 134,1 Cs

4,2 (2H) Ho- 126,0 Cy

3,8 (3H) 120,5 Co

3,3 (2H) H; 115,7 Co

1,9 (3H) Ha 115,0 Cs
112,6 Cs
67,5 Cy
63,2 Cy
95,7
39,8 Cs
18,0 Cy

Tabla 2.2 Desplazamientos quimicos e integracion relativa (IR) de las sefiales RMN *H

y RMN 3C del monémero metacrilato de etoxieugenilo EEgMA (referencia TMS).

La figura 2.11 muestra los espectros de infrarrojo ATR-FTIR registrados para
ambos mondmeros asi como para la molécula de eugenol, donde se aprecian las bandas
correspondientes a los distintos grupos funcionales y cuya asignacion se recoge en la
tabla 2.3.
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Figura 2.11 Espectros normalizados de ATR-FTIR de la molécula de eugenol asi como

de los monomeros EQMA y EEgMA.

Bandas caracteristicas de ATR-FTIR

Longitud de onda (cm™) Asignacion

~3.500 -OH tensidn eugenol
1.725 C=0 tension carbonilo

1.600y 1.511 C=C tension grupo arilo
1.640 C=C tension éster
3.080 - 1.635-1.415y 995 C=C tension y deformaciones grupo alilo
1.360 -C-O- tension fenol y éter

1.503 C=C tension del esqueleto aromatico

700-760 -C-H tensién aromaticos

Tabla 2.3 Asignacion de las bandas caracteristicas del espectro infrarrojo de los

mondmeros EQMA, EEgMA y del eugenol.
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Por ultimo se determina el punto de fusion de los monémeros EQMA y EEQMA
mediante un calorimetro diferencial de barrido en las condiciones descritas en el
apartado 1.1.4. La figura 2.12 muestra el termograma registrado para sendos
mondmeros sobre los que se toma el punto de fusion como la temperatura a la que se

alcanza el maximo en la curva de entalpia.

PF =36,1°C
PFcqun = 6:8°C Egha
-~ EEgMA

——— EgMA
S
S
o
3]
©
ReR
3
LL

T T T T T T T T T T T T T T T 1

-20 -10 0 10 20 30 40 50 60

Temperatura (°C)

Figura 2.12 Determinacion del punto de fusion para los monémeros EQMA y EEgMA.

Los puntos de fusion determinados de este modo son 36,1 °C y 6,8 °C para los

monomeros EgMA y EEgMA respectivamente.
2.5.- EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD.

Para evaluar la citotoxicidad de los monémeros EQMA y EEgMA y compararla
con la del propio eugenol, se determina la viabilidad celular relativa de cultivos
portadores de dichas sustancias mediante un método colorimétrico basado en el uso del
reactivo MTT.® El reactivo MTT [bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio] es una sal de tetrazolio insoluble en el medio de cultivo que se reduce
a la sal de formazan correspondiente, al participar como co-catalizador en la
transformacion de lactato a piruvato, mediante la participacién de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) y el sistema catalizador NAD*/ NADH/H". La introduccion del

reactivo MTT al interior de la célula se produce mediante procesos endociticos.’® Una
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vez alli, el MTT se reduce en el interior del citoplasma celular, tras su inclusién y
acumulacion en vesiculas endociticas,** generandose cristales de formazéan en forma de

aguja, que tras ser exocitados por la célula se acumularan en su superficie.*

La figura 2.13" esquematiza el proceso donde se observa cémo es en el segundo
paso, donde el catalizador transfiere dos protones desde NADH/H* (E° = -320 mV/) a la

sal de tretrazolio (E° entre +290 y + 80mV) generando la especie reducida formazan.*

/ \ /V ] ‘\
| LDH
/CH\ C.
H3C coo" ch/ \coo'
N\ N @ LrLactato Piruvato
/ | NAD+ NADH+H+
Br
NS
S

Catalizador

=
CHs Formazan
(violeta) (amarillo)

Figura 2.13 Estructura quimica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio o MTT (A) y esquema de la reaccion de oxido-reduccion en la que el
lactato se transforma en piruvato por accion de la enzima LDH (B) y la sal de

tetrazolio se reduce a formazan.

Este proceso se sigue facilmente mediante colorimetria ya que el MTT al
reducirse, vira del color amarillo a rojo-azulado. Tras analizar colorimétricamente una
serie de disoluciones de los respectivos analitos se representan las curvas dosis vs
respuesta celular (figura 2.14) de cada sustancia. Con estas curvas y haciendo uso de la
ecuacion 1.4 se calculan los valores 1Cs de cada sustancia.

Los tres compuestos ensayados exhiben un comportamiento dependiente de la
dosis, siendo los valores de la concentracién inhibitoria media ICsq de 3,70; 2,60 y 1,83
para el EQMA, eugenol y EEgMA respectivamente. Las diferencias encontradas en la
citotoxicidad de los nuevos monomeros no presentan diferencias significativas con los

niveles exhibidos por el eugenol.
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Figura 2.14 Comparacion de las curvas dosis-respuesta celular obtenidas en el ensayo

MTT para el EQMA, EEgMA y eugenol. Cada punto representa la media + desviacion
estandar (n=8).

2.6.- ACCION BACTERICIDA DE LOS MONOMEROS.

En la figura 2.15 se observan las micrografias obtenidas mediante microscopio
electrénico de barrido ambiental de las cepas Escherichia coli (DH5a) y Streptococcus

mutans (CNCT 479) empleadas en todos los experimentos.

Spot Magn  Det W

30 2500x SE 108 0
3
3

Figura 2.15 Micrografias obtenidas mediante microscopio electronico de barrido
ambiental de las cepas E. coli (DH5¢) (izquierda) y S. mutans (CNCT 479) (derecha)
utilizadas para la determinacion de la accion bactericida de los monémeros derivados

de eugenol.
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La accion bactericida de los mondmeros EQMA y EEgMA se evalua siguiendo
dos metodologias distintas. En primer lugar se determina la capacidad bactericida de los
mondmeros EMA, EgMA y EEgMA mediante el método placa-pocillo por difusion en
agar descrito en el apartado 1.4.1. Para ello se exponen directamente en sendos taladros
realizados sobre la superficie de agar, las disoluciones de cada uno de los monomeros
en los distintos disolventes. Un ejemplo de los resultados obtenidos se muestra en la
figura 2.16 donde se aprecian los distintos halos o zonas de inhibicion producidos por
las disoluciones a ensayar. El tamafio de los halos medidos en milimetros se recoge en
la tabla 2.4.

WE ME OE & 1}

Figura 2.16 Resultados del ensayo por difusion en agar para disoluciones en DMSO
(centro) de eugenol (1 y 1R), metacrilato de eugenilo (2 y 2R), metacrilato de
etoxieugenilo (3 y 3R) y metacrilato de etilo (4 y 4R), todas ellas en concentracion 1M,
frente a Streptococcus mutans (CECT 479) tras 24 h de incubacion a 37 °C.

HALOS DE INHIBICION (mm)
BLANCO [ EUGENOL [ EMA
TWEEN 20 (10%) | N.D. 10 N.D.
CLOROFORMO | N.D. 24 N.D.

DMSO N.D. 19 N.D.

Tabla 2.4 Halos de inhibiciébn en mm obtenidos para los mondmeros EMA, EgMA,
EEgMA y la molécula de eugenol en distintas disoluciones con concentracién 1M frente
a Streptococcus mutans (CECT 479) tras 24 h de incubacién a 37 °C (N.D. = no se
detecta halo de inhibicion).
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En segundo lugar, el ensayo basado en los antibiogramas se realiza siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 1.4.1, frente a las dos cepas bacterianas indicadas
anteriormente. En este caso se evallUa la actividad inhibitoria de las disoluciones en
DMSO (1M) de los monémeros HEMA, EgMA y EEgMA, en comparacién con la
observada para los controles blanco (DMSO) vy positivo (disolucion 1M de eugenol en
DMSO).

En este caso se encuentra que el tamafio de los halos es menor en todos los casos
que el observado en el experimento anterior. Como ejemplo de los resultados obtenidos,
la figura 2.17 muestra dos placas con cultivos distintos sobre los que se aprecian los

halos de inhibicion.

Figura 2.17 Antibiogramas realizados sobre la superficie de placas agar-LB con
cultivos de S. mutans (izquierda) y E. coli (derecha) sobre las que se han depositado
discos empapados en disoluciones de DMSO 1M. 1: DMSO; 2: HEMA; 3: EgMA; 4:
Eugenol; 5: EEgMA; B: Blanco.

El tamafio de los halos medidos en milimetros, incluyendo los 9 mm de los

discos, se recogen en la tabla 2.5
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HALOS DE INHIBICION (mm)
BLANCO | HEMA | Eugenol

S. mutans (CECT 479) N.D. N.D. 22
E. coli (DH5a) N.D. N.D. 25

Tabla 2.5 Halos de inhibicién en mm obtenidos para los monémeros EMA, EgMA y
EEgMA y la molécula de eugenol empapados en disoluciones 1M en DMSO (N.D. = no

se detecta halo de inhibicién).

2.7.- DISCUSION.

La molécula de eugenol ha sido ampliamente estudiada debido a sus propiedades
farmacoldgicas y en particular su accién bactericida.™ Una linea de investigacion
abierta en la actualidad consiste en la modificacion de su estructura para mejorar sus
propiedades,™ o para obtener actividades farmacolégicas adicionales como en los casos

I'” y el dimetil dehidrodieugenol.’® En aplicaciones

del 2-acetil-oxibenzoil-eugeno
dentales, una de las principales desventajas de los cementos que contienen eugenol se
deriva del caracter antioxidante.® Asf, una limitacién en su uso se debe a que las
moléculas de eugenol que quedan sin reaccionar inhiben la polimerizacién radical de
resinas y materiales compuestos polimerizables de caracter permanente. Con el fin de
paliar esta desventaja, en este trabajo se aborda la funcionalizacién acrilica del eugenol,
sintetizandose dos metacrilatos distintos que se diferencian por la distancia de la
separacion entre el grupo metacrilico y el resto eugenilo: metacrilato de eugenilo
(EgMA), en el cual el grupo metacrilico esta unido directamente al anillo aromético del
eugenol, y el metacrilato de etoxieugenilo (EEgMA), en el que los restos metacrilico y

eugenilo estan separados por un grupo oxietilénico.

La obtencion de ambos derivados de eugenol se lleva a cabo de manera
irreversible, en condiciones suaves tipicas de las reacciones de esterificacion de Fisher,
alcanzando en ambos casos rendimientos globales altos. La caracterizacion
espectroscopica mediante Resonancia Magnética Nuclear de ambos mondmeros
confirma la estructura propuesta en la que el resto eugenilo se une al grupo metacrilico

directamente o a través del grupo separador, quedando los demas grupos funcionales

104



Luis Rojo del Olmo CAPITULO 2

(doble enlace acrilico y 4-alilo) inalterados para su posterior participacion en procesos
de polimerizacion radical. La asignacion de las bandas de carbono se basa en el estudio
de los valores de las integrales de las sefiales que aparecen en los espectros de proton y
su relacion a las observadas en los espectros bidimensionales HMQC.

De este modo para el monémero EgMA se asignan de manera inequivoca todas
las sefiales de carbono excepto para los carbonos 3 y 6 ya que las sefiales de los
protones de estos carbonos aparecen muy proximas en el correspondiente espectro de
protén. Sin embargo en el espectro bidimensional se aprecia claramente para la sefial de
proton a campo mas alto, la existencia de un doblete en su correspondiente sefial de
proton, indicando que se trata del protdn 5 que se acopla con el protdn 6. Este hecho
determina la asignacion de la secuencia de sefiales a 122,4; 120,6; 116,1 y 112,8 a los
carbonos Cs, Cg, Cg y Cs, respectivamente.

Para el caso del mondmero EEgMA vy siguiendo el mismo razonamiento, la
banda a 120,5 ppm se correlaciona con un singlete en el espectro HMQC, mientras que
las bandas a 115,0 y 112,6 se correlacionan con sendos dobletes cada una en el espectro
de HMQC. En este caso por tanto, la asignacion de la secuencia de sefiales 120,5; 115,7;

115,0y 112,6 corresponde a los carbonos Cg, Cy, Cs y C3, respectivamente.

En ambos casos el proceso de esterificacion queda confirmado por la
desaparicion de la sefial del hidroxilo del eugenol (5,5 ppm, *H) o del 2-eugenil etanol
(2,4 ppm, *H), asi como de la presencia de las bandas correspondientes a los grupos
metacrilicos (p.e. Hs(EgMA): 6,4 y 5,7; Hy(EgMA): 2,1; Hs(EEgMA): 6,1 y 5,6;
Hx(EEgMA): 1,9).

En el caso de los espectros ATR-FTIR, este proceso se observa por la presencia
de la banda tipica del carbonilo del éster a 1.725 cm™ ademés de la desaparicién por
completo de la sefial de tensién debida al grupo OH (~3.500 cm™). Las demas bandas
confirman la presencia del resto de grupos funcionales como el anillo aromatico
(tensiones C-H y esqueletales a 700, 1.510 y 1.600 cm™), observandose incluso el
primer sobretono o huella del benceno entre 1.700 y 2.700 cm™. Cabe destacar también
la presencia de las bandas a 1.600 y 1.640 cm™ que se corresponden a la tensién de los

dobles enlaces C=C de los grupos aromaticos y éster o, insaturado. En este intervalo
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se observa también la banda caracteristica del doble enlace alilico a 1.637 cm™ que
junto con las bandas a 3.080, 1.415 y 995 cm™,?>? confirman también asi la presencia

del resto eugenilo.

Si bien es de suponer que la actividad bioldgica del eugenol se vea afectada con
respecto a los nuevos derivados acrilicos, debido a la esterificacion de la funcionalidad
fenolica cabe esperar que los cambios en esta actividad no sean significativos, ya que
tanto EQMA como EEgMA mantienen intactas la funcionalidad 4-alilo contribuyente a

buena parte de su actividad.?* %

A bajas concentraciones, el eugenol actia como agente antiinflamatorio y
anestésico, sin embargo se ha demostrado que a altas concentraciones tiene un efecto
citotoxico.?* El estudio de la citotoxicidad de los monémeros EgMA y EEgMA junto
con el eugenol, sobre células de fibroblastos humanos, indica para los tres casos un
efecto tipo dosis respuesta con valores 1Csq relativamente parecidos. EI EEJMA muestra
un mayor indice de tolerancia que el eugenol, y éste a su vez que el EQMA, necesitando
en ese mismo orden mayores concentraciones de analito para provocar la muerte del
50% del cultivo celular. Sin embargo, como se ha dicho anteriormente, las diferencias
encontradas en la citotoxicidad de los nuevos mondémeros no son significativas con

relacion a los niveles exhibidos por el eugenol.

Estos resultados no constituyen un problema, puesto que las aplicaciones de los
derivados de eugenol estudiadas implican Unicamente su incorporacion en cantidades
relativamente reducidas, formando parte de polimeros acrilicos de alto peso molecular,
0 como elementos intrinsecos de redes poliméricas entrecruzadas donde cualquier resto
de monomero sin reaccionar se compone predominantemente de metacrilato de etilo o

de metilo, totalmente aceptados y usados actualmente en este tipo de sistemas.

El efecto bactericida de los monémeros derivados de eugenol frente a los dos
tipos de bacteria usados como modelos, muestran sin embargo diferencias apreciables
con respecto al eugenol. La actividad de compuestos fendlicos como el eugenol es
debida a la alteracién de la permeabilidad en las membranas de los microorganismos,
con su consecuente bloqueo del bombeo de protones e iones fosfato y potasio.> Esta

actividad es debida principalmente a la presencia del grupo hidroxilo acoplado a un
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sistema de electrones deslocalizados,?® estando muy determinada su actividad también,

por el grado de hidrofobicidad de los compuestos.?’

La sustitucién de un grupo alcohdlico por un resto metacrilico puede originar
efectos potenciadores de la actividad bactericida de ciertos compuestos.?® La
modificacion de la molécula de eugenol para obtener los nuevos derivados metacrilicos,
conlleva la sustitucion de la funcion fendlica por la de éster o, insaturado. A pesar de
este cambio en la estructura, los nuevos derivados presentan un buen balance
hidrofébico, y una cierta capacidad de intercambio protdnico unido a la estructura 4-
alilo, que hace que mantengan cierta capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano.
Ademas, estos compuestos pueden ser hidrolizados en el interior de los
microorganismos por la accién de enzimas (esterasas),”’ generando eugenol en su
interior. El resto acrilico por su parte no parece que tenga alguna contribucion a la
actividad, como indica la ausencia de halos de inhibicién tanto para el metacrilato de
etilo (EMA) como para el metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA). Los derivados EQMA
y EEgMA al poseer caracter hidréfobo pueden introducirse en el interior de las
membranas citoplasmaticas, una vez alli la capacidad inhibitoria de cada uno depende
del grado de interaccién con las funciones celulares. EI EQMA presenta poca capacidad
inhibitoria en comparacion con el eugenol mostrando halos de inhibicion muy
reducidos. Sin embargo el EEgMA, al poseer una mayor flexibilidad molecular en su
estructura presenta un mayor grado de interaccion que el EQMA con la bicapa lipidica
de las membranas, originando cambios en sus propiedades fisicoquimicas que producen
alteraciones en el flujo pasivo de protones a través de la membrana.*® Esta mayor
interaccion se traduce en una mayor capacidad de inhibir la proliferacion bacteriana

mostrando halos de inhibicion mayores.
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CAPITULO 3. SISTEMAS POLIMERICOS DERIVADOS
DE EUGENOL.

3.1.- INTRODUCCION.

Como se ha comentado en el capitulo anterior, la generaciéon de nuevos
materiales poliméricos dotados de funcionalidades especificas se puede abordar desde
distintas perspectivas sintéticas. Concretamente, el campo dental y el de la cirugia
ortopédica, presentan una gran demanda de nuevos polimeros que incorporen
propiedades antisépticas y analgésicas entre otras, sin prescindir de las prestaciones
biomecanicas requeridas para este tipo de aplicaciones. El uso de polimeros acrilicos y
metacrilicos en estas disciplinas estd muy extendido siendo los materiales mas
frecuentemente usados los derivados de metacrilato de metilo y de etilo."” Estos
materiales presentan la ventaja de su facil y econdmica obtencidn, asi como un nivel
optimo de prestaciones mecanicas y estabilidad temporal adecuada. Sin embargo los
polimeros metacrilicos derivados de estas familias no presentan una bioactividad
especifica, cumpliendo meramente funciones estructurales y/o de relleno. La
funcionalizacion de estos sistemas acrilicos mediante la obtencion de copolimeros
portadores de eugenol se presenta como una estrategia interesante para aportar a los
sistemas actividad farmacologica. Existen en la literatura ejemplos de polimeros
portadores de derivados de eugenol,> sin embargo ninguno de ellos ha sido evaluado

para su uso como posible biomaterial.

Los mondmeros derivados de eugenol descritos en el capitulo anterior conservan
la estructura 4-alilo, unida mediante grupo éster al resto polimerizable metacrilico. Esta
estructura les hace buenos candidatos para su participacion en procesos de
polimerizacién radical, evitando el cardcter inhibitorio del eugenol,™® pudiéndose
incorporar eficazmente a materiales compuestos en restauraciones permanentes y
aportando a las cadenas macromoleculares los efectos bactericidas, antioxidantes y

, . ;e 1
analgésicos caracteristicos del eugenol.”® >

En este capitulo se describe la sintesis y caracterizacion de los polimeros

derivados de eugenol asi como su copolimerizaciéon con otros mondmeros acrilicos
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como el metacrilato de etilo (EMA), de metilo (MMA) y de 2-hidroxietilo (HEMA),
mediante procesos de polimerizacion radical. De ellos, el EMA proporciona un mayor
grado de ductilidad al sistema polimérico proporcionando con ello mejoras desde el
punto de vista mecanico'' y biologico,'” en su incorporacién a formulaciones

autocurables. La figura 3.1 muestra el esquema general de sintesis de estos polimeros y

copolimeros
CHs
H,C——cC
Hy CHs
COOR; AIBN |
+ > _( CHZ_C) ( CH, C)
CHz T=60°C
| COOR| COOR,
H,C——C
COOR, \
Ry = g > ; o—@f
MeO MeO

R, = Metilo; Etilo; 2-hidroxietilo; R,

Figura 3.1 Esquema de la reaccion de polimerizacion radical de los derivados de

eugenol.

3.2.- CONCEPTOS GENERALES DE POLIMERIZACION.

3.2.1.- HOMOPOLIMERIZACION Y COPOLIMERIZACION RADICAL.

Las reacciones de polimerizacion via radicalaria trascurren en tres etapas
llamadas de iniciacion, propagacion y terminacion, siguiendo el esquema cinético

general que se muestra en la figura 3.2."
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INICIACION

k
12 # 2 1e
H

. |
H2C:CHR + Ie _k;» I_CHz_ C *

R
R =H, CH;, COOH, COOR), etc

PROPAGACION

H H
! H,C=CHR
I—CH5=(* + HC=CHR—E> |—CHyCH—CHy(» L2 ) I(CHz?H)MICHz'CH'

R R R R R
TERMINACION

Combinacién (acoplamiento radical)
T H
o - k |
\’VV\’CHz_ (E + oC CH2 (022 Z. . \’VV‘CHZ_ $_$_CH2W
|
R

R R R
Desproporcion

||_| ||_| H H
NAACH,— C - .(lj—CH2 AN _ktd_> WANCH;— ﬁlgHJr ﬁl;:CHz
R R R R

Figura 3.2 Esquema general de polimerizacion radical para polimeros vinilicos.

Segun este esquema la etapa de iniciacion comprende dos reacciones. En la
primera de ellas tiene lugar la formacion de radicales libres mediante la disociacion
homolitica de un iniciador (/) en la que k; es la constante de descomposicion del
iniciador. Esta etapa se puede producir por via fotoquimica, térmica o por
descomposicion o reaccion de un iniciador, siendo las dos primeras vias las mas
utilizadas. En la segunda reaccion se produce la adicion del radical formado (/') a la
primera molécula de monomero, formando la especie radical activa y donde %; es la

constante cinética de esta etapa.

La etapa de propagacion consiste en el ataque de la especie radical activa sobre

nuevas moléculas de mondmero, adicionando con cada ataque una unidad nueva y
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formando en cada reaccion un nuevo macrorradical, siendo %, la constante de velocidad

de propagacion.

La etapa de terminacion consiste en una reaccion bimolecular entre radicales que
da lugar a un enlace covalente. Esta terminacion puede tener lugar por combinacion
cuando se forma una sola molécula de polimero o por desproporcion, donde un
hidrégeno en posicion B respecto a un centro activo, se trasfiere al extremo reactivo de

otro macrorradical dando lugar a dos moléculas de polimero.

Considerando que la descomposicion térmica del iniciador sigue una cinética de
primer orden y asumiendo primero, la irreversibilidad de las reacciones; segundo, la
ausencia de reacciones secundarias; tercero, que la constante de propagacidon es
independiente del tamafio del radical; cuarto, aceptando la aproximacion del estado
estacionario, se obtiene la siguiente ecuacion como expresion general de la velocidad

global de polimerizacion,

R, = kkl; (M2, [1]") Ec. 3.1

donde /M] y [I] son las concentraciones de monomero ¢ iniciador respectivamente y f
es el factor de eficacia del iniciador, definido como la fraccion de radicales producidos

en la homolisis que da lugar a iniciacion de las cadenas poliméricas.

Los iniciadores térmicos tipo AIBN usados para este tipo de reacciones
provocan la polimerizacién de la gran mayoria de los dobles enlaces carbono-carbono
cuando se usan dentro de sus respectivos intervalos de temperaturas de méxima eficacia,

que en el caso del AIBN es entre 50 y 70 °C."

Al igual que el proceso de homopolimerizacion, el mecanismo de reaccion de la
copolimerizacion radical consta de las etapas de iniciacion, propagacion y terminacion.
Sin embargo en este tipo de procesos la unidad monomérica que va a adicionarse no es
solo una sino que coexisten mas de un tipo de unidades monoméricas con reactividades

distintas. En este caso y segun el modelo terminal de copolimerizacion, donde la
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reactividad de la especie activa en crecimiento depende de la reactividad de la unidad
monomérica que se encuentre en su extremo reactivo,”” el esquema cinético de la etapa

de propagacion se representa mediante las siguientes ecuaciones:
Ae+A—2 3AAe
Ae+B—x= 3sABe
Be+A—=>BAe
Be+B—=3>BBe

En este tipo de proceso, la velocidad de consumo de cada uno de los monomeros

viene dada por las siguientes ecuaciones:

—d[A]

=W TATHAL kBT A] Ee3.2
_(le:]B]:kBB.[B.].[B]+kAB'[A.].[B] Ec3.3

dividiendo ambas expresiones y teniendo en cuenta la hipotesis del estado estacionario,
donde el numero de centros activos permanece constante, se debe cumplir la ecuacion

3.4.

k. [B*][A]=k

BA

s [A*][B] Ec 3.4
Es decir, la conversion de una cadena activa finalizada en A en una finalizada en
B, debe ser igual a la conversion del final de cadena de B en A. De este modo llegamos

a:

dfA] _ [A](r,[A]+[B])
d[B] [B](ry[B]+ [A])

Ec3.5

donde r4 y rz expresan las relaciones de reactividad, cuyos valores vienen dados por las

expresiones:
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k

r, =24 Ec 3.6
kAB
k

r, =22 Ec 3.7
1<BA

La ecuacion diferencial 3.5 se denomina también ecuacion de composicion del
copolimero, y puede escribirse en términos de fracciones molares ya que la disminucion
infinitesimal del monémero 4 o B, corresponde en realidad a la incorporacion

infinitesimal de los mismos a las cadenas en crecimiento.

f F.(r,'F, +F
1A _ A (1 Fy +Fp) Ee3g
fB Fy (rB'FB +F,)

donde f'y F representan las fracciones molares instantaneas en el copolimero y en la

alimentacion respectivamente (4 + f3 = 1 y F4 + Fp = 1).

Para poder emplear la ecuacion 3.8 se ha supuesto que el sistema se encuentra en
estado estacionario donde la concentracion de los comondmeros es constante. Para que
esto se cumpla el grado de conversion debe de ser inferior al 10%. Este requisito se
debe a que si la reactividad de un comondémero es superior a la del otro, la mezcla de
reaccion se enriquecera en el comonomero menos reactivo, modificandose de este modo
la concentracion en la alimentacion y por tanto alterandose la composicion del

copolimero.

A partir de los datos experimentales de composicion de los comondmeros tanto
en la alimentacion como en el copolimero, se pueden obtener los valores de las
relaciones de reactividad a través de la aplicacion de diferentes métodos matematicos,

lineales y no lineales.

Método Fineman-Ross (lineal). A partir de la ecuacion de copolimerizacion y

definiendo las relaciones F% =Fy f% =1, la ecuacién 3.8 se convierte en la
B B

ecuacion 3.9:

118



Luis Rojo del Olmo CAPITULO 3

2
?(f—l)=rA~F?—rB Ec3.9

obteniéndose la ecuacion de una recta donde 74 es la pendiente y 75 es la ordenada en el

. 1 . ., , . .y
origen.'® La aplicacion de este método en ocasiones, da lugar a una acumulacién de
puntos en un pequefio intervalo de valores F’ /f , con lo que los valores de 74 y 73

obtenidos pueden resultar alterados.

Método Kelen-Tudos (lineal). Este método se plantea como alternativa al método

. . . . 17 . .y
anterior para evitar sus inconvenientes. ' Para ello, Kelen y Tiidos proponen la ecuacion

3.10:

%k
G__ (rA +r—B}f——r—B Ec3.10
o+f* o/Ja+f* a

siendo G y F* los términos (F/f)(f-1) y F/f respectivamente y o un coeficiente

arbitrario dado por la expresion o =./f,,f . Definiendo dos nuevas variables

n= G(a+ *) y &= f%a + %) se obtiene la ecuacion 3.11:

n=(rA+r—B)~§—r—B Ec3.11
o o

.7 . T, .
que es la ecuacion de una recta donde el cociente (rA + %) es la pendiente y r% es la

ordenada en el origen. Con estas dos expresiones se obtienen las relaciones de

reactividad para el sistema p(A-co-B). Para una representacion optima de los puntos

experimentales los valores f); y f toman los valores maximo y minimo de f*.

Un inconveniente de los métodos lineales es que los valores de las relaciones de
reactividad obtenidos a partir de ellos no proporcionan informacién del error

experimental. Una alternativa para la obtencion de las relaciones de reactividad a estos

119



CAPITULO 3 Luis Rojo del Olmo

métodos lineales fue dada por Tidwell y Mortimer, mediante la aplicacioén del ajuste no

lineal por minimos cuadrados.

Método Tidwell-Mortimer (no lineal). Este método, al igual que los anteriores, se basa
en el ajuste de la ecuacion de copolimerizacion 3.5."® Realizando copolimerizaciones a
bajas conversiones para poder considerar la concentracién inicial de comondmeros

constante, la ecuacion 3.5 se puede representar como la ecuacion 3.12:

f, (5, F:+F,F,)
fy (0, F2 +F,F,)

Ec3.12

Para la obtencion de las relaciones de reactividad, se estiman dos valores de 74 y
rpy se sustituyen en la ecuacion 3.12, representandose los datos de las composiciones
de la alimentacion y del copolimero tanto experimentales como obtenidos
matematicamente. Este proceso se itera hasta alcanzar el valor minimo de la suma de los
cuadrados de las diferencias entre los valores observados y determinados
matematicamente. En el punto donde ambos valores convergen, los valores r4 y 73
introducidos en la ecuacion son los valores de las relaciones de reactividad del sistema
p(A-co-B). Este método ademas permite evaluar el error experimental cometido a través

de la representacion del diagrama del limite del 95% de confianza.'’

Método algoritmo genérico de Levenberg-Marquardt (no lineal). Este método hace
uso de un algoritmo numérico de ajuste no lineal por minimos cuadrados. Para ello se
busca el polinomio tedrico que se adapte a los puntos experimentales mediante un ciclo

. . rogs 20
iterativo hasta converger de manera optima.

Dependiendo de los valores de las relaciones de reactividad, se obtendran

diferentes distribuciones de los comondmeros en el copolimero. En la tabla 3.1 se

muestran los diferentes copolimeros obtenidos en funcion de los valores de ra y 15,
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Copolimero

Azar

Alternante

Enriquecido en A

Azeotropico

Tabla 3.1 Clasificacion de los copolimeros en funcion de los valores de las relaciones

de reactividad.

Los copolimeros al azar se caracterizan porque cumplen que r;'r; = 1. En estos
polimeros la adicion de monomero en la etapa de propagacion no depende de la
naturaleza de ambas unidades. En el caso de copolimerizaciones alternantes ambos
monodmeros presentan reactividades parecidas y los macrorradicales prefieren reaccionar
con tendencia a la alternancia. Cuando un comonomero presenta mayor reactividad
respecto al otro, el copolimero resultante se presenta enriquecido en ese comondmero a
bajas conversiones, y con una distribucion poco homogénea de secuencias a conversion
total. Por ultimo, cuando ambas relaciones de reactividad son inferiores a la unidad, la
curva de composicion en alimentacion frente a la del copolimero atraviesa en un punto
la linea obtenida cuando ro = 1 y rg5 = 1. En este punto, denominado azeotrdpico, la

composicion del copolimero se hace independiente de la conversion.

Las relaciones de reactividad ademés proporcionan informacién de la
distribucion instantdnea de secuencias de estas cadenas. De acuerdo con la teoria
estadistica clasica,”"** la probabilidad de que exista una diada alternante A-B viene

dada por la ecuacioén 3.13:

P(AB) = P(A)P,, Ec3.13

siendo P(4) la probabilidad de existencia de la unidad A y P4z la probabilidad
condicional de que el monomero B se adicione a un radical polimérico cuyo extremo en
crecimiento sea A*. De acuerdo con esta definicion y teniendo en cuenta el esquema
cinético expuesto anteriormente, las probabilidades condicionales pueden expresarse

segun la ecuacion:
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Kk, 5 [A*][B]

AB — Ec 3.14
koa [A*][A]+ Kk 5 [A*][B]

y operando

1
l+1,x

Ec3.15

PAB =

donde ry = kyas/kpap 'y x = [A]/[B]. De forma similar pueden obtenerse las
probabilidades condicionales P44, Pp4, Y Ppp en funcidn de las relaciones de reactividad

y de la relacion de concentraciones de mondémeros en la alimentacion.

PAA :l_PAB

Py, = I Ec 3.16
I+ r1,/x

Pgp :l_PBA

A partir de estas expresiones es sencillo obtener los pardmetros estadisticos que
describen la distribucion de los mondémeros a lo largo de las cadenas poliméricas.
Admitiendo el principio de reversibilidad de secuencias, es decir, que la probabilidad de
encontrar una secuencia cualquiera formada por unidades monoméricas en un cierto
orden es igual a la probabilidad de encontrar una secuencia formada por las mismas

unidades pero agrupadas en orden inverso, es facil deducir que:
P(A)P,, =P(B)-B;, Ec3.17

Combinando la ecuacion 3.17 con la ecuacion 3.15 y 3.16 se deduce la ecuacion

de copolimerizacion para el modelo terminal:

P(A) T+r,x

= Ec3.18
PB) I+r/x
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En muchas ocasiones resulta interesante conocer las fracciones de triadas
centradas en una unidad determinada con objeto de poder describir adecuadamente la
homogeneidad en la distribucion de unidades para un sistema copolimérico definido.
Las fracciones de triadas que contienen una unidad central A pueden deducirse

estadisticamente en base al modelo terminal de la copolimerizacion radical:*

fAAA = fA'P/iA
fBAA = fB'PBA'PAA
fAAB = fA'PAA'PAB

fBAB = fB ‘PgaPap

Ec3.19

Otro factor a tener en cuenta en los procesos de polimerizacion radical en los
que participen mondmeros acrilicos es la formacion de puntos de estereoisomerismo
(configuracion R o S) en el carbono terciario o cuaternario de la cadena.”* En una
cadena de polimero que incorpora cientos o miles de unidades, no es relevante la
configuracion absoluta de cada uno de los carbonos terciarios o cuaternarios, pero si lo
es la ordenacién de estos sucesivos estereocentros, es decir las configuraciones
relativas, da lugar al concepto de tacticidad. Hay dos tipos basicos de ordenacion;
isotactica, donde los carbonos terciarios presentan la misma configuracion, y
sindiotactica donde la configuracion es alternante.

Diada m o isotactica . C e
Diada r o sindiotactica

~ A CHj CHjy CHy A Aanns CH2/< CH/QCHZ .
Triada m-m Triada r-r Triada r-m
L1 L] T
T T T

Figura 3.3 Configuracion de diadas y triadas para un polimero constituido por

unidades monosustituidas.
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La mayoria de las macromoléculas presentan una secuencia estadistica de
ordenamiento iso y sindiotictico dando lugar a diadas meso (m) o racémicas (r)
respectivamente. Usando esta terminologia m y r, encontramos que hay tres triadas
posibles, mm (isotactica), mr y rm (heterotactica) y rr (sindiotactica). Cuatro unidades
forman una tetrada y asi sucesivamente. La figura 3.3 muestra los dos tipos de diadas
para un mondémero monosustituido y un esquema simplificado de los tres tipos de

triadas posibles, que podria corresponder a una proyeccion de Fisher girada 90°.

3.2.2.- PRINCIPALES TECNICAS DE CARACTERIZACION DE POLIMEROS.

La caracterizacion de los polimeros descritos en este capitulo se realiza mediante

técnicas espectroscopicas, cromatograficas, térmicas y reologicas.

Técnicas espectroscopicas:

Una de las técnicas mds utilizadas en la caracterizacion de polimeros para
determinar tanto la composiciéon como la microestructura de las cadenas poliméricas es
la Resonancia Magnética Nuclear. Ademas esta técnica es muy util para el estudio de
mecanismos de polimerizacién y analisis estructural de las macromoléculas.> La
espectroscopia de carbono-13 ofrece ademds una informacion excelente y fiable acerca
de la configuracion estereoquimica de polimeros acrilicos y vinilicos, cuando el

: . 22,26
espectro se registra en condiciones adecuadas. *~

La espectroscopia vibracional (FTIR) por su parte proporciona informacion
acerca de la estructura de polimeros, la presencia de grupos funcionales y de
interacciones intermoleculares.”” Esta versatilidad ha hecho de esta técnica una
herramienta muy util para la caracterizacion quimica de polimeros™ y para el
seguimiento de cambios quimicos en reacciones de curado o de degradacion.”” La
asignacion de las bandas caracteristicas de los polimeros se realiza de acuerdo con la

bibliografia y con tablas de asignacion teorica.
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Determinaciéon de pesos moleculares. Cromatografia de Exclusion de Tamafos
SEC):

Una de las caracteristicas mas importantes de un polimero es su peso molecular.
En macromoléculas el peso molecular no es generalmente un pardmetro tnico, sino que
se presenta como un valor estadistico como resultado de una mezcla polidispersa con
una distribucion de pesos moleculares que pueden definirse mediante diferentes

promedios, de los cuales los mas caracteristicos son el Peso Molecular Promedio en

Ntmero M, y el Peso Molecular Promedio en Peso M. La explicacion de esta

polidispersidad reside en las variaciones estadisticas presentes en el propio proceso de

polimerizacion.

El Peso Molecular Promedio en Numero se define como el peso total de todas
las moléculas en una muestra de polimero (w) en relacion al numero total de moléculas

presentes y cuya expresion matematica se recoge en la ecuacion 3.20:

M = w _ZNXMX

"Ny XNy

Ec3.20

donde los sumatorios representan todas las especies poliméricas de diferente tamafio

desde x = I hasta x = o unidades, y Ny es el nimero de moléculas cuyo peso es My.

El Peso Molecular Promedio en Peso se puede resumir de manera andloga en la

ecuacion 3.21.

TN

L= Ec 3.21
ZNXMX

En general se puede decir que M, es mas sensible a las fracciones de peso

molecular bajo mientras que M, es més sensible a las de peso molecular alto.
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El cociente de ambos promedios se denomina indice de Polidispersidad (IP),
que da una idea de la amplitud de la curva de distribucion de pesos moleculares y que a

su vez, determina en gran medida las propiedades del polimero.

La técnica mas utilizada para la determinacion de la distribucion de pesos
moleculares en polimeros es la Cromatografia de Exclusion por Tamafios (SEC, de sus
siglas en inglés),*® que se basa en la separacion de moléculas en funcion de su tamafio
molecular en disolucién al pasar a través de una serie de columnas rellenas de un
material, normalmente geles entrecruzados de estireno/divinilbenceno o silice, de
tamaio de particula estrecho y distribucion de tamaifios de poro controlada, en el rango
de las moléculas que se quieren separar. Por tltimo, mediante un sistema de deteccion
adecuado como puede ser de indice de refraccion o espectroscopia UV, se puede medir

la cantidad de polimero que pasa a través de la columna en funcion del tiempo.

La SEC es un técnica relativa que no permite determinaciones absolutas de
pesos moleculares, sino que es preciso establecer una curva de calibrado a partir de
patrones monodispersos de peso molecular conocido para a partir de ella, obtener los
pesos moleculares relativos de las muestras. Sin embargo, en la mayoria de los casos no
existen patrones de los polimeros de estudio por lo que se suele recurrir a patrones
comerciales de polimeros con volumen hidrodindmico parecido, o al menos con

estructura quimica semejante a la muestra problema.

Anélisis térmico, Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC):

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, de sus siglas en inglés) es una
técnica de no equilibrio basada en la medida de flujo de calor entre una muestra y una
referencia, en funcion del tiempo o la temperatura. Debido a que la mayoria de los
cambios fisicos o quimicos tienen lugar con un cambio de entropia, entalpia y/o energia
libre de Gibbs, éstos pueden ser evaluados por calorimetria detectando el calor
intercambiado en cada transicion.’’ Tanto los polimeros amorfos, como las zonas
amorfas de los polimeros parcialmente cristalinos, muestran una transicion térmica
denominada transicion vitrea y una temperatura asociada a esa transicion denominada
Temperatura de Transicion Vitrea (Tg).32 La determinacién de esta transicion, y la

temperatura a la que se produce nos da una idea acerca de la flexibilidad de cadena. Por
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debajo de la T, los polimeros se encuentran en estado rigido y quebradizo mientras que
por encima, las macrocadenas poseen suficiente energia térmica para moverse al azar.
Esta transicion esta asociada a un fendémeno de relajacion por lo que su determinacion
depende en gran medida de la estructura quimica del polimero y de las condiciones

experimentales en que se realiza, entre ellas la velocidad de calentamiento.

Anélisis Termogravimétrico (TGA):

El Analisis Termogravimétrico (TGA, de sus siglas en inglés) es el método mas
ampliamente utilizado para obtener informacion sobre la estabilidad térmica de
polimeros.”® Mediante esta técnica pueden determinarse numerosas propiedades del
material como por ejemplo, la degradacion que experimenta un material polimérico, una
estimacion de su composicion, mecanismos de degradacion, etc. Un experimento de
degradacion térmica tipico consiste en aplicar una rampa de calentamiento definida a
una muestra polimérica y registrar el porcentaje de perdida de peso que se va

alcanzando con la temperatura o el tiempo.

Determinacién de la densidad:

La densidad es otra de las propiedades importantes a considerar en muchas
aplicaciones posteriores de los polimeros ya que permite entre otras cosas, determinar la
fraccion de volumen libre o el peso molecular entre nudos de redes poliméricas. Para su
determinacion se sumergen en un disolvente de baja densidad particulas en forma de
pelicula muy fina, hundiéndose éstas debido a su mayor densidad. Tras la adicion de
pequenos volimenes de un fluido de mayor densidad, las particulas comenzaran a
flotar. La densidad de la mezcla final coincide con la densidad del polimero y se

determina mediante pesada en un picnémetro.

Determinacioén reolégica, medida de la viscoelasticidad dinamica:

Una caracteristica de polimeros sintetizados a partir de monomeros
bifuncionales es su capacidad de formar redes entrecruzadas que formen una Unica
estructura tridimensional. El proceso de formacién de estas redes no es, sin embargo,

instantaneo sino que ocurre progresivamente a medida que las distintas macrocadenas
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en crecimiento van uniéndose formando dominios de alta densidad de entrecruzamiento.
Conforme avanza la reaccion, este proceso se ve dificultado por el incremento de la
viscosidad y su consecuente mayor restriccion en el movimiento de los macrorradicales
para formar enlaces covalentes. Este sistema alcanza un punto critico denominado punto
gel caracterizado por la formacion de dominios de peso molecular tan grandes que
provocan el ensanchamiento de la distribucion de tamafios hasta converger en infinito.**
Justo antes de que la reaccion alcance el punto gel, ésta consiste en una distribucion de
dominios finitos. Este estado es llamado so/ ya que es soluble en buenos disolventes, sin
embargo, superado el instante de transicion sélido-liquido (LST de sus siglas en inglés),
el sistema se denomina gel. El gel consiste en una macromolécula de longitud infinita y
que solo puede ser hinchada, pero no disuelta en los disolventes anteriores. Este proceso
de gelacion nunca ocurre de manera total sino que siempre queda una fraccion de bajos

pesos moleculares, fraccion sol, embebida en la matriz entrecruzada o fraccion gel.

Existen numerosos métodos para el estudio de estos sistemas entrecruzados. Uno
de ellos es el estudio de la viscoelasticidad dinamica del material mediante técnicas de
reometria oscilatoria,” haciendo uso de un redmetro rotacional de esfuerzo controlado
(figura 1.1). Esta geometria permite la medida de propiedades viscosas y viscoelasticas

36,37

aplicando una deformacion o velocidad de deformacion y midiendo la respuesta a

dicha deformacion.

Al someter la muestra a un desplazamiento oscilatorio sinusoidal en cizalla, la

ecuacion del desplazamiento (y) en funcion del tiempo es la siguiente:
y(t) =y,.exp(iot) Ec3.22

donde y es la amplitud del desplazamiento, y @ es la frecuencia. Para un material
viscoelastico, el esfuerzo correspondiente (o) tiene amplitud oy, pero estara desfasado
con respecto a la deformacioén aplicada. Si llamamos o al angulo de desfase, la

expresion que relaciona el esfuerzo con el tiempo es:

o(t)= ao-exp{i(w t— 5)} Ec3.23
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La geometria de platos paralelos nos permite obtener ademas otros parametros
viscoelasticos como el modulo de cizalla complejo (G*), que se define como la relacion

entre el esfuerzo y la deformacion

G* = %t)) — %0 (cos 5 +i-send) = G'+i-G" Ec. 3.24
Y 7o

donde G’ es el modulo de almacenamiento que viene determinado por el
comportamiento elastico del material y G” es el modulo de pérdidas, que es el

componente correspondiente al comportamiento viscoso.

La viscosidad compleja (%) se define como la relacion entre el esfuerzo y la

velocidad de deformacion (), y tiene componentes real e imaginaria.

U] Ec 3.5
7(t)

La parte real o viscosidad dindmica 7’ estd relacionada con el moddulo de

pérdidas G ” seglin la ecuacion 3.26.

'

G"
n=—

w

Ec3.26

Por ultimo, una de las funciones viscoelasticas dinamicas mas utilizadas en la
caracterizacion de materiales es la denominada tangente de pérdidas (tand), que resulta

del cociente de los méddulos de pérdida y de almacenamiento.

n

tan5=i Ec. 3.27
GV

, . , .. 38 .
Con estos parametros y aplicando la teoria de elasticidad del caucho™ es posible
determinar el numero de cadenas elasticamente activas, y que a su vez es inversamente

proporcional al peso molecular entre nudos.
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' RTp
G'= Me Ec3.28

donde R es la constante de los gases, T la temperatura, p la densidad del polimero y Mc

el peso molecular entre nudos.

3.3- OBTENCION DE POLIMEROS Y COPOLIMEROS
SOLUBLES.

3.3.1.- HOMOPOLIMEROS DE EMA, EgMA Y EEgMA.

La obtencion de los polimeros poli(metacrilato de eugenilo) (PEgMA),
poli(metacrilato de etoxieugenilo) (PEEgMA) y poli(metacrilato de etilo) (PEMA) se
lleva a cabo mediante polimerizacion radical en disolucidon segin la metodologia
descrita en el apartado 1.2.1. Cuando las reacciones se llevan a cabo alcanzando
conversiones altas (t = 24 h) con rendimientos del 60, 62 y 70% para los polimeros
PEgMA, PEEgMA y PEMA respectivamente, se obtiene PEMA soluble pero los
polimeros PEgMA y PEEgMA asi obtenidos resultan insolubles en los disolventes
organicos convencionales ya que generan una red entrecruzada debido a la participacion

del grupo alilo de las respectivas unidades monoméricas EgMA y EEgMA.

Figura 3.4 Estructura quimica de los derivados de eugenol (EgMA: m = 0; EEgMA: n
= 2, m = 1) donde se recuadran los grupos susceptibles de polimerizar. A) Doble

enlace metacrilico. B) Doble enlace alilico.
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Por eso la polimerizacion de estos monomeros debe realizarse a baja conversion
para obtener productos solubles, que se caracterizan mediante técnicas de Resonancia
Magnética Nuclear. La reactividad del grupo acrilico es mucho mayor que la del grupo
alilo, y por ello los polimeros aislados a baja conversion no son entrecruzados, siendo

por lo tanto solubles.

Las figuras 3.6 y 3.7 muestran los espectros de RMN 'H y RMN "C del
poli(metacrilato de etilo), obtenido en cloroformo deuterado. Para la correcta asignacion
de las bandas, se emplean los espectros bidimensionales HMQC (figura 3.8) obtenidos
en las mismas condiciones. En la tabla 3.2 se recogen los desplazamientos quimicos de
las sefiales obtenidas asi como la asignacion de cada una de ellas en funcion de la

numeracion establecida en la figura 3.5

A B C

MeO

Figura 3.5 Estructura quimica de los homopolimeros PEMA (4), PEgMA (B), PEEgMA

(C) y numeracion de los carbonos presentes.

Figura 3.6 Espectro de RMN 'H del poli(metacrilato de etilo) en cloroformo-d
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Figura 3.7 Espectro de RMN "*C del poli(metacrilato de etilo) en cloroformo-d.
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Figura 3.8 Espectro HMQC de correlacion "H-"C del poli(metacrilato de

cloroformo-d.

132

16 14 12 10 8 6
F1 (ppm)

etilo) en



Luis Rojo del Olmo

CAPITULO 3

LR2901
Pulse Sequence: HNQC
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Figura 3.8 continuacion. Espectro HMQOC de correlacion "H-C del poli(metacrilato

de etilo) en cloroformo-d.

PEMA RMN H

PEMARMN *C

3 (ppm)

Asignacion

3 (ppm)

Asignacion

4237

H,

178,0

Cr

1,87

H;- mrr

60,5

Ci

1,77

Hg‘ Irr

54,1

Cs

1.4

H, mm

44,8

Cy

1,2

H,

18,4

C4' mr

0,98

H4’ mr

16,5

0,83

13,7

G

Tabla 3.2 Desplazamientos quimicos de las seiiales RMN 'H y RMN °C del

poli(metacrilato de etilo) (referencia TMS).

Las figuras 3.9 y 3.10 muestran los espectros de RMN 'H y RMN "C del

poli(metacrilato de eugenilo), obtenidos en cloroformo deuterado. Para la correcta

asignacion de las bandas, se emplean los espectros bidimensionales HMQC (figura

3.11) obtenidos en las mismas condiciones. En la tabla 3.3 se recogen los
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desplazamientos quimicos de las sefiales obtenidas asi como la asignacion de cada una

de ellas en funcidn de la numeracion establecida en la figura 3.5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7 B a8 4 3 2 1 ppm

Figura 3.9 Espectro de RMN 'H del poli(metacrilato de eugenilo) en cloroformo-d

L

Figura 3.10 Espectro de RMN °C del poli(metacrilato de eugenilo) en cloroformo-d.

134



Luis Rojo del Olmo CAPITULO 3
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Figura 3.11 Espectro HMQOC de correlacion 'H-"C del poli(metacrilato de eugenilo)

en cloroformo-d.

135



CAPITULO 3 Luis Rojo del Olmo

PEgMA RMN 'H PEgMARMN *C

S (ppm) Asignacion é (ppm) Asignacion

7,09 H; 176,1 Cr
6,6 Hig 151,6 C,
5,9 Hs 138,7 C,
5,0 Ho 1385 Cs
3,6 Hyo 137,7 Cs
3,3 H, 123,0 Cs
29-21 Hs- 120,7 Cs
2.0 116,4 Co
1,55 H, mr 113,1 C;
1,48 Hy 1T 55,8 Cio
53,7 Cy
46,5 Cy
40,3 C,
18,0 Cs

Tabla 3.3 Desplazamientos quimicos de las seiiales RMN 'H y RMN °C del
poli(metacrilato de eugenilo) (referencia TMS).

Las figuras 3.12 y 3.13 muestran los espectros de RMN 'H y RMN "°C del
poli(metacrilato de etoxieugenilo), obtenidos en cloroformo deuterado. Para la correcta
asignacion de las bandas, se emplean los espectros bidimensionales HMQC (figura
3.14) obtenidos en las mismas condiciones. En la tabla 3.4 se recogen los
desplazamientos quimicos de las sefiales obtenidas asi como la asignacion de cada una

de ellas en funcion de la numeracién establecida en la figura 3.5
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7 51 i 4 3 2 1 ppm

Figura 3.12 Espectro de RMN 'H del poli(metacrilato de etoxieugenilo) en cloroformo-
d.
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Figura 3.13 Espectro de RMN "C del poli(metacrilato de etoxieugenilo) en

cloroformo-d.
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Trszt
Pulse Sequence: gHSOC
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Figura 3.14 Espectro HMQC de correlacion 'H-"C del poli(metacrilato de

etoxieugenilo) en cloroformo-d.
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PEEgMA RMN *'H PEEgMA RMN C

8 (ppm) Asignacion 8 (ppm) Asignacion

6.7 1774 Cr
6,6 H, 1497 C,
6,4 H; 146,4 C
5.9 Hy 137.8 Cs
5,0 H, 133.8 Cs

45-39 . 120,4 Cs
38 115,7 Cy
32 114.,8 Cs

112,6 G

66,8 Cr

63,2 Crr

55,8 Cio

53,9 Cy

45,0 Cy

39,6 C,

18,6

16,6 Cy

Tabla 3.4 Desplazamientos quimicos de las seiiales RMN 'H y RMN "C del

poli(metacrilato de etoxieugenilo) (referencia TMS).

3.3.2.- COPOLIMEROS DE p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA).

La obtencién de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) se
lleva a cabo mediante copolimerizacion radical de manera andloga a los respectivos
homopolimeros. Como en el caso de €stos, cuando la reaccion se lleva a cabo durante
24 horas se obtienen copolimeros entrecruzados que resultan parcialmente insolubles.
Para evitarlo se controla el tiempo de reaccion a fin de obtener productos solubles en
disolventes orgdnicos comunes, que en todos los casos después de su precipitacion,
fueron en forma de polvo blanco. La tabla 3.5 muestra los tiempos de reaccion y la

conversion alcanzada para cada copolimero.
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COPOLIMERO COMPOSICION TIEMPO CONVERSION
PEMA 100 % 9h 12 %
(80:20) 9 h 30 min 9%
(60:40) 9h 10 min 8%
p(EMA-co-EgMA) (50:50) 9 h 20 min 11 %

(40:60) 8 h 30 min 11%
(20:80) 7h 9%
100 % 6 h 40 min 9%
(80:20) 14 h 25 min 10 %
(60:40) 14 h 15 min 9%
p(EMA-co-EEgMA) (50:50) 14 h 20 min 12 %
(40:60) 13h 1%
(20:80) 13h 13 %
100 % 12 h 30 min 11%

Tabla 3.5 Tiempos de reaccion necesarios para obtener copolimeros a bajas

conversiones.

En todos los casos la estructura se determiné mediante Resonancia Magnética
Nuclear (RMN "H y RMN "*C) apoyado de un estudio HMQC de cada copolimero para
la correcta asignacion de las bandas. La figura 3.15 muestra la estructura quimica de los

copolimeros obtenidos con la numeracién de cada carbono.

OMe

Figura 3.15 Estructura quimica y numeracion de los correspondientes dtomos de

carbono de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) (A) y p(EMA-co-EEgMA) (B).

La tabla 3.6 recoge los desplazamientos quimicos y la asignacion de los

copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) con composicion al 50% en
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cada uno de los respectivos comonomeros. La numeracion de cada carbono corresponde

a la indicada en la figura 3.15.

p(EMA-co-EgMA) p(EMA-co-EEgMA)
RMN H RMN ®c RMN H RMN BcC

8 (ppm) | Asignacion | & (ppm) | Asignacion | 8 (ppm) | Asignacion | & (ppm) | Asignacion
7,0 Hs 178,0 Cioge 6,8 Hs 178,2 Croge
6,7 Hi, 176,1 Cy- 6,7 Hi, 1772 Cy-

5,9 Hg 151,5 C, 5,9 Hg 150,3 C,
5,0 Hy 138,9 C 5,1 Hy 146,8 C
4,0 138,5 Cy 4,4-4,0 138,0 Cq
3,7 137,6 Cs 3,9 Hig 134,3 Cy
3,3 123,0 Cs 3.8 Hjo 120,9 Cs
2,8-1,8 Hs: 120,7 Cs 3,2 H; 116,1 Cy

1,809 o 1164 Cy 115.5 Cs

113,1 C, 113,2 Gs

61,3 Cigt 67,3 (OF
55,8 C]() 63,8 CZ"
54,9- Cs 61,1
53,5 Csoge 56,4
55,6-
54,5
45,6 Coge 45,6
40,5 C; 45,2
19,1 Cy 40,2
17,8 Core 19,2
14,2 Cope 17,2
14,2

46,5 Cy

Tabla 3.6 Desplazamientos quimicos de RMN 'H y RMN °C de los copolimeros
P(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) con composicion 50.:50 (referencia TMS).

Los desplazamientos quimicos y la asignacion del resto de composiciones son

los mismos que los recogidos en la tabla 3.6 con la diferencia de las intensidades

relativas de cada comonomero.
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3.3.2.1.- COMPOSICION DE LOS COPOLIMEROS.

La composicion de cada copolimero se determina de los espectros RMN 'H de
ambos sistemas. Las figuras 3.16 y 3.17 muestran los espectros de los copolimeros
p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA), en donde aparecen las bandas caracteristicas
de cada unidad monomérica, observandose la variacién en la intensidad de dichas
bandas en funcion de la concentracion de los mondmeros en los respectivos

copolimeros.

,x/kj\\JR¥.,J\¥_,,//ﬂu&\//ﬂ”\l¥/ﬂ\\¥~~k—PEgMA
Y A W (! S 2050
4,JJKﬁL__A‘4_A¥4*~AJMJL¥¥//¥\\JKN\\¥Moﬁm
BRI BV N 5050
J\_MMLJL (60:40)
e S PEMA

80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
Desplazamiento quimico (ppm)

(VWB3-09-yINT) %

Figura 3.16 Espectros de RMN 'H de algunos de los copolimeros p(EMA-co-EgMA)

con distintas composiciones registrados en CDCl; a 25 °C.
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LA A MPEEQW\
W (20:80)

MM (40:60)
MM 50:50)
w (60:40)
M(gm
Jk N\JUL PEMA

\HH‘\HH‘H\H‘H\H‘H\\\‘H\\\‘\HH‘\HH‘\HH‘\HH‘\H\\‘H\\\‘H\H‘H\H‘H\H‘H\H‘
80 75 7,0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1,0 0,5 0,0
Desplazamiento quimico (ppm)

(YWB33-00-vIN3) %

Figura 3.17 Espectros de RMN 'H de algunos de los copolimeros p(EMA-co-EEgMA)

con distintas composiciones registrados en CDClz a 25 °C.

La composiciéon en los respectivos copolimeros se calcula teniendo en
consideracion la integral de la sefial correspondiente a los protones OCH, (H: 4,2 - 3,8
ppm) de la unidad de EMA vy las integrales tanto de las sefales correspondientes a los
protones alilicos =CH, (Hg 5,3 — 4,7 ppm) como las correspondientes a los protones
aromaticos (H3¢ y Hs 7,2 — 6,5 ppm) de las unidades de EgMA o EEgMA. Con los
valores de dichas integrales y haciendo uso de la ecuacién 1.1 se calculan las fracciones
molares de EgMA o EEgMA en cada copolimero, asi como las de EMA, por diferencia

hasta uno.

Las fracciones molares obtenidas para cada composicion se muestran en la tabla

3.7.
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p(EMA-co-EgMA) pP(EMA-co-EEgMA)

Alimentacion Copolimero Alimentacion Copolimero

Fegma fegma fema Feggma feegma fema

0,90 0,92 0,08 0,80 0,82 0,18
0,70 0,80 0,20 0,70 0,74 0,26
0,60 0,69 0,31 0,60 0,72 0,28
0,50 0,61 0,29 0,50 0,64 0,36
0,40 0,53 0,47 0,40 0,50 0,50
0,30 0,42 0,58 0,30 0,44 0,56
0,10 0,16 0,84 0,20 0,32 0,68

Tabla 3.7 Composicion (fracciones molares) de los sistema copoliméricos derivados de

eugenol con conversiones alcanzadas en todos los casos inferiores al 10%.

3.3.2.2.- RELACIONES DE REACTIVIDAD.

Como se ha introducido anteriormente, a partir de los datos experimentales de
composiciones de los comondmeros, en la alimentacion y en el copolimero se obtienen
los valores de las relaciones de reactividad mediante la aplicacion de diferentes métodos

matematicos.

Segun los métodos propuestos por Fineman-Ross'® y Kelen-Tiidos, los datos
experimentales de los sistemas p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) se ajustan a

los diagramas lineales, tal como se muestran en la figura 3.18.
Los valores de las relaciones de reactividad obtenidos a partir de los métodos

lineales y los no lineales antes expuestos para los sistema p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-
co-EEgMA) se muestran en la tabla 3.8.
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a)

Fineman-Ross -

;] EQMA ( O exp; R =0,99) g
--------- EEGMA ( ® exp; R =0,98) 7

FIf-(F-1)

b)

1,4 .
1] Kelen-Tudos

104 - EgMA( O exp; R=0,99) T
0,8 EEgMA( ® exp;R=0,95) o -7 .7
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Figura 3.18 Diagramas de Fineman-Ross (a) y Kelen-Tiidos (b) para la
copolimerizacion radical del metacrilato de eugenilo o de etoxieugenilo con

metacrilato de etilo (R = grado de correlacion de ajuste lineal).
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p(EMA-co-EgMA) p(EMA-co-EEgMA)

r ry N r,

METODO

(EgMA) (EMA) (EEgMA) (EMA)

Finemann-
Ross 1,23 £ 0,04 0,38+ 0,10 0,98 + 0,07 0,27+0,1
(FR)

Kelen-Tudos
(KT)
Tidwell-

Mortimer

(TM)

Levenber-

1,38 +0,25 0,51 +0,06 1,09+ 0,36 0,36 £ 0,09

Marquardt
(LM)

Tabla 3.8 Relaciones de reactividad de los sistemas p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-
EEgMA).

Como se puede ver en la tabla 3.8 los valores de las relaciones de reactividad
difieren en funcion del método matematico aplicado. Por ello se efectia la
determinacion de error experimental obtenido, a través de los correspondientes
diagramas del limite del 95% de confianza, propuesto por Tidwell-Mortimer'® y

Behnken, y que se muestran en la figura 3.19.
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EMA-co-EgMA v K-T A T-M
20] " EMACOEEGMA & KT ® TM
1.9 T te,
18] T aeeet,
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Figura 3.19: Diagrama del limite del 95% de confianza propuesto por Tidwell-
Mortimer para los sistemas p( EMA-co-EgMA) y p( EMA-co-EEgMA).

Segun este diagrama, se seleccionan los valores de las relaciones de reactividad
obtenidos del método de Tidwell y Mortimer (r1Egma= 1,48; raema= 0,55; riEEema)=
1,22; ryema)= 0,42) como los mas adecuados, ya que éstos se centran en la elipse del

95% de confianza indicando con ello, una mayor fiabilidad del método.

Con estos valores de las relaciones de reactividad se deduce que
independientemente de la naturaleza del extremo activo del macrorradical en
crecimiento, éste muestra una mayor reactividad frente a la unidad EgMA y EEgMA en
los sistemas p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) respectivamente. El producto de
las relaciones de reactividad es menor de 1 en ambos casos indicando que los
copolimeros preparados con este sistema en las condiciones de reaccion anteriormente
sefialadas presentan una distribucion estadistica de wunidades con cardcter

predominantemente al azar.
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Aplicando la ecuacion de composicion del copolimero (ecuaciéon 3.5), se calcula
el diagrama tedrico de composicion que se representa junto con los datos
experimentales para ambos sistemas copoliméricos, observandose una buena
correlacion entre ambos. En la figura 3.20 se muestra este diagrama donde las lineas
punteadas representan los diagramas teéricos calculados a partir de los valores de las
relaciones de reactividad obtenidos por el método de Tidwell y Mortimer y los puntos

corresponden a los valores obtenidos experimentalmente.

1,04 p
------ EQMA ( 0 exp) 2
= N EEgMA (4 exp) A
GE) 087 =g
S ‘/,/,-/'/—'A
S P
Q A, "
O 06- A
2 ] A
Y04+ B
el

(@] s
~ A
< o
=
I N
— .

Pl

"/

LY

7,

0,0 . , . , . , . , . ,
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

F(EgMA) o F(EEgMA) Alimentacién

Figura 3.20 Diagrama de composicion para los sistemas p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-
co-EEgMA) .

3.3.2.3.- PROBABILIDADES CONDICIONALES.

A partir de las ecuaciones 3.15 y 3.16 y tomando los valores de las relaciones de
reactividad determinadas segin el método de Tidwell y Mortimer, se realiza el andlisis
estadistico de distribucion de secuencias. La figura 3.21 muestra la distribucion
estadistica de los mondmeros en términos de triadas centradas en EgMA o EEgMA, en

funcion de la fraccion molar del correspondiente mondmero en la alimentacion.
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Figura 3.21 Fracciones molares de triadas teoricas centradas en el monémero EgMA o
EEgMA en funcion del contenido de dichos monomeros en la alimentacion, para los

sistemas p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA).

3.3.3.- DISTRIBUCION DE PESOS MOLECULARES.

Los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) preparados en

disolucion a baja conversion (<10%) se disuelven en cloroformo y se determinan sus

pesos moleculares promedio en numero M, y promedio en peso M, mediante

Cromatografia de Exclusion de Tamafios siguiendo el apartado 1.2.1.3. Todos los
copolimeros muestran curvas tipicas de distribucion de pesos moleculares con una cola
a tiempos cortos, o pesos moleculares altos. Tras hacer una deconvolucion de estas
curvas para aislar el pico gaussiano se calculan los valores de los pesos moleculares y
las polidispersidades de los respectivos copolimeros, que se muestran en las tablas 3.9 y

3.10.
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P(EMA-co-EgMA)

60:40

50:50

40:60

2,91

3,03

2,89

Tabla 3.9 Pesos moleculares promedio en peso (M.,), en nimero (M) y

polidispersidades (IP) de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) a baja conversion

(<10%).

P(EMA-co-EEgMA)

PEEgMA

60:40

50:50

40:60

100

9,3

7,43

19,61

15,4

Tabla 3.10 Pesos moleculares promedio

en peso (M), en mimero (M,)) y

polidispersidades (IP) de los copolimeros p(EMA-co-EEgMA) a baja conversion

(<10%).

3.3.4.- PROPIEDADES TERMICAS DE HOMO Y COPOLIMEROS.

Las propiedades térmicas de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-

EEgMA) preparados en disolucion a baja conversion (<10%) se estudian mediante

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Andlisis Termogravimétrico (TGA).
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La incorporacién de los monomeros EgMA y EEgMA en polimeros metacrilicos
conlleva cambios en la flexibilidad de las cadenas poliméricas. Este efecto se estudia
determinando la temperatura de transicion vitrea (T,) de los homopolimeros PEMA,
PEgMA y PEEgMA, asi como la de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-
EEgMA), ambos con composicion 50:50, preparados en disolucién a baja conversion
(<10%). La figura 3.22 muestra los termogramas registrados en las condiciones
descritas en el apartado 1.2.1.3 mientras que los correspondientes valores de T,
obtenidos se muestran en la tabla 3.11. Los valores de T, muestran como ésta aumenta
al incorporarse el monomero EgMA, y disminuye cuando es el EEgMA el que se

incorpora a los copolimeros con EMA.

PEgMA

p(EMA-co-EgMA) 50:50

PEMA

M//N

p(EMA-co-EEgMA) 50:50

//—/’

PEEgMA
I T T T T T T T T T T T T T T T 1
-20 0 20 40 60 80 100 120 140

Temperatura (°C)

Figura 3.22 Termogramas de DSC de los homopolimeros PEMA, PEgMA, PEEgMA, y
de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) v p(EMA-co-EEgMA) con composicion 50:50,

preparados todos en disolucion a baja conversion.

Por otra parte la estabilidad térmica de los copolimeros se evalia mediante
Andlisis Termogravimétrico en atmoésfera de nitrégeno en las condiciones descritas en
la seccion experimental. Las curvas de degradacion junto con sus correspondientes
derivadas se muestran en la figura 3.23 mostrando cuatro etapas de degradacion (207,
274, 350 y 423 °C) para el PEMA y dos para todos los polimeros que contienen los

monomeros derivados de eugenol.
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La tabla 3.11 recoge los valores de T, la temperatura de velocidad de

degradacion maxima (Tmax) y la temperatura a la que se produce el 50% de pérdida de

peso (Tsov).

% Pérdida de peso

Derivada de la pérdida del peso

100 +

80

60 —

40

20 +

—— PEMA
---- PEgMA
------- PEEgMA
R P(EMA-co-EgMA)
———————— P(EMA-co-EEgMA)

0

T T T T
100 200 300 400

Temperatura °C
AN
11 i '
—— PEMA RS
---- PEgMA /i L
....... PEEgMA |’r {
]

]
——— P(EMA-co-EgMA) I
———————— P(EMA-co-EEgMA) i

T T T T T T T T T T T T ]
300 400 500

Temperatura °C

Figura 3.23 Curvas de descomposicion (superior) y derivada de la pérdida de peso
(inferior) de los homopolimeros PEMA, PEgMA, PEEgMA y de los copolimeros
P(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) con composicion 50:50, preparados todos en

disolucion a baja conversion (<10%).
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Muestra Tmax °C)* Tso0 (°C)°
PEgMA 432 416
p(EMA-co-EgMA) 425 397

p(EMA-co-EEgMA) 425 397
PEEgMA 425 397
PEMA 350 336

Tabla 3.11 Temperatura de transicion vitrea (Tg) y datos de degradacion de los
homopolimeros PEMA, PEgGMA y PEEgMA y de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y
P(EMA-co-EEgMA), ambos con composicion 50:50, preparados todos en disolucion a
baja conversion. a: Temperatura de velocidad de degradacion maxima. b: Temperatura

del 50% de pérdida de peso.

3.4.- HOMOPOLIMEROS Y COPOLIMEROS EN MASA A ALTA
CONVERSION.

3.4.1.- OBTENCION DE HOMO Y COPOLIMEROS EN MASA DE LOS
DERIVADOS DE EUGENOL.

La polimerizacion en masa difiere de la descrita en disolucion en que se realiza
en ausencia de disolvente. Este tipo de polimerizaciéon es un proceso muy sencillo que
permite la obtencion de polimeros con bajos grados de contaminacion.®® Sin embargo,
este tipo de polimerizacion es dificil de controlar debido a las caracteristicas del propio
proceso de polimerizacion radical. Uno de los mayores inconvenientes que presenta este
tipo de proceso es la dificil disipacion del calor de reaccion generado durante la
polimerizacion, por lo que se requiere un control muy preciso de la temperatura de
reaccion. Otro factor a tener en cuenta es el incremento de tipo exponencial que
experimenta la viscosidad del medio. Ambos efectos hacen que sea muy dificil de
controlar la temperatura, de ahi que puedan producirse sobrecalentamientos locales que
provocan degradaciones y decoloraciones del polimero ademés de un ensanchamiento

de la distribucion de pesos moleculares debido a transferencia de cadena al polimero.
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Como se ha comentado anteriormente los monodmeros derivados de eugenol
presentan dos tipos de dobles enlaces susceptibles de polimerizar (figura 3.4). La
polimerizacion via radical de los monomeros EgMA y EEgMA da lugar a estructuras
entrecruzadas a alta conversion, tanto en disoluciéon como en masa. Estos polimeros se
componen de cadenas hidrocarbonadas que presentan los restos eugenilo unidos
covalentemente a éstas, aportandoles las caracteristicas beneficiosas del eugenol ademas

de proporcionar una estabilidad tridimensional adicional a la matriz polimérica.

En este apartado se describe la sintesis, caracterizacion y evaluacion de la
respuesta bioldgica de los homopolimeros PEMA, PEgMA y PEEgMA asi como de los
copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) obtenidos en masa a alta
conversion. Adicionalmente, con el objetivo de preparar sistemas dotados de un mayor
caracter hidréfilo, se preparan también copolimeros en masa de los monémeros EgMA
y EEgMA con metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) al 20 y al 50% de contenido en

mondmero derivado de eugenol.

Para la preparacion de sendos homo y copolimeros se lleva a cabo las reacciones
correspondientes siguiendo el procedimiento descrito en la parte experimental usando
AIBN como iniciador radical. La polimerizacion se realiza controlando la temperatura
en estufa en dos etapas. En la primera, el molde se acondiciona a una temperatura de 70
°C durante dos horas para después, en una segunda etapa, bajarla a 60 °C para
mantenerse durante 46 horas madas. Esta secuencia se lleva a cabo para evitar
sobrecalentamientos locales y formacion de burbujas en los inicios de la polimerizacion

. : . . 40
obteniendo con ello piezas mas homogéneas.

Tras retirar las piezas de los moldes, €stas se lavan primero en hexano, después
en agua y se secan a vacio hasta pesada constante, alcanzando rendimientos superiores
al 95%. La figura 3.24 muestra una imagen de los discos de polimero obtenidos con los
que posteriormente se van a realizar los ensayos bioldgicos de biocompatibilidad y

accion bactericida.
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Figura 3.24 Discos de copolimeros derivados de eugenol sintetizados en masa a alta

conversion. Izquierda: p(EMA-co-EgMA) 50:50; derecha: p(EMA-co-EEgMA) 50:50.

3.4.2.- ANALISIS ESPECTROSCOPICO DE LOS COPOLIMEROS EN MASA.

Debido a la participacion del grupo alilo, los polimeros y copolimeros derivados
de eugenol, sintetizados a alta conversion, forman redes entrecruzadas que les hacen
insolubles en disolventes organicos comunes. Este hecho limita en parte la posibilidad
de aplicar algunas técnicas comunes de caracterizacion como puede ser la Resonancia
Magnética Nuclear en estado liquido. Sin embargo, es posible utilizar otras técnicas
espectroscopicas como la Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

mediante Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR).

La figura 3.25 muestra los espectros de infrarrojo ATR-FTIR registrados para
los homopolimeros derivados de eugenol PEgMA y PEEgMA, donde se aprecian las
bandas correspondientes a los distintos grupos funcionales y cuya asignacion se recoge

en la tabla 3.12.
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Transmitancia
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Figura 3.25 Espectros normalizados de ATR-FTIR de los homopolimeros derivados de
eugenol, PEgMA y PEEgMA sintetizados en masa a alta conversion.

Bandas caracteristicas de ATR-FTIR

Longitud de onda (cm™) Asignacion

1.725 C=0 tension carbonilo

1.550-1.650 C=C tension grupo aril-éster

3.080-1.635-1.415y995 C=C tension y deformaciones grupo alilo
1.360 -C-O- tension fenol

1.503 C=C tension del esqueleto aromatico

700-760 -C-H tensioén aromaticos

Tabla 3.12 Asignacion de las bandas caracteristicas de infrarrojo de los

homopolimeros PEgMA y PEEgMA sintetizados en masa a alta conversion.
Asi mismo, se analizan los copolimeros p(EMA-co-EgMA), p(EMA-co-

EEgMA), p(HEMA-co-EgMA) y p(HEMA-co-EEgMA) obtenidos en las mismas

condiciones que los homopolimeros. Las figuras 3.26, 3.27 y 3.28 muestran los
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espectros de estos sistemas en los que se pueden observar las bandas mas caracteristicas

de cada uno y que ya se han descrito anteriormente.

W
W (20:80)

(40:60)

(50:50)
W .
T Ay .
R Ak

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

(VINB3-09-YINT) %

Transmitancia
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Figura 3.26 Espectros normalizados de ATR-FTIR de copolimeros derivados de EMA y

de EgMA sintetizados en masa a alta conversion.
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Figura 3.27 Espectros normalizados de ATR-FTIR de copolimeros derivados de EMA y

de EEgMA sintetizados en masa a alta conversion.
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Figura 3.28 Espectros normalizados de ATR-FTIR de copolimeros derivados de HEMA
v de los monomeros derivados de eugenol EgMA y EEgMA sintetizados en masa a alta

conversion.

3.4.3.- PROPIEDADES TERMICAS DE HOMO Y COPOLIMEROS.

Las propiedades térmicas de los copolimeros p(EMA-co-EgMA), p(EMA-co-
EEgMA), p(HEMA-co-EgMA) y p(HEMA-co-EEgMA) preparados en masa a alta
conversion se estudian mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Analisis

Termogravimétrico (TGA).

La incorporacion de los mondémeros EgMA y EEgMA en polimeros metacrilicos
conlleva cambios en la flexibilidad de las cadenas poliméricas. Por otro lado la
extension de la reaccidn a altas conversiones produce una restriccion en su movilidad
debido al entrecruzamiento que se produce. La contribucion de ambos efectos se estudia
determinando la temperatura de transicion vitrea de los homopolimeros PEMA, PEgMA
y PEEgMA, asi como la de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA).

La figura 3.29 muestra los termogramas registrados en las condiciones escritas en el
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apartado 1.2.1.3 donde se puede observar que la T, aumenta gradualmente a medida que
se incorpora el monomero EgMA, y disminuye a medida que es el EEgMA el que se

incorpora a los copolimeros con EMA.
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Figura 3.29 Termogramas de DSC de los homo y copolimeros p(EMA-co-EgMA) y
P(EMA-co-EEgMA) preparados en masa a alta conversion.

Este mismo estudio se realiza con los copolimeros p(HEMA-co-EgMA) y
p(HEMA-co-EEgMA), cuyos resultados se muestran en la figura 3.30 donde se observa
una tendencia andloga a los copolimeros de EMA en los que la T, aumenta con el

contenido en EgMA y disminuye al aumentar el de EEgMA.
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Figura 3.30 Termogramas de DSC del homopolimero PHEMA y copolimeros p(HEMA-

co-EgMA) y p(HEMA-co-EEgMA) preparados en masa a alta conversion.

Por otra parte la estabilidad térmica de los copolimeros se evalia mediante

Andlisis Termogravimétrico en atmoésfera de nitrégeno en las condiciones descritas en

la seccion experimental. Las curvas de degradacion junto con sus correspondientes

derivadas se muestran en las figuras 3.31 y 3.32. La tablas 3.13 y 3.14 recogen por su

parte, la temperatura de velocidad de degradacion maxima (Tmax) y la temperatura a la

que se produce el 50% de pérdida de peso (Tsoe) para los copolimeros derivados de
EMA y HEMA.
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Figura 3.31 Curvas de descomposicion y derivada de la pérdida de peso de los
sistemas p(EMA-co-EgMA) (superior) y p(EMA-co-EEgMA) (inferior) preparados en
masa a alta conversion.
Las curvas de degradacién muestran cuatro etapas de degradacion para el PEMA

y una sola para todos los polimeros que contienen los mondémeros derivados de eugenol.
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Figura 3.32 Curvas de descomposicion y derivada de la pérdida de peso de los

sistemas p(HEMA-co-EgMA) (superior) y p(HEMA-co-EEgMA) (inferior) asi como de

los respectivos homopolimeros, preparados en masa a alta conversion.
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Muestra Composicién Ts006 (°C)°

PEgMA 100% 442
40:60 435
60:40 429
PEMA 100% 350
60:40 423
40:60 427
PEEgMA 100% 429

p(EMA-co-EgMA)

p(EMA-co-EEgMA)

Tabla 3.13 Datos de degradacion de los homopolimeros PEMA, PEgMA y PEEgMA y
de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA), preparados en masa a alta

conversion. a. Temperatura de velocidad de degradacion maxima. b: Temperatura del

50% de pérdida de peso.

Existen dos etapas de degradacion para el PHEMA que se mantienen, aunque en
menor extension, para todos los copolimeros que contienen HEMA y uno de los

monodmeros derivados de eugenol.

Tanto para los sistemas derivados de EMA como los de HEMA se aprecia un
aumento de la estabilidad térmica en funcion del contenido de monomeros derivados de
eugenol, mostrando una mayor resistencia a la degradabilidad para las composiciones

con mayor contenido tanto en EEMA como en EEgMA.

Muestra Composicién Tmax (°C)?

50:50 437
80:20 434
PHEMA 100% 382
80:20 429
50:50 432

p(HEMA-co-EgMA)

p(HEMA-co-EEgMA)

Tabla 3.14 Datos de degradacion del homopolimero PHEMA y de los copolimeros
P(HEMA-co-EgMA) y p(HEMA-co-EEgMA), preparados en masa a alta conversion. a:
Temperatura de velocidad de degradacion mdxima. b: Temperatura del 50% de pérdida

de peso.
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3.4.4.- DETERMINACION DE LA DENSIDAD.

La densidad de los homopolimeros PEMA, PEgMA y PEEgMA se determina de
acuerdo al procedimiento descrito en la parte experimental. De este modo se obtienen
unas densidades para el PEMA, PEgMA y el PEEgMA de 1,186; 1,181 y 1,093 g/cc

respectivamente.

3.4.5.- DETERMINACION DE LA FRACCION SOLUBLE.

La fraccién soluble (sol) es la parte de las cadenas de polimero que no
intervienen directamente en la red entrecruzada.* Una fraccion sol muy pequefia
significa que la mayor parte de las cadenas del polimero formado, se han incorporado de

manera efectiva a la estructura de la red.

F sol (%0)
[D.S]
PEMA 100 100
60:40 21 [3]
40:60 3[1]
PEgMA 100 1[0,8]
60:40 13 [4]
40:60 210,5]
PEEgMA 100 <11[0,4]
PHEMA 100 310,6]
80:20 1[0,8]
50:50 <110,3]
80:20 210,4]
50:50 1[0,2]

Muestra Composicién

p(EMA-co-EgMA)

p(EMA-co-EEgMA)

p(HEMA-co-EgMA)

p(HEMA-co-EEgMA)

Tabla 3.15 Fraccion soluble determinada mediante extraccion Socklhet con tolueno de
los polimeros derivados de eugenol sintetizados en masa a alta conversion. [D.S.] =

desviacion estandar (n = 3).
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La tabla 3.15 recoge la fraccion sol de los polimeros estudiados en funcion de su
contenido en monoémero derivado de eugenol, donde se observa para cada sistema
copolimérico, una disminucién de la fraccion sol, al aumentar el contenido en

monomero derivado de eugenol.

3.4.6.- CARACTERIZACION REOLOGICA.

La caracterizacion reoldgica de los polimeros derivados de eugenol se realiza
con los sistemas p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) siguiendo el procedimiento
descrito en la parte experimental. Para la determinacion de los parametros reoldgicos
mas caracteristicos del material G’, G”, 1’ y tand es necesario previamente localizar la
zona de viscoelasticidad lineal. Para ello se toman los discos de cada muestra hinchados
en tert-butanol hasta el equilibrio y se realiza un barrido de torsion a una frecuencia de 1
Hz y 37 °C. El intervalo de viscoelasticidad lineal se considera cuando: i) el
desplazamiento, equivalente a la amplitud de deformacion, aumenta de forma lineal con
el par de torsion y ii) el mddulo elastico y el médulo de pérdidas son independientes del
par de torsion. La figura 3.33 muestra estos barridos realizados sobre los sistemas
p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) donde se observa como a medida que
aumenta el par de torsion, el valor del mddulo elastico G’ (mas sensible que G”) se
estabiliza hasta hacerse independiente de éste, para valores superiores a los 100 Pa. En
todos los experimentos realizados posteriormente se elige un par de torsion de 350 Pa,

valor que se encuentra dentro de esta zona.
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Figura 3.33 Barrido de amplitudes a la frecuencia de 1 Hz para determinar la zona de
viscoelasticidad lineal de los polimeros derivados de eugenol hinchados en tert-butanol

a 37 °C.
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Conocido el intervalo en el que el material presenta viscoelasticidad lineal, éste
se somete a un barrido de frecuencias con el fin de evaluar sus propiedades
viscoelasticas. En las figuras 3.34 y 3.35 se muestran la variacion del modulo elastico o
de almacenamiento G’, con la frecuencia angular de cizalla para cada uno de los

copolimeros estudiados.

10° o
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ke T
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Figura 3.34 Variacion del médulo de almacenamiento G’ con la frecuencia de

oscilacion para los copolimeros p(EMA-co-EgMA).
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Figura 3.35 Variacion del modulo de almacenamiento G’ con la frecuencia de

oscilacion para los copolimeros p(EMA-co-EEgMA).
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Los valores obtenidos de los médulos de almacenamiento para los polimeros
derivados de EgMA presentan valores un orden de magnitud superiores a los obtenidos
para el sistema derivado de EEgMA. Este resultado indica un mayor nimero de uniones

entre cadenas o puntos de entrecruzamiento.

Mediante estos barridos de frecuencia es posible también determinar el balance
entre las componentes eldstica y viscosa de los copolimeros derivados de eugenol. Las
figuras 3.36 y 3.37 muestran la variacion de la tano en funcion de la frecuencia de estos
sistemas. Estos resultados indican un comportamiento pseudo-solido con valores de G’
relativamente independientes de la frecuencia y muy superiores a los de G” para los
copolimeros con contenido mayor al 40% de EgMA. Para los copolimeros de EEgMA
tano es en todos los casos inferior a la unidad mostrando los valores de G’ una ligera
dependencia con la frecuencia, indicando un comportamiento tipico viscoelastico de

- - - - 4243
sistemas ramificados con cierto grado de entrecruzamiento.
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Figura 3.36 Variacion de la tand con la frecuencia de oscilacion para el sistema

P(EMA-co-EgMA).
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Figura 3.37 Variacion de la tand con la frecuencia de oscilacion para el sistema

P(EMA-co-EEgMA).

Estos resultados confirman de nuevo la ligera implicacion del grupo alilico en el
proceso de polimerizacion, proporcionando estructuras entrecruzadas que presentan
zonas de mayor grado de entrecruzamiento responsables de la respuesta elastica del
material, y zonas de menor grado en las que serd la componente viscosa la que
determine su respuesta a la deformacion aplicada. Como es de suponer, la mayor
presencia de monomero derivado de eugenol proporciona estructuras con mayor
probabilidad de formar puntos de entrecruzamiento y por tanto la dependencia de G’
con la frecuencia es menor (ver valores de la pendiente en la tabla 3.16). Ademas, para
los materiales que presentan un valor de G’ muy superior a G”, en lugar del valor del
modulo complejo, G*, se puede emplear el valor del modulo elastico G’, para el calculo
del peso molecular entre nudos (M.),* aplicando la Teoria General del Caucho
(ecuacion 3.28). Los valores obtenidos de M, para los copolimeros p(EMA-co-EgMA)
40:60 y 20:80 asi como al polimero PEgMA se muestran en la tabla 3.16 junto con el
grado de hinchamiento alcanzado en el equilibrio en tert-butanol para todos los

materiales ensayados.
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%hinchamiento en

Sistema Composicion

tert-butanol

80:20 22,8+0,8
60:40 3,6+0,6
40:60 2,3+0,4
20:80 1,9+0,5
PEgMA 100% 0,8+0,8

p(EMA-co-EgMA)

80:20 26,7+0,9
60:40 14,5+0,9
40:60 7,8+0,8
20:80 7,2+0,9
PEEgMA 100% 5,0+0,2

p(EMA-co-EEgMA)

Tabla 3.16 Valores del grado de hinchamiento alcanzado en el equilibrio, pendiente de
la variacion del modulo G’ con la frecuencia* [log(G’) = a + n log(w)] y peso
molecular entrenudos (M.) calculado de acuerdo con la Teoria de la Elasticidad del

Cauchoaun 1 Hzy 37 °C. (N.A. = No aplicable).

3.4.7.- COMPORTAMIENTO IN VITRO DE LOS COPOLIMEROS EN MASA.

Este apartado aborda el estudio de tres aspectos fundamentales relacionados con
la interaccion o la influencia del agua sobre los sistemas poliméricos descritos: la
afinidad por el agua a partir de estudios de hinchamiento, la ruptura hidrolitica del
enlace que une el resto eugenilo a la cadena polimérica y por ultimo el grado de

humectabilidad de los diferentes polimeros sintetizados.

En general, cuando un polimero no se disuelve en un medio existe una difusion
del disolvente a la masa del polimero y de la matriz polimérica al medio, produciéndose
el hinchamiento. El equilibrio se alcanza cuando se igualan las velocidades de difusion
del disolvente al polimero y la del polimero al medio. Este proceso estd intimamente
relacionado con el caracter hidréfilo de un polimero, de manera que su estudio permite
valorar su naturaleza hidrofila/hidrofoba. Obviamente, el caracter hidrolitico y el

hinchamiento influyen a su vez en la velocidad de degradacion hidrolitica y de
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liberacion de eugenol, puesto que cuanto mayor es el cardcter hidrofilo, mayor es la

cantidad de agua que accede a la matriz y por tanto la liberacion sera mas rapida.

El grado de hidratacion de los distintos polimeros se expresa en términos de

agua absorbida de acuerdo con la ecuacion 1.3.

EMA-co-EgMA EMA-co-EEgMA
[ 00:100 N 60:40
PEMA
2.2 @ 40:60 [C_140:60

] I 60:40 [ 00:100
21,0

Grado de hidratacion (%)

Figura 3.38 Grado de hidratacion frente al tiempo para los distintos copolimeros
P(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA) en PBS a 37 °C. * = Diferencias significativas
con respecto al PEMA (p < 0,5).

La figura 3.38 muestra el grado de hidrataciéon promedio de los distintos
copolimeros en funcion del tiempo asi como la desviacion estandar de los resultados. Se
puede observar como existe una correlacion entre la cantidad de EgMA presente en el
copolimero y el grado de hidratacion, siendo menor éste para los sistemas con mayor
cantidad de EgMA. Para el caso del EEgMA, aunque las diferencias no son

significativas, la tendencia es la contraria, mostrando una mayor cantidad de agua
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absorbida para los sistemas con mayor contenido en EEgMA. Estos resultados ponen de
manifiesto el mayor cardcter hidrofobo de los copolimeros segin presentan mayor
contenido en EgMA mientras que la hidrofobicidad disminuye con el contenido en
EEgMA. En cualquier caso, todos los valores de hinchamiento determinados son muy
bajos, (0,2 — 1,6 %) mostrando un caracter netamente hidrofobo de los copolimeros

sintetizados a partir de ambos monomeros.

Este caracter hidrofobo influye directamente en la velocidad de hidrdlisis de los
materiales poliméricos. El bajo grado de hidratacion de la matriz polimérica dificulta el
acceso de las moléculas de agua en su seno para producir la hidrélisis del material. Este
hecho se pone de manifiesto en los resultados del estudio de liberacién de eugenol por
parte de los polimeros, tardando mas de tres meses en detectarse niveles de eugenol en
el medio en concentraciones de 0,01 mg/ml, indicando una gran estabilidad del enlace
éster entre la cadena polimérica y el resto eugenilo en el tampon de suero simulado
(PBS). No obstante es de esperar su progresiva hidrdlisis con el tiempo, liberando

pequenas cantidades de eugenol al medio.

En ultimo lugar se determinan las energias superficiales y la humectabilidad a
través de medidas de angulo de contacto. La naturaleza de la superficie de un
biomaterial, en términos de humectabilidad ha demostrado ser critica de cara a su

45,4
1,5,6

evaluacion como posible biomateria siendo la medida del angulo de contacto el

método mas comunmente empleado para determinar esta propiedad.

Uno de los métodos mas utilizados para el célculo de la energia superficial de un

material fue descrito por Owens y Fowkes'*® que se resume mediante las siguientes
ecuaciones:
v.=y i +y? Ec 3.30
(L+cosO)y, /2=y + (v Ec3.31

donde @es el valor del angulo de contacto, 5 y j son la energia superficial del sélido y
del liquido v %% #%® 7'y son las componentes dispersiva y polar de la energia

superficial del so6lido y del liquido respectivamente. Las tablas 3.17 y 3.18 muestran los
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valores de los angulos de contacto, la energia superficial y sus componentes polar y
dispersiva obtenidas segin el método de Owens para los distintos polimeros derivados

de eugenol.

Composicion

Sistema

PEgMA

p(EMA-co-
EEgMA)

Tabla 3.17 Angulos de contacto en agua (0 H,0) y diiodometano (0 CHsI,) asi como la

energia superficial del solido (ys) y sus componentes polar (y) y dispersiva (; ;/Sd), de
los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA). [D.S.] = Desviacion estandar
(n = 20).
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Composicion 0 (CH; Iy)
[D.S]

Sistema

33,8
[3.4]

38,1
p(HEMA-co- [1,4]

EgMA) 42,5
[1.6]
36,6
p(HEMA-co- [0,2]

EEgMA) 39,3
[2,9]

Tabla 3.18 Angulos de contacto en agua (0 H,0) y diiodometano (6 CH,l,) asi como
energia superficial del solido (ys) y sus componentes polar (ys) y dispersiva (; ;/Sd), de
los copolimeros p(HEMA-co-EgMA) y p(HEMA-co-EEgMA). [D.S.] = Desviacion
estandar (n = 20).

Se puede observar como para los copolimeros sintetizados a partir del
monoémero EMA, la energia superficial disminuye con la adiciéon de la unidad EgMA
como consecuencia de la disminucion de su componente polar, de acuerdo con el
aumento de la hidrofobicidad de ésta. Por otra parte, en el caso de EEgMA ocurre al
contrario, mostrando un menor caracter hidrofobo con respecto al EMA. Este resultado
es consistente con lo observado en el estudio de hidratacion donde la capacidad de
absorcion de agua decrece en el orden PEEgMA > p(EMA-co-EEgMA) > PEMA >
p(EMA-co-EgMA) > PEgMA.

En el caso de los copolimeros sintetizados a partir del monémero HEMA, la
introduccion de los mondémeros EgMA y EEgMA, incluso en pequeias
concentraciones, conlleva un cambio drastico en el valor de la energia superficial
pasando de 61 mN/m para el PHEMA (polimero hidréfilo), a valores menores de 50
mN/m, aumentando de esta forma significativamente el caracter hidrofobo de los

copolimeros. Comparando los copolimeros portadores de mondmeros derivados de
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eugenol entre si, se aprecia de nuevo un mayor caracter hidrofobo de los derivados de

EgMA.

3.48.- EVALUACION DE LA BIOCOMPATIBILIDAD IN VITRO DE
SISTEMAS POLIMERICOS.

La biocompatibilidad de los homopolimeros PEMA, PEgMA y PEEgMA, asi
como la de sus copolimeros, se evallia mediante tres tipos de ensayos diferentes: el
ensayo MTT para determinar la toxicidad de los lixiviados del material; el ensayo
Alamar Blue para determinar los niveles de adhesion al material y proliferacion sobre el
mismo y por ultimo, el ensayo LDH que cuantifica la muerte celular producida por
contacto. Estos estudios ademas se completan con la observaciéon mediante microscopio
optico y de barrido ambiental para verificar la morfologia celular tras los distintos
ensayos de adhesion y proliferacion. La totalidad de estos ensayos se lleva a cabo

empleando cultivos de fibroblastos humanos.

3.4.8.1.- LIBERACION DE COMPONENTES, ENSAYO MTT.

El ensayo MTT, al igual que en el caso de los monomeros (apartado 2.5) se
aplica para analizar la posible citotoxicidad de los extractos de los homopolimeros
PEMA, PEgMA y PEEgMA y de los respectivos copolimeros, tomando muestras de los

distintos eluyentes a 1, 2 y 7 dias.

La figura 3.39 muestra la viabilidad celular relativa medida en las muestras que
han estado en contacto con los eluyentes obtenidos a partir del sistema derivado del
EgMA. Se observa como para todos los casos la viabilidad celular de cada cultivo
permanece por encima del 90% de la viabilidad exhibida por el control negativo TMX,
encontrandose diferencias significativas debidas al bajo valor que presenta la varianza

dentro de cada grupo de datos.
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Figura 3.39 Resultados del ensayo MTT para el control TMX, PEMA, PEgMA y los
copolimeros p(EMA-co-EgMA). Se representa la media + error estandar de la media
(n=16) y las diferencias significativas obtenidas en los ANOVA frente a TMX (*:
p<0,05).

En el caso de los copolimeros obtenidos a partir del monémero EEgMA los
resultados son similares (figura 3.40), obteniéndose para todas las composiciones
valores de viabilidad celular superiores al 90% del control TMX. En este caso aparecen
mas formulaciones con diferencias significativas con respecto al control, debido
fundamentalmente a la baja varianza encontrada dentro de cada grupo y no tanto a
diferencias grandes en la viabilidad celular medida. Como se puede ver, ninguno de los

polimeros y copolimeros estudiados libera componentes citotoxicos al medio.
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Figura 3.40 Resultados del ensayo MTT para el control TMX, PEMA, PEEgMA y los
copolimeros p(EMA-co-EEgMA). Se representa la media + error estandar de la media
(n=16) y las diferencias significativas obtenidas en los ANOVA frente a TMX (*:
p<0,05; **: p<0,01).

3.4.8.2.- MORFOLOGIA Y PROLIFERACION CELULAR BAJO MICROSCOPIA
OPTICA.

El estudio microscopico de los cultivos que han crecido empleando como medio
de cultivo los eluyentes de los sistemas copoliméricos, previamente extraidos a 1 y 2
dias, corrobora los resultados obtenidos en el ensayo MTT. La totalidad de las muestras
observadas bajo microscopia Optica presenta unos niveles de proliferacion celular
cercanos a los exhibidos por el control TMX, presentando las células que componen

estos cultivos la misma morfologia que las observadas en las preparaciones control.

En la figura 3.41 se muestran las micrografias tomadas a partir de algunas de

estas muestras. En esta figura se incluyen las muestras cultivadas durante 96 horas con
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los lixiviados obtenidos a 1 y 2 dias a partir del control TMX y de los copolimeros

p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA), ambos en composicion 50:50.
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Figura 3.41 Micrografias obtenidas al microscopio optico (x200) de los cultivos de

fibroblastos humanos cultivados durante 96 horas con eluyentes obtenidos a 1 y 2 dias

a partir del control TMX y de los copolimeros p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA),

ambos en composicion 50:50.
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3.4.8.3.- PROLIFERACION CELULAR. ENSAYO ALAMAR BLUE (AB).

Para cuantificar la proliferacion celular sobre la superficie de los polimeros, se
aplica un método espectrofotométrico utilizando el reactivo Alamar Blue™ (AB). Al
igual que los ensayos basados en el empleo de sales del tetrazolio, este método valora la

., , . . 49
reduccion quimica del ambiente celular.

Este ensayo se basa en la cuantificacion colorimétrica de la actividad celular.
Esta actividad se relaciona con los niveles de especies reducidas presentes en el medio
como son NADPH, FADH, etc., que pueden a su vez reducir diversos compuestos como
las sales del tetrazolio, o el AB. Como se ha comentado, este proceso puede ser
cuantificado debido al cambio de color que les acompaiia™ por lo que se pueden usar

como métodos cuantitativos para estudiar la proliferacion celular.

El potencial de oxidacion-reduccion del AB es de + 380 mV a pH 7,0 y 25 °C,
por lo que este compuesto puede ser reducido, a diferencia del reactivo MTT, por accion
de los citocromos (E° = + 290 a + 80 mV), sustituyendo al oxigeno molecular como
captador de electrones. El reactivo en su estado oxidado (resazurin), pasa a la forma

reducida (resofurin) al aceptar los electrones virando su color de azul indigo a rojo

(figura 3.42).

'
K FORMA OXIDADA FORMA REDUCIDA /

Figura 3.42 La reduccion del reactivo Alamar Blue™, desde su estado oxidado

(resazurin) a su estado reducido (resofurin) conlleva un cambio en su color.

El AB es soluble y estable en el medio de cultivo, no es toxico y no afecta ni a la

viabilidad ni a la proliferacion celular. Estas caracteristicas permiten adicionarlo al
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medio de cultivo y retirarlo repetidas veces, realizando diferentes mediciones, con el fin

de modelizar temporalmente la proliferacion celular.”’

Siguiendo el procedimiento experimental descrito (apartado 1.3.4) se cultivan
fibroblastos directamente sobre la superficie de los distintos materiales durante un
periodo de 21 dias adicionando reactivo AB y realizando lecturas colorimétricas a 1, 3,
7, 14 y 21 dias, con el fin de estudiar la evolucién temporal de cada cultivo. La figura
3.43 muestra los niveles de proliferacion celular de los sistemas derivados de EgMA
donde se pueden observar niveles de proliferacion cercanos a los medidos para el

control TMX y en la mayoria de los casos superiores, a los observados para el PEMA.
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Figura 3.43 Resultados del ensayo Alamar Blue para el control TMX, PEMA, PEgMA y
los copolimeros p(EMA-co-EgMA) Se representa la media + error estandar de la media
(n=16) y las diferencias significativas obtenidas en los ANOVA frente al TMX (*:
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001) y frente al PEMA (§: p<0,05; §§: p<0,01; §$§:
p<0,001).

El patréon de adhesion y proliferacion de los distintos materiales que contienen

EgMA (figura 3.43) muestra un incremento en el numero de células entre 1 y 3 dias
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significativamente inferior al del control TMX, salvo para la formulacion 50:50. A pesar
de que en todos los casos los resultados de los copolimeros mejoran a los obtenidos para
el PEMA, se aprecia un descenso significativo en el niumero de células en relacion al

observado para el control negativo, para las lecturas realizadas a 7, 14 y 21 dias.

En el caso de los copolimeros derivados del EEgMA los resultados (figura 3.44)
son similares a los descritos para los derivados de EgMA y claramente mejores que los
obtenidos para el homopolimero PEMA, observandose un incremento en el nimero de
células hasta el tercer dia y un descenso en las siguientes lecturas. Los valores de
proliferacién celular mostrados a 7, 14 y 21 dias son para todos los copolimeros
superiores a los medidos para el PEMA y como norma general, mas altos que los
medidos para los copolimeros portadores de EgMA. El comportamiento exhibido por el
homopolimero PEEgMA es muy similar al medido para los otros dos homopolimeros

(PEMA y PEgMA).
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Figura 3.44 Resultados del ensayo Alamar Blue para el control TMX, PEMA, PEEgMA
y los copolimeros p(EMA-co-EEgMA) Se representa la media + error estandar de la
media (n=16) y las diferencias significativas obtenidos en los ANOVA frente al TMX (*:
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001) y frente al PEMA (§: p<0,05; §§: p<0,01; §$§:
p<0,001).
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Los resultados obtenidos en el ensayo AB indican que los derivados del eugenol
presentan una elevada biocompatibilidad y una superficie mas adecuada para la

adhesion y crecimiento de este tipo de células que el PEMA.

3.4.8.4.- MORFOLOGIA CELULAR, ADHESION Y PROLIFERACION BAJO
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO AMBIENTAL.

La morfologia celular y la interaccion entre los fibroblastos y los distintos
materiales se estudian mediante Microscopia Electronica de Barrido Ambiental (ESEM,
de sus siglas en inglés). La figura 3.45 muestra los resultados de estos andlisis en los
que no se observan diferencias relevantes en los cultivos establecidos sobre las muestras
del control TMX, el PEMA o los polimeros derivados de eugenol, a 24 y 48 h. Las
células presentan en todos los casos una morfologia normal y una ocupacion del sustrato
creciente entre las 24 y las 48 h. Se aprecia, asi mismo, una buena adhesion célula-

material.

TMX

PEMA

Figura 3.45 Micrografias obtenidas en ESEM (x500) de los cultivos establecidos sobre

los distintos materiales estudiados tras 24 y 48 h.
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EMA-co-EgMA 80:20

EMA-co-EgMA 60:40

EMA-co-EgMA 50:50

EMA-co-EgMA 40:60

EMA-co-EgMA 20:80

PEgMA

Figura 3.45 continuacién Micrografias obtenidas en ESEM (x500) de los cultivos

establecidos sobre los distintos materiales estudiados tras 24 y 48 h.
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EMA-co-EEgMA 80:20

EMA-co-EEgMA 60:40

EMA-co-EEgMA 50:50
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Figura 3.45 continuacion Micrografias obtenidas en ESEM (x500) de los cultivos

establecidos sobre los distintos materiales estudiados tras 24 y 48 h.
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En la figura 3.46 se aprecia, a mayor aumento, la similitud entre las morfologias
de los fibroblastos adheridos sobre el control TMX y sobre dos copolimeros derivados

de eugenol.

EMA*-co: E.;E VA

Figura 3.46 Micrografias obtenidas en ESEM (x2000) de los cultivos establecidos
sobre el control TMX y sobre dos copolimeros derivados de eugenol en composicion

50:50.

En resumen, los resultados de este estudio junto con los obtenidos del ensayo
Alamar Blue indican un excelente grado de biocompatibilidad de los materiales

derivados de eugenol, que presentan una superficie adecuada para la adhesion celular.

3.4.8.5.-MUERTE CELULAR. ENSAYO LDH.

Como ya se ha visto en los apartados anteriores, el reactivo INT (cloruro de 2-
(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolio), al igual que otras sales de tetrazolio, es
susceptible de ser reducido por la LDH mediante dos reacciones acopladas (figura
3.47).% La muerte celular en un cultivo lleva asociada el aumento de los niveles de
enzima LDH en el medio, liberado por las células lisadas. De este modo es posible
cuantificar la muerte celular midiendo espectroscopicamente la transformacion de las
sales de tetrazolio a formazan, afiadido en el medio con este fin. Los materiales que
induzcan mayor muerte celular presentaran mayores niveles de LDH, que produciran
una lectura de absorbancia mayor a 490 nm, que es donde el reactivo INT presenta su

maximo de absorbancia.
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Figura 3.47 Reaccion de oxido-reduccion en la que el lactato se transforma en piruvato

por accion de la LDH, reduciéndose el reactivo INT a formazan, virando su color.

La figura 3.48 muestra los niveles de muerte celular en cultivos establecidos
directamente sobre la superficie de los materiales a 1, 2 y 7 dias para los copolimeros
p(EMA-co-EgMA) y para el control TMX. En todos los casos se observan niveles
similares al control TMX. Para las muestras 50:50 y 40:60 se han medido unos niveles
de muerte celular inferiores al PEMA vy al resto de formulaciones copoliméricas. El
homopolimero PEgMA ha sido la formulacion en la que mayor muerte celular se ha

registrado tras 7 dias.
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Figura 3.48 Resultados del ensayo LDH para el control TMX, PEMA, PEgMA y los
copolimeros p(EMA-co-EgMA). Se representa la media + error estandar de la media
(n=16) y las diferencias significativas obtenidas en los ANOVA frente al TMX (*:
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001) y frente al PEMA (§: p<0,05; §§: p<0,01; §$§:
p<0,001).

Los niveles de muerte celular observados en el caso de los copolimeros p(EMA-
co-EEgMA) (figura 3.49) son similares a los obtenidos para los copolimeros derivados
del EgMA siendo los valores obtenidos a 2 dias ligeramente superiores. De nuevo, en
las formulaciones 50:50 y 40:60 se ha detectado una mortalidad inferior, de hecho esta
ultima formulacién a 7 dias no presenta diferencias significativas con respecto al control
TMX. El homopolimero PEEgMA tiene un comportamiento similar al mostrado por el

PEMA, y sensiblemente mejor que el exhibido por el PEgMA.
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Figura 3.49 Resultados del ensayo LDH para el control TMX, PEMA, PEEgMA y los
copolimeros p(EMA-co-EEgMA). Se representa la media + error estandar de la media
(n=16) y el nivel de significacion obtenido en los ANOVA frente al TMX (*: p<0,05;
*E:p<0,01; ***: p<0,001) y frente al PEMA (§: p<0,05; §§: p<0,01; §§$: p<0,001).

3.4.9.- ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LOS POLIMEROS Y COPOLIMEROS
EN MASA.

La determinacion de la actividad bactericida de los polimeros derivados de
eugenol se determina mediante un método basado en los estudios cldsicos mediante
antibiogramas por difusion en agar.” La diferencia con respecto a estos métodos
clasicos es que el disco que se deposita sobre la superficie del agar es justamente un
disco del material a ensayar. En este caso, a diferencia de los monoémeros, se mide la
actividad debida al polimero, que no libera sustancias activas formadoras de halos de
inhibicion. Sin embargo, la superficie directamente en contacto con el material a
ensayar si es susceptible de revelar la actividad del polimero mediante la inhibicion o el
retardo del desarrollo de colonias justo en las zonas donde presente contacto directo con

la superficie del material.
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Esta metodologia requiere materiales con un cierto grado de hidrofilia para que
se dé un buen contacto material-superficie y no expulse el agua de la superficie del agar.
Es por esta razén que el ensayo se desarrolla sobre los copolimeros derivados de

HEMA. La figura 3.50 muestra los resultados del ensayo de inhibicidén por contacto con

los diferentes materiales ensayados.

Figura 3.50 Ensayo de propiedades bactericidas por contacto para los distintos
copolimeros frente a cultivos sobre agar de Streptococcus mutans (CECT 479) y
Escherichia coli (DH5«). Formacion de colonias bajo la superficie de los distintos
materiales después de 24 h de cultivo a 37 °C. A = PHEMA; B = p(HEMA-co-EgMA)
80:20; C = p(HEMA-co-EgMA) 50:50; D = p(HEMA-co-EEgMA) 80:20; E =
P(HEMA-co-EEgMA) 50:50.

Se observa cémo alrededor y por debajo de la superficie de los discos de
PHEMA se desarrollan colonias de ambos cultivos. Este desarrollo sin embargo, es
cualitativamente menor para todos los copolimeros derivados de eugenol. Comparando
éstos, se observa que los copolimeros portadores de EEgMA muestran un mayor
caracter inhibitorio tras 24 h de cultivo que los observados para los copolimeros

portadores de EgMA.
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3.5.- DISCUSION.

Ya se ha mencionado la gran demanda que existe de biomateriales poliméricos
dotados de funcionalidad especifica para las aplicaciones para las que se desarrollan.
Para ello la inmovilizacion de sustancias bioldgicamente activas en el seno del material
en cuestion ha sido una manera clasica de satisfacer esta demanda.> Una via de
inmovilizacion muy interesante es la unién covalente de la sustancia activa, o
funcionalidad, a las cadenas poliméricas. Esta via tiene como ventaja principal la
estabilidad temporal y posibilidad de modulacion de la actividad buscada mediante los
mecanismos de hidrélisis y biodegradacion. La incorporacion de estas biomoléculas
puede darse tanto mediante union directa o mediante un grupo espaciador. Estos
espaciadores de cadena proporcionan una mayor libertad estérica y por tanto una mayor
actividad para las biomoléculas inmovilizadas, especialmente en el caso de
biomoléculas pequefias.”’> Por otra parte, el grupo espaciador puede ser también
biodegradable y de este modo ir liberando la biomolécula inmovilizada en su

degradacion.’®

Siguiendo esta filosofia se desarrollan distintos polimeros a partir de los
mondomeros EgMA y EEgMA sintetizados previamente,”’ mediante técnicas de
polimerizacién radical bien conocidas.” La presencia de dos grupos susceptibles de
polimerizar en los derivados de eugenol condiciona la obtencidon de productos solubles
solo a niveles de conversion bajos. Es en estas condiciones, cuando se obtienen
productos solubles con los que poder llevar a cabo técnicas de caracterizacion en

disolucion.

La asignacion de las diferentes bandas observadas en los espectros de
Resonancia Magnética muestra la permanencia del grupo alilo en los primeros estadios
de la reaccion para los dos tipos de monomeros. Este hecho queda constatado con la
comparacion del valor de las integrales de la sefial de resonancia del grupo alilo (5,3 -
4,7 ppm) con respecto a la de los protones aromaticos (6,5 — 7,2 ppm), ya que éstas
difieren menos de un 1 % de su valor tedrico, indicando la baja participacion del grupo
alilo que no puede ser detectada, ni siquiera mediante técnicas de Resonancia Magnética

Nuclear. Estos resultados estdn en consonancia con estudios previos llevados a cabo
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sobre la polimerizacion via radical de mondmeros alilicos® y ponen de manifiesto que
la reaccion de polimerizacion transcurre a través de los dobles enlaces metacrilicos,
proporcionando cadenas macromoleculares con restos eugenilo anclados lateralmente a
través del grupo éster correspondiente. Por otro lado, el hecho de obtener estructuras
entrecruzadas a altas conversiones parece indicar que los dobles enlaces alilicos so6lo
participan de la reaccion una vez han reaccionado la mayoria de los dobles enlaces
metacrilicos. Esta participacion se debe a que, segiin avanza la reaccion, la viscosidad
del medio aumenta progresivamente disminuyendo la movilidad de los macrorradicales
y por tanto algunos de los enlaces alilicos laterales reaccionan contribuyendo a la
formacion de ramificaciones y puntos de entrecruzamiento. Este grado de
entrecruzamiento puede modularse mediante la introduccion de otros mondmeros
capaces de copolimerizar con los derivados de eugenol como pueden ser mondémeros

acrilicos tipo EMA, MMA o HEMA.

Al igual que en el caso de los homopolimeros, estos copolimeros se pueden
obtener tanto en masa como en disolucion y su grado de conversion se modula en
funcién del tiempo de reaccion. La desaparicion completa de las bandas de resonancia
de los dobles enlaces acrilicos en los copolimeros obtenidos a baja conversion indica
que el proceso de polimerizacion radical se desarrolla principalmente a través de estos
dobles enlaces, presentes en ambas unidades monoméricas. Ademas, comparando las
sefales correspondientes a los protones aromaticos con los protones alilicos se observa
una pérdida de intensidad relativa menor al 1% para éstos ultimos, indicando de nuevo
la formacidon de macrocadenas lineales en las que el resto derivado de eugenol queda

anclado lateralmente a través del enlace éster correspondiente.

Para el caso de los polimeros sintetizados en masa, al extender la reaccion hasta
altas conversiones se obtienen productos entrecruzados y por tanto insolubles, no
pudiéndose realizar el estudio de la estructura mediante Resonancia Magnética Nuclear
en disolucion. Sin embargo los espectros de infrarrojo obtenidos sobre estos polimeros
confirman la estructura propuesta, siendo el dato mas significativo la permanencia de
las bandas correspondientes al doble enlace alilico (3.080 - 1.635 - 1.415 y 995 cm™)
3460 ¢ que confirman su participacion en el proceso de entrecruzamiento en pequefias

proporciones, generando redes poliméricas que mantienen los restos derivados de

eugenol anclados lateralmente a éstas.
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Los diagramas de composicion obtenidos para cada sistema copolimérico
soluble, a partir de la relacion de intensidades entre las bandas de resonancia
correspondientes a cada unidad monomérica, indican la formaciéon de copolimeros
enriquecidos en derivados de eugenol para todo el rango de composiciones. Este hecho
sumado a los valores de reactividad obtenidos a partir de los pardmetros de
copolimerizacion, segin el modelo terminal (reggma > Tegma > Tema), ponen de
manifiesto una reactividad decreciente en el orden EEgMA>EgMA>EMA. Esta
reactividad indica que tanto para los copolimeros p(EMA-co-EgMA) como para los
p(EMA-co-EEgMA), los radicales macromoleculares cuyo extremo activo en
crecimiento es tanto una unidad de EMA como una unidad monomérica derivada de
eugenol, presentan una mayor reactividad frente al mondémero derivado de eugenol que
frente al EMA. En ambos sistemas copoliméricos dado que los productos r; x r; son
menores que la unidad, los copolimeros preparados con estos sistemas en las
condiciones de reaccion anteriormente sefialadas, presentan una distribucion de

unidades estadisticas con caracter predominantemente al azar.

Los pesos moleculares determinados por Cromatografia de Exclusion de
Tamanos de todos los copolimeros preparados en solucion a baja conversion, muestran
valores muy altos, demostrando que los mondémeros EgMA y EEgMA no presentan
ningun efecto inhibitorio frente a procesos de polimerizacion via radical. Es claro sin
embargo que, cuando EgMA copolimeriza con EMA los pesos moleculares de los
correspondientes copolimeros muestran valores ligeramente inferiores con respecto al
observado para el caso de PEMA. Sin embargo los valores obtenidos indican que los
pesos moleculares son suficientemente altos para su introduccion como componentes de
formulaciones autocurables con aplicabilidad en el campo dental y de cementos 6seos.
Hay que considerar sin embargo que los sistemas autocurables obtenidos con estos
materiales presentan una estructura entrecruzada debido a la participacion de los dobles
enlaces alilicos presentes en los restos derivados de eugenol. Esta participacion en los
derivados de EEgMA, se plasma en la formacién de estructuras ramificadas debido a la
pequena participacion de los grupos alilicos en el proceso de polimerizacion,
presentando valores de peso molecular muy superiores a los observados para PEMA. Es

importante sefialar sin embargo, que la caracterizaciéon de este tipo de polimeros
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ramificados mediante SEC puede llevar a conclusiones erréneas®®* debido a que el
volumen hidrodindmico (pardmetro que determina la retencion cromatografica en SEC)
de macromoléculas muy ramificadas es muy pequefio comparado con el de los
polimeros lineales homologos de menor peso molecular. Por ello, al calcular pesos
moleculares a partir de los cromatogramas y de curvas de calibrado establecidas con
homopolimeros lineales, tiene lugar una subestimacion de los mismos. Este hecho nos
lleva a presentar y discutir los resultados con cierta prudencia sin exponer conclusiones

definitivas.

Esta diferencia de comportamiento entre los derivados de EgMA y de EEgMA
se debe a las diferencias en la flexibilidad de las cadenas en ambos sistemas. Para los
copolimeros derivados de EgMA, las macrocadenas activas en crecimiento presentan
menor movilidad para proseguir las reacciones de propagacion. Este hecho hace que
cuando la viscosidad del medio aumenta drasticamente, los macrorradicales no pueden
orientarse para proseguir la reaccion a través de los grupos acrilicos, en este punto el
radical activo puede dar reaccion de terminacion por desproporcion generando
polimeros de menor peso molecular, o bien adicion a un doble enlace alilico
perteneciente a otra cadena, con pocas posibilidades de seguir propagando y generando
asi un punto de entrecruzamiento. En el caso de EEgMA, al existir el separador entre la
cadena polimérica y el resto eugenilo, el sistema presenta mayor movilidad y los dobles
enlaces alilicos reaccionantes pueden difundirse con mayor libertad para seguir

propagando a través de otro enlace acrilico generando asi un punto de ramificacion.

Esta mayor movilidad, o flexibilidad en la cadena se ve reflejada en los valores
de la temperatura de transicion vitrea de los distintos sistemas copoliméricos donde se
observa como la T, aumenta con la presencia de EgMA y disminuye con el contenido
en EEgMA. La T, obtenida para el PEgMA lineal es superior a las descritas en la
bibliografia para otros metacrilatos portadores de grupos aromaticos laterales,” lo que
puede indicar algin otro tipo de interaccidon presente entre los grupos laterales de las
cadenas poliméricas. El valor tan bajo obtenido sin embargo para el PEEgMA lineal (T,
= 20 °C) indica que efectivamente el grupo oxietilénico, separador de cadena,

contribuye a la flexibilidad del grupo lateral. Esta movilidad se ve restringida cuando la
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reaccion se extiende a altas conversiones ya que el proceso de ramificacion y
entrecruzamiento disminuye la flexibilidad, induciendo un aumento de hasta 15 °C para
el caso del PEEgMA. En el caso de EgMA este efecto también se observa pero de
manera menos acusada o mas dificilmente detectable ya que para sistemas altamente

entrecruzados la transicion puede incluso dejar de ser observable. *

Estos procesos de ramificacion y entrecruzamiento se ponen de manifiesto
cuando se estudia el comportamiento reologico de los copolimeros derivados de eugenol
sintetizados en masa a alta conversion. En los sistemas derivados de EgMA, la reaccion
transcurre de manera analoga a lo descrito anteriormente salvo que, en este caso, la
movilidad molecular queda muy restringida debido a la ausencia de disolvente y a la
poca flexibilidad molecular. Asi, segiin avanza la reaccion esta difusion se ve cada vez
mas restringida promoviendo o favoreciendo los procesos de terminacién y formacion
de puntos de entrecruzamiento. Este proceso genera redes tridimensionales con
dominios segregados de alto grado de entrecruzamiento embebidos en zonas de
entrecruzamiento menor que van creciendo mediante percolacion hasta el punto donde
la movilidad es practicamente nula, produciéndose la gelificacion. Transcurrido este
punto la respuesta viscoelastica del sistema responde a un modelo tipo elastico con
valor de G’ superior a G” e independiente de la frecuencia de torsion o torque aplicado.
Este efecto es mas acusado cuanto mayor es la cantidad de EgQMA presente ya que el
mayor numero de grupos alilo favorecera un mayor grado de entrecruzamiento,
aumentando éste, como se ha visto, con el contenido de EgMA. Una fraccion soluble
elevada indica que existe un alto porcentaje de cadenas que no participan en el proceso
de entrecruzamiento o ramificacion. Por ello, y como indican los resultados, una mayor
cantidad de EgMA produce dominios de un mayor numero de entrecruzamiento
presentando, de este modo, menor fraccion soluble cuanto mayor es la cantidad de

EgMA.

Como se ha comentado, la mayor movilidad de los grupos laterales en los
copolimeros derivados de EEgMA favorece los procesos de ramificacion en lugar de los
de entrecruzamiento. Este efecto hace que la respuesta elastica de estos materiales sea

menor que la observada en los derivados de EgMA y por tanto la componente viscosa
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juegue un cierto papel en la respuesta del material frente a la deformacion por torsion,
presentando una ligera, aunque constante, dependencia en el valor del modulo G’ en
todo el rango de frecuencias. Ademas, estas pequefias diferencias de movilidad
molecular favorecen la homogeneidad de la muestra obteniéndose redes con menor

fraccion soluble para los sistemas derivados de EEgMA con respecto a los de EgMA.

A su vez la presencia de estos grupos laterales en las cadenas poliméricas
determina el valor de la densidad del material en funcion del volumen hidrodindmico de
éste. De este modo, es esperable el resultado obtenido en el céalculo de las densidades
que decrece en el orden ppema > PrEgMa > PPEEgMA Ya que justo en ese orden aumenta

respectivamente, el volumen de los restos etilo, eugenilo y etoxieugenilo.

Los estudios de degradacion térmica muestran un aumento de la estabilidad
frente a la degradacion para los polimeros derivados de eugenol. Este hecho queda
patente en todos los sistemas en que estos mondmeros estan presentes, bien aumentando
la temperatura de inicio de degradacion, bien disminuyendo las etapas en las que se
produce. En ausencia de los mondémeros derivados de eugenol, el homopolimero PEMA
presenta un proceso de degradacion en cuatro etapas de manera similar al descrito para
PMMA.%>*%® La primera etapa de degradacién (~207 °C) es consecuencia de la ruptura
de cadena por los centros estéricamente mas impedidos formados a partir de uniones
cabeza-cabeza en el proceso de polimerizacion. La segunda etapa (~274 °C) es debida a
la descomposicion de los finales de cadena vinilidenos formados por desproporcion y
las dos ultimas etapas (~350 y ~430° C) son debidas a la escision aleatoria de la cadena
que produce la despolimerizacion de los polimeros acrilicos. Por su parte, el
homopolimero PHEMA obtenido en masa a alta conversion presenta Gnicamente estas

dos ultimas etapas degradativas.

Los homopolimeros y copolimeros derivados de eugenol presentan sin embargo
una sola etapa degradativa atribuible a la escision aleatoria de la cadena polimérica.
Ademas los polimeros obtenidos en masa a alta conversion presentan una estabilidad
adicional, aumentando en hasta 12 y 6 °C las temperaturas a las que se producen estas

degradaciones en los casos del PEgMA y PEEgMA, respectivamente. Este hecho es
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atribuible a la estabilidad adicional que presentan estos sistemas debido al proceso de

entrecruzamiento, que de manera general produce este tipo de estabilizacion.

Todos estos resultados indican un marcado caracter antioxidante por parte del
resto eugenilo en los distintos copolimeros, presentando una gran actividad como
captador de los radicales libres generados durante el tratamiento térmico a temperaturas
superiores a 250 °C. En este sentido, y al igual que en otros materiales ya descritos, esta
actividad antioxidante puede jugar un papel importante en la estabilizacion e inhibicién
de la formacion de radicales libres producidos por la descomposicion de compuestos

hidroperoxidos, asociados a procesos inflamatorios en el medio fisiologico.®’

En este sentido, los resultados de los experimentos llevados a cabo para el
estudio in vitro de los polimeros derivados de eugenol muestran un excelente
comportamiento tanto en niveles de humectabilidad e hidratacion como de
biocompatibilidad frente a los cultivos celulares ensayados. El comportamiento en
hidratacion de los distintos copolimeros en masa muestra unos niveles de absorcion de
agua muy similares a los requeridos para su incorporacion en formulaciones
autocurables.®® Este ensayo de hidratacion se lleva a cabo en medio tamponado ya que
¢éste simula mejor las condiciones fisiologicas, a pesar de que este medio disminuye la
capacidad de absorcion de agua.”” El aumento de la hidrofobicidad y del grado de
entrecruzamiento con el contenido en EgMA produce en los copolimeros p(EMA-co-
EgMA) una disminucion gradual del contenido en agua méximo alcanzado al aumentar
la cantidad de EgMA. Para el caso de los polimeros p(EMA-co-EEgMA) sin embargo,
la cantidad de agua absorbida aumenta al aumentar el contenido en EEgMA debido a la
menor hidrofobicidad de este monomero. La diferencia en absorcion de agua entre el
PEEgMA y el PEMA no es tan acusada como con respecto al PEgMA, debido a que el
entrecruzamiento en el caso de PEEgMA, contrarresta el efecto de la menor

hidrofobicidad mientras que para el PEgMA ambos efectos se suman.

Estos resultados estan en consonancia con los obtenidos en la determinaciéon de

la energia superficial del sélido (SES) donde se observa que ésta disminuye con el
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contenido en EgMA, de acuerdo con la disminucion de la hidrofilia y aumenta con el

contenido en EEgMA, segun aumenta su hidrofilia.

Ya se ha comentado en capitulos anteriores alguna de las propiedades del
eugenol que le hacen un buen candidato para su incorporacion en formulaciones
autocurables. Sin embargo es sabido su efecto citotoxico e irritante cuando se alcanzan
ciertos niveles en los tejidos.”’ Los polimeros derivados de eugenol presentan como
ventaja que al mantener inmovilizada quimicamente la molécula de eugenol, se impide
su liberacion al medio, evitando los efectos citotoxicos de éste. Los estudios de
biocompatibilidad llevados a cabo muestran la ausencia de lixiviados por parte del
material capaces de dafiar los cultivos celulares ademdas de permitir una muy buena

adhesion sobre ellos.

Por ultimo los experimentos llevados a cabo con cepas bacterianas indican la
presencia de actividad bacteriostatica debida al resto eugenilo en los copolimeros
sintetizados en masa. Es conocida la existencia de materiales con actividad frente a
cepas bacterianas, debida a la presencia de agentes bactericidas inmovilizados
quimicamente, que al no ser lixiviables, no producen halo de inhibicién.”" Del mismo
modo, en este estudio los copolimeros derivados de eugenol presentan un claro efecto
inhibitorio del crecimiento bacteriano frente a E. coli y S. mutans sin que produzcan
halos alrededor de los discos de polimero indicando que el efecto bacteriostatico se
produce por agentes inmovilizados. Es de sefalar que el efecto observado consiste en la
disminuciéon del crecimiento de colonias en la superficie del agar sobre la que se ha
depositado el material. De acuerdo con esto, los materiales de restauracion y resinas
portadoras de los derivados acrilicos de eugenol pueden contribuir a la inhibicién o
reduccion del desarrollo bacteriano en las zonas de contacto entre el material y el tejido
sobre las que se aplique como en los procesos de formacion de caries secundarias entre

la superficie de la dentina y la del material de restauracion.

Estos materiales con sustancias bactericidas inmovilizadas muestran su actividad
unicamente frente a las bacterias con las cuales entran en contacto directo por lo que su
efecto no puede extenderse a zonas lejanas del material. De este modo el efecto del
componente bactericida inmovilizado es principalmente bacteriostatico ya que el agente

activo no puede penetrar al interior de la pared o de las membranas celulares de modo
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similar a como actian los antibidticos y sustancias bactericidas en condiciones
normales.”> Los polimeros derivados de eugenol deben su actividad al grupo eugenilo
lateral presente en las cadenas poliméricas, sin embargo su efectividad dependera de
que este resto entre en contacto con las bacterias y por tanto presente una actividad
razonable. La intensidad de este contacto, depende a su vez de otros muchos factores
como la existencia de interacciones de distinta naturaleza (i6nicas, Van der Waals, etc.)
que se produzcan entre la superficie del material y las capas mas externas de la pared
bacteriana.” Este tipo de interacciones estan relacionadas con la humectabilidad del
polimero y por tanto con la energia superficial de éste. Los distintos estudios llevados a
cabo con el objetivo de relacionar la energia superficial de un sélido con su grado de
interaccion con bacterias estiman una menor adhesion para las superficies con mayor
energia superficial (mayor hidrofilia) mientras que un cierto caracter hidréfobo favorece
las interacciones polimero-bacteria.”*”> Sin embargo un caracter hidréfobo demasiado
alto impide por su parte la adhesion celular. Diversos estudios llevados a cabo sobre
copolimeros derivados de HEMA indican un rango 6ptimo de adhesion bacteriana sobre
sus superficies, con angulos de contacto comprendidos entre 65° y 90° mostrando
menores niveles de adhesion cuanto mayor contenido en HEMA esté presente en los
distintos copolimeros.”®”’ Como consecuencia de estos efectos, en los estudios
realizados en este trabajo se observa como los polimeros portadores de eugenilo
presentan un mayor caracter inhibitorio cuanto mayor es el contenido en mondémero
derivado de eugenol. El mayor caracter hidrofobo de estos polimeros favorece una
mayor interaccion con las bacterias y por tanto una mayor accesibilidad a los restos

eugenilo laterales que proporcionan el cardcter bacteriostatico.

Por otra parte como en el caso de los mondmeros, los polimeros derivados de
EEgMA al presentar el grupo espaciador entre la cadena polimérica y el resto eugenilo,
presenta mayor libertad de movimiento a la vez que una mejor humectabilidad, creando
un contacto mas efectivo entre la superficie del polimero y de la bacteria y por tanto
mostrando un mayor caracter inhibitorio de la formacion de colonias bacterianas como

muestran los resultados recogidos en este trabajo.
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CAPITULO 4. APLICACIONES ESPECIALES DE LOS
DERIVADOS ACRILICOS DE EUGENOL.

4.1.- CEMENTOS ACRILICOS AUTOCURABLES DERIVADOS DE
EUGENOL.

4.1.1.- INTRODUCCION.

Los distintos materiales empleados en odontologia y ortopedia han ido
evolucionando de forma mas o menos paralela a otros campos como la quimica, la fisica
o la ingenieria. Sin embargo, el gran desarrollo que ha tenido la ciencia de los
biomateriales en las Ultimas décadas ha supuesto un gran avance en Su UusO €
implantacion como materiales de restauracion ortopédica y dental. Como se ha
comentado ampliamente en la introduccion, las aplicaciones de los sistemas acrilicos
autocurables se encuentran por un lado, en la reparacion y sustitucion de tejidos duros y

por otro lado, en la implantacion de éstos como componentes dentales.

Dentro de las aplicaciones en tejido duro, una de las mas importantes a destacar
desde el punto de vista historico, es su utilizacion como material de fijacion de diversos
tipos de protesis como son la de cadera' o rodilla,> donde el cemento actlia como
material de relleno entre el hueso y la prétesis. Sin embargo, debido a las ventajas que
presentan estos sistemas en cuanto a su gran capacidad de adaptacion a cavidades de
perfiles complejos e irregulares, su uso se ha ido extendiendo con los afios a otras
aplicaciones como son la reparacion de defectos dseos en cirugia craneofacial y
maxilofacial,® asi como al tratamiento de tumoraciones.* Por otra parte, y aprovechado
la inyectabilidad de estos sistemas, si bien con necesidad de adaptaciones apropiadas de
las formulaciones comerciales, desde los comienzos de los afios 80, estos sitemas se
vienen empleando en las técnicas de vertebroplastia percutanea y desde 1999 se aplica
en la técnica de cifoplastia, que es una variante de la vertebroplastia. Estas técnicas
denominadas también de cirugia de minima invasion, tienen por objeto la estabilizacién
del cuerpo vertebral mediante inyeccion del cemento evitando el progreso del colapso y

con gran alivio del dolor. Actualmente esta técnica se aplica en tres cuadros
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principalmente: angiomas vertebrales agresivos, metastasis 0seas y sobre todo en
fracturas osteopordticas vertebrales por compresion, que es su uso mayoritario hoy en
dia. Ademas, recientemente el empleo de los cementos acrilicos inyectables se va
ampliando hacia el tratamiento de fracturas traumaticas, es decir, fracturas debidas a
accidentes o caidas y sin ninguna enfermedad asociada, cuando los tratamientos

médicos u ortopédicos fracasan.>®

Las resinas acrilicas son sistemas muy utilizados en odontologia restauradora
gracias a su facil manipulacion, bajo coste y excelente biocompatibilidad. Asi, el uso de
resinas acrilicas abarca maltiples aplicaciones de las que cabe hacer mencion algunas de
las méas relevantes como son la fabricacion de dientes artificiales, los cementos de
restauracion, bases para protesis, fondos de cavidades y materiales de obturacion
provisional.” En el caso de los dientes artificiales, en sus comienzos, la materia prima
basica empleada en la fabricacion de los mismos era el poli(metacrilato de metilo) pero
en la actualidad, a pesar de que estas composiciones iniciales todavia se mantienen
denominandose convencionales, se han desarrollado sistemas a base de resinas acrilicas
con cadenas poliméricas interpenetradas asi como sistemas compuestos con rellenos
inorganicos como particulas de cuarzo, que mejoran las propiedades mecanicas. Hoy en
dia, sin embargo, sigue siendo tema de debate qué tipo de material o resina acrilica se
debe usar en su fabricacion® ya que aun se requiere mejorar propiedades como dureza,

resistencia a compresion y médulo de elasticidad, entre otras.

En cuanto a los cementos de restauracion, bases para protesis, fondos de
cavidades y materiales de obturacion provisional, en este caso se lleva a cabo la
formacidn del polimero in situ, es decir en el propio lugar de la aplicacién, utilizdndose
formulaciones similares a las descritas para los sistemas acrilicos autocurables para
aplicacion en tejido duro, por tanto las formulaciones no solo incluyen polimeros sino
también los mondmeros, iniciadores y catalizadores necesarios. En los sistemas que se
emplean para bases de proétesis, se modifica la relacion solido:liquido con el fin de
aumentar el tiempo de manipulacién y permitir una mejor difusion e impregnacion del
polimero, consiguiendo una interfaz mas homogénea. En cuanto al resto de las
aplicaciones, a veces se suelen afiadir pigmentos en la fase solida, como sales de cadmio
o hierro o bien pigmentos orgénicos, fibras con fines estéticos, y plastificantes para

mejoran la ductilidad en aquellos casos que fuera necesario. También se puede
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conseguir una plastificacion intrinseca del sistema utilizando otros polimetacrilatos
cuyos grupos laterales presenten un mayor grado de libertad como el poli(metacrilato de

butilo), asi como copolimeros de composicion adecuada.

4.12.- OBTENCION DE LAS PARTICULAS ESFERICAS DE
POLI(METACRILATO DE ETILO).

La obtencion de las particulas esféricas (perlas) de poli(metacrilato de etilo) se
realiza mediante polimerizacion radical en suspension del mondémero EMA en presencia

de PVA como agente surfactante.

En este tipo de polimerizacion en suspension, el mondémero EMA se dispersa
mediante agitacion en un medio acuoso continuo. La emulsion del mondmero se
estabiliza mediante el PVA que actia como agente de suspension. EI BPO usado como
iniciador es soluble en el monémero y muy poco en el agua por lo que la polimerizacion
tiene lugar en el interior de las gotas de monémero.? En realidad, se puede considerar
cada una de las gotas como un pequefio reactor independiente donde tiene lugar la

polimerizacion en masa.

En el esquema basico de la polimerizacion en suspension estandar, en cada gota
va a darse el proceso completo de polimerizacion: iniciacion, propagacion vy

terminacion.°

POLIMERIZACION Q gota de monamera
EM SUSPENSION :‘:
—_ . gota de palimero

* o inicisdor

w =zyrfactante

Figura 4.1 Esquema de la polimerizacion en suspension.

El producto final de la reaccién son unas particulas esféricas cuyo tamafio
depende de numerosos factores como son la temperatura, el disefio del reactor, la

velocidad de agitacion, etc. En general se obtienen menores tamafios de particula al
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aumentar la agitacion, la relacion agua/mondmero o la concentracion del estabilizante.
El disefio del reactor es también un factor muy importante en el rendimiento final del

proceso.

El PEMA obtenido a partir de la polimerizacion en suspension del monomero
EMA consiste en unas particulas esféricas blancas. El rendimiento global de la reaccion

tras el lavado, secado y tamizado con un filtro de 250 um, es del 60%.

La figura 4.2 muestra el espectro de RMN *H de las perlas de PEMA obtenido
en cloroformo deuterado. En la tabla 4.1 se recogen los desplazamientos quimicos de las
sefiales obtenidas asi como la asignacion de cada una de ellas en funcion de la

numeracion establecida en la figura 4.2.

r-r . 1 1~ 1 ~ 1T 1T - 1T 1
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 4.2 Espectro de RMN 'H de las particulas de poli(metacrilato de etilo) en

cloroformo-d.
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Particulas de PEMA RMN 'H

8 (ppm) Asignacion

4,0 H;

1,9 Hs rmr
1,8 Has rrr
1,45 Hs mm
1,25 H,

1,05 Hy mr
0,88 Ha rr

Tabla 4.1 Desplazamientos quimicos de las sefiales RMN 'H de las particulas de

poli(metacrilato de etilo) (referencia TMS).

El tamafio de las particulas obtenidas se analiza mediante técnicas de difraccion
de luz segun el procedimiento descrito en la seccion experimental (apartado 1.5.1.1). La
figura 4.3 muestra la distribucion del diametro de particula en volumen para el PEMA

tanto sintetizado como el comercial.

—— PEMA Aldrich

16 -
—— PEMA sintesis

14
12

10

Volumen (%)
[ec]
1

0,01 01 1 10 100 1000
Tamafio de particula (u)

Figura 4.3 Diagrama de la distribucion de tamafios para las particulas de PEMA
comerciales (Aldrich) y sintetizadas en este trabajo mediante polimerizacion radical en

suspension.

Los didmetros medios obtenidos son 82,1 um para el PEMA de sintesis y 46,2

um para la muestra comercial de Aldrich.
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Asi mismo, las particulas se caracterizan por Microscopia Electronica de Barrido
Ambiental (MEBA). En las micrografias tomadas se observa como las particulas
obtenidas de sintesis presentan una geometria esférica con un tamafio de particula
homogéneo asi como la ausencia de restos de PVA adherido a la superficie. En la figura
4.4 se observa este resultado y se compara con las micrografias tomadas del PEMA
suministrado por Aldrich en las cuales se puede comprobar una mayor polidispersidad

en el tamafio de particula asi como una mayor adhesion de impurezas sobre su

superficie a la vez que irregularidades en la forma.

Figura 4.4 A: Particulas de PEMA suministradas por Aldrich. B: Particulas de PEMA

sintetizadas mediante polimerizacion radical en suspension.

Por Gltimo, se determina el peso molecular promedio en nimero M y promedio

en peso M, de las particulas de PEMA mediante Cromatografia de Exclusion de

Tamafios (SEC) siguiendo el apartado 1.2.1.3. El cromatograma registrado muestra una
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curva tipica de distribucion de pesos moleculares para este tipo de polimeros acrilicos,
de la que se obtienen los pesos moleculares y el indice de polidispersidad IP, que se

muestran en la tabla 4.2.

(x 10” Da) (x 10” Da)
6,65 1,69

Tabla 4.2 Pesos moleculares promedio en peso (M,) y en nimero (M,), y

polidispersidades (IP) de las particulas de PEMA sintetizadas mediante polimerizacion

radical en suspension.
4.1.3.- FORMULACIONES AUTOCURABLES DERIVADAS DE EUGENOL.

En este apartado se recogen los resultados de los experimentos realizados para la
caracterizacion de las formulaciones autocurables preparadas segun el procedimiento
descrito en la seccidn experimental y sobre las que se incorporan bien las particulas de
poli(metacrilato de etilo) descritas anteriormente sobre la fase sélida, o bien otras
particulas comerciales basadas en PMMA, ademéas de distintas proporciones de los
monomeros derivados de eugenol EQMA y EEgMA como componentes de la fase

liquida. En todos los casos se afiade un 8% p/p de BaSO, sobre la fase sélida.
4.1.3.1.- PARAMETROS DE CURADO.

Para la determinacion de los parametros de curado se registra la variacion de la
temperatura de la masa polimerizante conforme transcurre el tiempo de curado del
material. Asi se obtienen los perfiles temperatura-tiempo como los que se representa en

la figuras 1.14. La temperatura maxima (Tmax) €S la registrada en el maximo de la

exoterma y el tiempo de fraguado (t) es el tiempo donde la temperatura de la masa es:

Tméx amb
+ —— Ec4.1
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siendo Tamp la temperatura ambiente (23 £ 1 °C). Los valores obtenidos de Tpax Y tr de

las distintas formulaciones ensayadas en este trabajo se recogen en la tabla 4.3.
Las figura 4.5 y 4.6 muestran las exotermas de polimerizacion de las distintas

formulaciones de cementos acrilicos portadores de los mondmeros EQMA y EEgMA

respectivamente, preparadas en este trabajo.

80

e —=—EMA
[ N\ —e— EgMA10%
70 Toom A EgMA15%
T L&, \ —v— EgMA30%
| \
“ r\A\.\..\
G 60- 1NN
E\’J/ h‘vA\A.\:\-
© /S W
S V \A..\
T 50 A A“
5 vA R
Q. v\\\ ..\.
g \\\1‘\ i\.
404 V\\¥ o m ]
\\’;\:.I.\\
o m__
. n
30 \l
T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 7

Tiempo (min)

Figura 4.5 Variacion de la temperatura con el tiempo de curado de las formulaciones
modificadas con EQMA y preparadas con PEMA.

80

i)
704 TN = EMA
‘ " —e— EEgMA10%
.7“‘\. " A EEQMA15%
60 o 0" v EEgMA30%

50

Temperatura (°C)

40

30

Tiempo (min)

Figura 4.6 Variacion de la temperatura con el tiempo de curado de las formulaciones

modificadas con EEgMA y preparadas con PEMA.
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% MEg*
(fase liquida)

Formulacion

PEMA/EMA

PEMA/EMA/EgMA

PEMA/EMA/EEgMA

Tabla 4.3 Temperaturas maximas y tiempos de fraguado medios (n = 4) de los distintos
cementos acrilicos derivados de eugenol y formulados con particulas de PEMA en
relacion solido liquido 2:1. * % MEg = Mondmero derivado de eugenol, EQMA o

EEgMA, presente en la fase liquida. [D.S.] = Desviacion estandar.

En ambas figuras se observa una tendencia similar, disminuyendo la temperatura
méaxima a medida que aumenta el contenido de monémero derivado de eugenol. El
efecto es mucho mas acusado en las formulaciones derivadas de EEgMA que en las de
EgMA llegando incluso a bajar hasta los 39° C para la formulacion al 30% en EEgMA,

temperatura ésta muy similar a la corporal.

4.1.3.2.- MONOMERO RESIDUAL.
Los distintos contenidos en monomero residual (CMR) total (metacrilato de etilo

+ metacrilato derivado de eugenol, EQMA o EEgMA en cada caso) determinados

mediante RMN *H se muestran en la tabla 4.4.
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CMR
% MEg*

Formulacion %
(fase liquida) (%6p/p)

[D.S]

3,9
PEMA/EMA [01]

4,7
[0.1]

4,8

PEMA/EMA/EgMA [03]

4,9
[0.5]

55
[0,6]

5,9

PEMA/EMA/EEgMA [07]

53
[0.8]

Tabla 4.4 Contenido medio (n = 3) de mondmero residual (CMR) después del
almacenamiento de las muestras en aire durante 7 dias a 37 °C. * % MEg = Monomero
derivado de eugenol, EQMA o EEgMA presente en la fase liquida. [D.S.] = Desviacion

estandar.

Los valores obtenidos se encuentran dentro del intervalo normal recogido en la
bibliografia'’ presentando un ligero aumento en la cantidad de monémero residual
cuando las formulaciones incluyen mondémeros derivados de eugenol comparado con la

que no presenta.

4.1.3.3.- PROPIEDADES MECANICAS DE LOS CEMENTOS ACRILICOS
DERIVADOS DE EUGENOL.

Las propiedades mecénicas de las formulaciones autocurables derivadas de
eugenol se evalian mediante ensayos estaticos de traccion, compresion y flexion a tres y
cuatro puntos. Los ensayos de compresion y flexion a cuatro puntos se determinan

siguiendo la norma de cementos 6seos 1SO 58332 sobre las formulaciones basadas en
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poli(metacrilato de etilo)/metacrilato de etilo. Debido a la naturaleza fragil de los
cementos de base acrilica resulta de interés llevar a cabo también el ensayo de traccion,

a pesar de que no se contempla en esta norma.

Por otra parte el ensayo de flexion a cuatro puntos se realiza siguiendo las
especificaciones de la norma de cementos dentales 1SO 4049™ sobre formulaciones
basadas en poli(metacrilato de metilo)/metacrilato de metilo. Para ello se utilizan las

particulas de PMMA suministradas por Plexigum® descritas en la tabla 1.1.

La tabla 4.5 recoge los valores de resistencia a la compresion (oc) y médulo de
Young (Ec), obtenidos para los cementos basados en PEMA. En ellos se observa un
refuerzo de hasta un 8% en resistencia a la compresion para los cementos que
incorporan un 15% de EgMA perdiendo este refuerzo al aumentar la cantidad de
mondmero derivado de eugenol. Para el caso del mondémero EEgMA aunque también se
produce este refuerzo es sensiblemente menor, alcanzando su maximo para un 10% de

monomero EEgMA presente en la fase liquida.

% MEg* Ec[D.S]
(fase liquida) (GPa)

PEMA/EMA 0 0,7[0,1]
10 0,9 [0,03]
PEMA/EMA/EgMA 15 0,81[0,1]
30 0,8[0,1]
10 0,9 [0,1]

Formulacion

PEMA/EMA/EEgMA 15 0,81[0,1]

30 0,8[0,1]

Tabla 4.5 Propiedades mecanicas en compresion de formulaciones basadas en el
sistema PEMA/EMA/MEg. * % MEg = Mondmero derivado de eugenol, EQMA o
EEgMA. [D.S.] = Desviacion estandar ( n = 5).

Los resultados de los ensayos de resistencia a la flexion tanto en tres como en

cuatro puntos para las distintas formulaciones derivadas de eugenol se recogen en la
tabla 4.6.
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% MEg* o [D.S]** | o [D.S]***
(fase liquida) (MPa) (GPa)
0 49 [3] 56 [8]
10 64 [5] 60 [4]
15 56 [6] 67 [1]

30 3316] 45 5]
10 53[9] 78 [6]
15 61 [9] 64 [2]
30 4813] 61 [6]

Tabla 4.6 Propiedades mecéanicas de flexion. * = Monomero derivado de eugenol,
EgMA o EEgMA. ** = Ensayo realizado sobre las formulaciones PMMA/MMA/MEg.
*** = Ensayo realizado sobre las formulaciones PEMA/EMA/MEg. [D.S.] =
Desviacion estandar (n = 5).

En este tipo de ensayos, el refuerzo conseguido mediante la adicion de los
monomeros derivados de eugenol es sensiblemente superior en ambos casos alcanzando
niveles de refuerzo del 30% y del 24% con la adicién de los monémeros EQMA y
EEgMA respectivamente, frente a la flexion a tres puntos. Los ensayos de resistencia a
la flexion en cuatro puntos muestran un refuerzo maximo del 20% para el monémero
EgMA vy del 39% para el mondmero EEgMA. En todos los casos, tras alcanzar los
niveles maximos de refuerzo la adicion de una mayor cantidad de monémero derivado

de eugenol conlleva una pérdida gradual de los niveles de refuerzo.

Las probetas sometidas a los ensayos de flexion a cuatro puntos se estudian
mediante Microscopia Electronica de Barrido Ambiental. Las micrografias obtenidas
(figuras 4.7, 4.8, 4.9 y 4.10) muestran la presencia de una matriz polimérica (zonas
oscuras) formada durante el curado, sobre la que se distribuyen las particulas y
agregados de BaSQ,, asi como las particulas esféricas prepolimerizadas de PEMA y/o
PMMA en cada caso. Este modelo de estructura para cementos acrilicos es consistente
con los descritos en trabajos anteriores.** Es observable también la presencia de huecos
y poros distribuidos aleatoriamente en el interior de la masa polimérica que acttan
como puntos de propagacion de las microgrietas.™ Por otro lado se observa la presencia

de mayor cantidad de particulas prepolimerizadas desprendidas en el cemento
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formulado con PMMA en comparacion con el de PEMA 'y en éste a su vez, la cantidad
es mayor en comparacion con los que contienen derivados de eugenol, lo que sugiere
una mayor adhesién entre la matriz y las particulas™® en los cementos formulados con
los derivados de eugenol, sobre los cuales en el proceso de formacion del frente de
rotura, las particulas de PEMA se quedan adheridas a la matriz polimérica.

0.9 Tor

wp

Figura 4.7 Micrografias de las superficies de fractura tomadas de las probetas
sometidas al ensayo de resistencia a flexion en cuatro puntos de los cementos
formulados basados en PMMA/MMA. Se observa la presencia de particulas esféricas
de PMMA (A), asi como la presencia de micro y macroporos (B), formacion de
microgrietas (C) y presencia de agregados de BaSO,4 en el interior de la matriz de
polimero PMMA (D).

Figura 4.8 Micrografias de las superficies de fractura tomadas de las probetas
sometidas al ensayo de resistencia a flexion en cuatro puntos de los cementos
formulados basados en PEMA/EMA. Se observa la presencia de particulas esféricas de
PEMA (A), asi como la presencia de micro y macroporos (B), formacién de
microgrietas (C) y presencia de agregados de BaSO4 en el interior de la matriz de
polimero PEMA (D).
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Figura 4.9 Micrografias de las superficies de fractura tomadas de las probetas
sometidas al ensayo de resistencia a flexion en cuatro puntos de los distintos cementos
basados en PEMA/EMA/EgMA. Se observa la presencia de particulas esféricas de
PEMA (A), asi como la presencia de micro y macroporos (B), formacion de
microgrietas (C) y presencia de agregados de BaSO4 en el interior de la matriz de
copolimero p(EMA-co-EgMA) (D).
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Figura 4.10 Micrografias de las superficies de fractura tomadas de las probetas
sometidas al ensayo de resistencia a flexion en cuatro puntos de los distintos cementos
basados en PEMA/EMA/EEgMA.. Se observa la presencia de particulas esféricas de
PEMA (A), asi como la presencia de micro y macroporos (B), formacion de
microgrietas (C) y presencia de agregados de BaSO, en el interior de la matriz de
copolimero p(EMA-co-EEgMA) (D).
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Como se recoge en la parte experimental, los ensayos de resistencia a la traccion
(o) solo se realizan sobre las formulaciones basadas en el sistema PEMA/EMA/EgMA
cuyos resultados se muestran en la tabla 4.7. En este tipo de ensayo se observa una
mejora en la respuesta de las formulaciones que presentan los derivados de eugenol
llegando a niveles de refuerzo del 42% de resistencia a la traccion para los cementos
formulados con un 10% de EgMA en la fase liquida. Estos niveles de refuerzo aunque
menores, se mantienen un 10% por encima de los cementos formulados sin este

mondmero tras el almacenamiento en SBF durante 6 semanas.

24 h 6 semanas

% EgMA
(fase liquida)

Carga
Maxima
(kN)
[D.S.]

oT (MPa)
[D.S]

Carga
Maxima
(kN)
[D.S]

oT (M Pa)
[D.S]

0

0,28
[0,02]

20,7
[1.0]

0,33
[0,05]

24,5
[3.0]

10

0,40
[0,04]

294
[1.9]

0,37
[0,07]

26,9
[1.9]

15

0,36
[0,05]

2538
[3.2]

0,36
[0,06]

26,8
[2,7]

30

0,39
[0,06]

23,7
[11,1]

0,38
[0,08]

25,5
[4.9]

Tabla 4.7 Propiedades mecénicas en traccion de los cementos formulados con EgMA.

[D.S.] = Desviacion estandar (n = 5).

4.1.3.4.- PROPIEDADES TERMICAS DE LOS CEMENTOS ACRILICOS
DERIVADOS DE EUGENOL.

Las propiedades térmicas de los cementos acrilicos formulados con los
derivados de eugenol PEMA; Eg10; Egl5; Eg30; EEg10; EEg15 y EEQ30 se estudian
mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Analisis Termogravimétrico
(TGA).

Como se ha discutido en el capitulo anterior, la incorporacion de los monémeros
EgMA y EEgMA en polimeros metacrilicos conlleva un cambio en la flexibilidad de las
cadenas poliméricas. Por otro lado la reaccion de copolimerizacion de estos monomeros

produce una restriccion en su movilidad debido al entrecruzamiento que se produce
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durante el curado de los mismos. La contribucion de ambos efectos sobre los cementos
acrilicos formulados en este trabajo se estudia determinando la temperatura de
transicion vitrea de todos ellos. La figura 4.11 muestra los termogramas registrados en
las mismas condiciones que las utilizadas en el apartado 1.2.1.3 donde se puede
observar que la T4 aumenta gradualmente a medida que se incorpora el monoémero

EgMA y disminuye a medida que el EEgMA se incorpora a los cementos con EMA.

- 0
T __EGR0
Tg = 66°C
- Egl5
S| Tmemesc kg0
8
Tg = 64°C
L | e~ EMA
2
=] = o]
| o TO%88 s EEG10
Tg =62°C EEq15
S
Tg =58 °C
T T e EEG30
———
20 40 60 80 100 120 140 160

Temperatura (°C)

Figura 4.11 Termogramas de DSC de los cementos acrilicos formulados con los
mondmeros EQMA y EEgMA al 10, 15y 30% p/p en la fase liquida.

Por otra parte la estabilidad térmica de los distintos cementos se evalia mediante
Anélisis Termogravimétrico (TGA) en atmoésfera de nitrogeno en las mismas
condiciones que las descritas en el apartado 1.2.1.3 y cuyas curvas de degradacion junto
con sus correspondientes derivadas se muestran en las figuras 4.12 y 4.13. La tabla 4.8
recoge por su parte, la temperatura de velocidad de degradacién maxima (Tmax) Y la
temperatura a la que se produce el 50% de pérdida de peso (Tso%) para los cementos

ensayados en este trabajo.
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Figura 4.12 Curvas de descomposicion y derivada de la pérdida de peso de los

cementos acrilicos formulados con los monémeros EgMA al 10, 15y 30% p/p en la fase

liquida.

% Pérdida de peso

Pérdida de peso
PEMA
—— EEg10

EEg15
—— EEg30

Derivada del peso
PEMA
—— EEgQ10
EEg15
—— EEg30

osad |ap epipiad ©| ap epeauaq

100 200 300 400
Temperatura °C

Figura 4.13 Curvas de descomposicion y derivada de la pérdida de peso de los

cementos acrilicos formulados con los monémeros EEgMA al 10, 15y 30% p/p en la

fase liquida.

En ambos termogramas se aprecian

las cuatro etapas de degradacién

caracteristicas del PEMA'" mientras que en los cementos que incorporan los derivados

de eugenol las dos primeras etapas se atenuan, llegando casi, a desaparecer para los
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cementos formulados con un 30% de monomeros derivados de eugenol en la fase
liquida. Tanto en los cementos formulados con EGMA como los de EEgMA se observa
una mejora de la estabilidad térmica en funcion del contenido de mondmeros derivados
de eugenol, mostrando una mayor resistencia a la degradabilidad para las composiciones

con mayor contenido tanto en EQMA como en EEgMA.

Muestra Tiax (°C)* Tso0 (°C)°
Eg30 403 395
Egl5 405 393
Eg10 400 390
EMA 398 381

EEg10 400 387
EEg15 410 390
EEg30 404 391

Tabla 4.8 Datos de degradacion de cementos formulados con los monémeros EQMA y
EEgMA al 10, 15 y 30% p/p en la fase liquida. a: Temperatura de velocidad de

degradacion maxima. b: Temperatura del 50% de pérdida de peso.

4.1.4.- DISCUSION.

La formulacion de nuevos cementos 6seos dotados de mejores prestaciones para
su aplicabilidad en el campo de la cirugia ortopédica y dental, ha supuesto y continta
siendo un reto en el &mbito cientifico y tecnolégico. En este sentido, la modificacién de
la composicion de las formulaciones de cementos acrilicos en ambas fases ha supuesto
un campo de investigacion que ha dado como resultado el desarrollo de cementos
comerciales con mejores propiedades fisico-quimicas y farmacolégicas.™® Asi, el estudio
realizado en este trabajo muestra los resultados obtenidos en el desarrollo de nuevas
formulaciones en las que han sido modificadas ambas fases y cuyos resultados mejoran
apreciablemente la respuesta fisico-quimica de los cementos comerciales, basados en
formulaciones clasicas de polimetacrilato de metilo, en cuanto a sus propiedades tanto

mecénicas como bioldgicas.
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Una de las modificaciones llevadas a cabo sobre los cementos basados en
PMMA, con mejores resultados obtenidos consiste en el refuerzo de la matriz
polimérica obteniendo materiales con mayor ductilidad y que permitan una mejor
transmision de esfuerzos de la prétesis al hueso.*® La sustitucién de la matriz polimérica
de PMMA por su homologo PEMA permite este tipo de refuerzo generando materiales
con excelentes propiedades mecanicas y menor temperatura de polimerizacion,
reduciendo a su vez el riesgo de necrosis en los tejidos circundantes.’®?! La particulas
de PEMA sintetizadas en este trabajo, se incorporan a las formulaciones de cementos
acrilicos sustituyendo totalmente la fase sélida convencional, ademas tanto el peso
molecular como el tamafio medio obtenido en las particulas de PEMA y su
homogeneidad, proporciona materiales facilmente manejables con un buen grado de
mojabilidad por la fase liquida y que presentan una temperatura de curado por debajo de
los cementos convencionales de PMMA y dentro de los valores limite exigidos por la
norma 1SO 5833.

Estd ampliamente descrito en la bibliografia el caracter antioxidante que
presenta el eugenol.?? Sin embargo, como se ha descrito en capitulos anteriores, la
eliminacion del grupo fenolico de su estructura, al introducir el sustituyente metacrilico,
no sélo evita la inhibicién de la reaccion de curado radicalaria, sino que ademas permite
que el eugenol quede incorporado en el seno de la matriz polimérica a través de enlaces
covalentes impidiendo su migracion y pérdida de éste, manteniendo, de este modo, sus

efectos farmacoldgicos en largos periodos de tiempo.

La modificacién de la fase liquida se lleva a cabo mediante la sustitucién del
monomero metacrilico MMA por el EMA, ademas de la adicion de distintas cantidades
de los mondmeros derivados de eugenol EQMA y EEgMA. Las formulaciones
comerciales de cementos 0seos acrilicos presentan una relacién en peso fase solida:fase
liquida (S:L) proxima a 2:1. Dicha relacion puede ser modificada en funcién de la
mayor o menor solubilidad que presente la fase sélida en la fase liquida. Una relacion
S:L excesivamente alta da lugar a una masa donde el sdlido no se dispersa
correctamente en el liquido, lo que provoca una disminucién en las propiedades
mecénicas debido a una falta de homogeneidad entre las particulas de polimero y la
matriz generada durante la reaccion de polimerizacion. La interfaz de estos dos

dominios es precursora de fracturas que daran lugar a la degradacion fisica del material.
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Por otro lado, si el valor de la relacion S:L es demasiado bajo, el cemento fraguado
presenta una mayor cantidad de monomero residual, con el consiguiente efecto
citotoxico asi como un aumento en los pardmetros de curado, temperatura maxima y
tiempo de fraguado. En los cementos acrilicos desarrollados en este trabajo se ha usado
la relacion S:L 2:1 como referencia para poder ser comparados con la mayoria de los

cementos comerciales disponibles.

A través del estudio de la exotermia de la reaccion de curado se obtiene que las
formulaciones que contienen los derivados acrilicos de eugenol presentan valores de la
temperatura maxima alcanzada durante el proceso de fraguado inferiores al presentado
por la formulacion que lleva solo EMA en la fase liquida. Los valores alcanzados estan
comprendidos entre los 67 y los 39 °C sin que afecte con ello significativamente al
tiempo de curado. Esta disminucion de las temperaturas méaximas de curado es atribuida
a la diferencia de pesos moleculares existentes entre los respectivos comonémeros ya
que como la exotermia de la reaccion es dependiente del namero de grupos acrilicos
susceptibles de polimerizar, la adicion de una especie de mayor peso molecular provoca
la generacién de menor cantidad de energia por unidad de masa (kJ-g™*) contribuyendo
de este modo, a disminuir los efectos necroticos derivados de las altas temperaturas

alcanzadas durante el fraguado.

El mondmero residual (EMA + monémero derivado de eugenol) atrapado en la
matriz polimeérica, derivado de la alta viscosidad alcanzada durante el proceso de curado
y posterior vitrificacion del material, se encuentra en el intervalo de los valores
aportados por la literatura (inferiores al 6% p/p). Los bajos contenidos de mondmero sin
reaccionar en el seno de la matriz polimérica demuestran que la adicién de los
monomeros derivados de eugenol a las formulaciones de cementos 6seos no supone una

disminucién en la conversiéon maxima alcanzada.

Los cementos 6seos, cuando se encuentran realizando la funcion de relleno y
fijacion de la protesis articular experimentan cargas estaticas o quasiestaticas tanto en
tension como en compresion. La aparicidn de estas fuerzas en diferentes puntos de una
artoplastia esta provocada por la morfologia y la topologia del hueso. Estas tensiones
pueden suponer puntos de microfracturas y por consiguiente zonas de inicio de fallo en

la cementacion de la prétesis. Una manera de evitar la formacion de estos puntos es la
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introduccién de agentes entrecruzantes en la matriz polimérica aumentando su

.22 Este efecto es observable a

resistencia mecanica sin comprometer el mezclado inicia
la vista de los resultados obtenidos en todos los ensayos de resistencia mecanica
realizados en este trabajo. Estos ensayos muestran un refuerzo de hasta el 8% en los
cementos que incorporan un 15 % del mondémero EgMA en la fase liquida. Este
refuerzo se consigue aunque en menor medida cuando se adiciona el monomero
EEgMA. Estos refuerzos se ponen de manifiesto mas sefialadamente cuando el esfuerzo
se realiza en flexion llegando incluso a superar el 30% para el caso de los cementos
formulados con un 10% EEgMA. Estos niveles de refuerzo se deben a la participacion
de los monomeros derivados de eugenol que generan redes tridimensionales
entrecruzadas y que proporcionan una mayor estabilidad a la matriz polimérica.
Ademas, la difusion inicial de los mondmeros en el interior de las particulas
prepolimerizadas de polimero acrilico provoca que el posterior entrecruzamiento genere
una mejor compatibilizacion y adhesion entre la matriz del cemento y las particulas de
polimero acrilico. Esta compatibilizacion se pone de manifiesto al estudiar la superficie
de fractura de las muestras ensayadas a flexion donde se observa que las formulaciones
que incorporan los monémeros de eugenol presentan menor cantidad de particulas

desprendidas de PEMA prepolimerizado.

Los estudios calorimétricos llevados a cabo sobre las formulaciones portadoras
de los derivados de eugenol muestran la misma tendencia que la observada en los
distintos copolimeros estudiados en el capitulo anterior, donde se observa como la Ty
aumenta con la presencia de EQMA en el copolimero con respecto al PEMA, y

disminuye con el contenido en EEgMA.

Los estudios de degradacion térmica muestran una vez mas, un aumento de la
estabilidad frente a la degradacién para las formulaciones portadoras de los derivados de
eugenol. Este hecho queda patente en todos los sistemas en que estos mondmeros estan
presentes, bien aumentando la temperatura de inicio de degradacién, bien minimizando
el numero de las etapas en las que se produce. En ausencia de los monomeros derivados
de eugenol, el cemento basado en EMA presenta un proceso de degradacién en cuatro
etapas, de manera similar al descrito en los copolimeros (apartados 3.3.4 y 3.4.3),
alrededor de 207, 270, 350 y 430 °C, como consecuencia de los procesos de ruptura de
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cadena por los centros estéricamente mas impedidos, la descomposicion de los finales
de cadena vinilidenos y la escision aleatoria de la cadena respectivamente. Los
cementos portadores de eugenol sin embargo, presentan estas etapas pero de manera
mas atenuada a medida que aumenta el contenido en monémero derivado de eugenol.
Ademas, estos cementos presentan una estabilidad adicional, aumentando en hasta 10 y
14 °C las temperaturas a las que se producen estas degradaciones en los casos de las
formulaciones con un contenido del 30% en EEgMA y EgMA respectivamente,
atribuible a la estabilidad adicional que presentan estos sistemas debido al proceso de
entrecruzamiento, que de manera general produce este tipo de estabilizacién.?* Todos
estos resultados indican nuevamente un marcado caracter antioxidante por parte del
resto eugenilo presente en los distintos cementos presentando actividad como captador
de los radicales libres generados durante el tratamiento térmico a temperaturas
superiores a 250 °C. En este sentido, y al igual que otros materiales ya descritos,? esta
actividad antioxidante puede ser mantenida de una forma similar en los cementos
portadores de estos mondmeros, y actuar frente a la estabilizacion e inhibicién de la
formacion de radicales libres producidos por la descomposicién de compuestos
hidroperdxidos, asociados a procesos inflamatorios en el medio fisiolégico. Este hecho,
unido a la actividad bactericida aportada por los copolimeros derivados de eugenol, que
presumiblemente se mantiene en los cementos, confieren unas propiedades muy
interesantes a los cementos formulados mediante la adicion de estos mondémeros en la

fase liquida.

4.2.- CEMENTOS IONOMEROS DE VIDRIO DERIVADOS DE
EUGENOL.

4.2.1.- INTRODUCCION.

Como ya se ha comentado anteriormente, los cementos de ionémero de vidrio
(CIV, o GIC en sus siglas en inglés) consisten en redes interpenetradas de compuestos
inorgénicos de fluoroaluminosilicato célcico y organicos, de polimeros de &cidos
carboxilicos como el poli(acido acrilico), formando una matriz con particulas de vidrio
embebidas en ellas.®®?"? El curado de un cemento de iondmero de vidrio se produce

principalmente debido a una reaccion de neutralizacion que se inicia al mezclar cada
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una de las fases componentes del cemento, y en la que el acido polialquenoico presente
ataca al vidrio de fluoroaluminosilicato calcico liberando iones metalicos y acido
silicico. Este ataque no es uniforme y se da preferentemente en las zonas ricas en calcio.
Consecuentemente, el curado inicial de los cementos se asocia con la formacion de
poliacrilato calcico produciéndose el curado mas adelante, con la intervencién de los
iones aluminio. La porcion de particulas de vidrio sin reaccionar queda embebida en una
matriz de silice formada durante la liberacion de los cationes desde la superficie de las

particulas.?®

Figura 4.14 Diagrama de la estructura de un cemento de iondmero de vidrio. Las
particulas solidas representan las particulas de vidrio sin reaccionar. Estas se

I** y Ca** liberados desde el

encuentran rodeadas del gel formado por los iones A
vidrio como resultado del ataque del poli(acido acrilico) (PAA). Los iones AI** y Ca®*
forman polisales con los grupos COO" del PAA dando lugar a estructuras

entrecruzadas.

Estos cementos presentan la caracteristica de unirse quimicamente al esmalte y
la dentina durante el proceso de curado. EI mecanismo de esta unidn se cree que puede
ser debido a una reaccion irreversible de los iones de poliacrilato con la superficie de la
hidroxiapatita®® y supone una ventaja Gnica en este tipo de materiales dentales
proporcionandoles un enlace efectivo diente-cemento y cemento-protesis (figura 4.15).
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Figura 4.15 Esquema del mecanismo de adhesién propuesto por Wilson y col, entre la
superficie de la hidroxiapatita y las cadenas de poli(acido acrilico) presente en los

cementos iondmero de vidrio.

En las ultimas décadas se ha llevado a cabo una amplia investigacion destinada a
la mejora de ciertos aspectos de los cementos de iondmero de vidrio. Una de las
modificaciones mas significativas consiste en la adicién de acido tartarico a las
formulaciones consiguiendo con ello mejorar tanto los parametros de curado como las
propiedades mecanicas. En este sentido, se investiga también el efecto que provoca
sobre estas propiedades los cambios de la composicion o la concentracion del poliacido.
El aumento de la resistencia del cemento se consigue de forma mas directa mediante la
incorporacion de vidrios de fases dispersas, rellenos reforzantes (como fibras, metales,
alimina) o resinas. En los CIV modificados para su uso como resinas, también llamados
hibridos de iondmero, parte del poli(acido acrilico) se sustituye por mondmeros
hidréfilos con el fin de promover en el cemento procesos adicionales de curado
mediante la foto o autopolimerizacién de los mondmeros. Esto permite superar las
desventajas asociadas al curado lento tales como sensibilidad a la humedad o baja

resistencia.

Dentro de las investigaciones de los cementos de ionomero de vidrio

convencionales se ha hecho especial énfasis en mejorar la liberacion de iones fluoruro o
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las propiedades mecanicas mediante la alteracion de la composicion del vidrio. En esta
parte del trabajo que se presenta, se describe la sintesis y caracterizacion de un
copolimero de &cido acrilico (AA) y metacrilato de eugenol (EgMA) con el objetivo de
investigar su capacidad para formar un cemento ionémero de vidrio mejorando alguna
de las propiedades de estos materiales al combinarlas con las propiedades bioldgicas

aportadas por los derivados acrilicos de eugenol.

4.2.2.- SINTESIS Y CARACTERIZACION DEL COPOLIMERO DERIVADO
DE ACIDO ACRILICO Y EUGENOL, p(AA-co-EgMA).

La polimerizacién del acido acrilico (AA) y metacrilato de eugenilo (EgMA) se
lleva a cabo de acuerdo con las condiciones del apartado 1.5.2.1, obteniendo tras el
proceso de purificacion un producto blanco amorfo. El espectro de RMN 'H del
copolimero p(AA-co-EgMA) se muestra en la figura 4.16 donde se observan las sefiales

correspondientes a cada unidad monomérica.
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Figura 4.16 Estructura quimica y espectro de RMN *H registrado en DMSO-dg del
copolimero p(AA-co-EgMA).

El espectro confirma que la polimerizacion transcurre a través de los grupos

acrilico y metacrilico de las unidades monoméricas AA y EgMA respectivamente.
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La fraccion molar de cada unidad monomérica en el copolimero se calcula
considerando la sefial de resonancia correspondiente al proton carboxilico (1H; 11,5 -
13,5 ppm) de la unidad AA, y las sefiales asignadas tanto a los protones de los anillos
aromaticos (3H; 6,5 — 7,5 ppm) como de los alilicos (3H; 4,8 — 6,4 ppm) de la unidad
EgMA. Aplicando la ecuacion 1.1, la fraccién molar de EQMA calculada en la cadena
copolimérica es de 0,13. Este hecho indica que las cadenas macromoleculares consisten
principalmente en unidades de &cido acrilico con sus correspondientes protones
carboxilicos disponibles para la participacion en la reaccion acido-base caracteristica en
la formacion de los cementos iondémero de vidrio, con un 13% de unidades eugenilo

laterales.

Con el copolimero p(AA-co-EgMA) se preparan diferentes disoluciones acuosas
y se registran sus espectros de infrarrojo ATR-FTIR para compararlos con el registrado

sobre la fase liquida del cemento comercial GC Fuji IX.
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Figura 4.17 Espectros normalizados de ATR-FTIR de la fase liquida del cemento

comercial GC Fuji IX y de la disolucion de copolimero p(AA-co-EgMA) al 50% en
agua (FL50).
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La figura 4.17 muestra los espectros de la disolucion al 50% en agua de del
copolimero p(AA-co-EgMA), vy de la fase liquida comercial, donde se pueden observar
las bandas mas representativas correspondientes a los distintos grupos funcionales OH
(tension a 3.300 cm™, banda ancha, AA), C=0 (tensién a 1.700 cm™, AA), C=C
(tension arilo, 1.500 cm™), C-O (tensién, 1.230 cm™, AA).

Los pesos moleculares promedio en nimero M y promedio en peso M, del

copolimero p(AA-co-EgMA) se determinan mediante Cromatografia de Exclusion de
Tamafios (SEC) usando un detector de indice de refraccion. Los distintos pesos

moleculares se determinan calculando la media de varios pases a través del sistema

cromatografico obteniendo unos valores de M = 156.000 Da y M, = 138.000 Da

(M, /M =1,1). Se observa un aumento progresivo del peso molecular para los tltimos

ciclos que puede ser debido al bloqueo de los sitios activos de la columna produciendo
por consiguiente una disminucion en la absorcion. Este hecho indica una posible

sobreestimacion de los pesos moleculares determinados.

4.2.3.- FORMULACION Y PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LOS
CEMENTOS IONOMERO DE VIDRIO.

Las distintas formulaciones experimentales de cementos ionémero de vidrio
ensayados en este trabajo (tabla 1.3) se preparan usando como componente liquido las
distintas disoluciones acuosas del copolimero p(AA-co-EgMA) mezclandolas con el

polvo de la fase sélida de la formulacion comercial Fuji IX.
4.2.3.1.- PARAMETROS DE CURADO.

Los distintos cementos iondmeros de vidrio ensayados se preparan mediante
técnicas de mezclado manual convencionales y sus parametros de curado se determinan
mediante un reémetro oscilante tipo Wilson.*! La figura 4.18 muestra los tiempos de
fraguado (ts) y de trabajo (tw) de las formulaciones FL30, FL40 y FL50 con relaciones
solido:liquido 2:1 y 3:1 respectivamente, donde se observan que los tiempos de

fraguado de los cementos experimentales aumentan al aumentar la concentracion de la
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disolucién de la fase liquida. Sin embargo, los distintos tiempos de trabajo se mantienen

dentro del rango de las determinadas para las formulaciones comerciales.

Tiempo (min)

Tiempo (min)

Relacion sélido liquido 2:1

L33 Tiempo de fraguado (t,)
k2271 Tiempo de trabajo (t,)

o t, (GC Fuji IX GP)
--------- t, (GC Fuji IX GP)

25 4 [

§ \ \

s 1 x ”””””” x

10

| —— ”
i\ \ """""" > \
0
FL30 FL40 FL50
lonémeros de vidrio experimentales
.. - P . L3 Tiempo de fraguado (t,)
Relacién sélido liquido 3:1 1773 Tiempo de trabajo (t,)
o4 t, (GC Fuji IX GP)
--------- t,, (GC Fuji IX GP)
25
T I

20 \ \

s Y \ 7777777777 \\ N
104

N7\ o \ """""" NN

0

FL30 FL40 FL50

lonémeros de vidrio experimentales

Figura 4.18 Tiempos de fraguado, de trabajo y desviaciones estandar (n = 6)

determinados a partir de los oscilogramas registrados mediante un reémetro tipo

Wilson, de las formulaciones experimentales FL30, FL40 y FL50 con relaciones

solido:liquido 2:1 (superior) y 3:1 (inferior).
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4.2.3.2.- PROPIEDADES MECANICAS.

La tabla 4.9 recoge los valores medios y sus desviaciones estandar de la
resistencia a la compresion (cc), resistencia a la tension diametral (o1p) Y resistencia a
la flexion (o) obtenidos tras la realizacion de los respectivos ensayos realizados sobre

distintas probetas tras su almacenamiento en agua durante 24 horas y 6 semanas.

24 horas 6 semanas

Oc GT1D OT1D
SOL:LIQ | (MPa) (MPa) (MPa)
[D.S] [D.S] [D.S]
GC FUJI IX 31 165,6 18,2 15,1
GP (comercial) [10] [2,5] [1,2]
136,4* 14,6* 14,0
[6.2] [3.5] [1.3]
135,7* 12,3* 13,9
[14] [2,5] [1,7]

FASE
LIQUIDA

2:1

31

Tabla 4.9 Valores medios de la resistencia a la compresion (oc), tension diametral
(orp) Y resistencia a la flexion (og), junto con sus desviaciones estandar [D.S.] (n = 6)
obtenidos para los distintos cementos ionémeros de vidrio ensayados tras su
almacenamiento en agua tras 24 horas y 6 semanas. * Diferencias significativas con

respecto al cemento comercial GC Fuji IX GP (p <0,5).

Los cementos FL40 y FL50 presentan valores de resistencia a la compresion por
encima de los 130 MPa requeridos por la norma ISO 9917% incluso tras 6 semanas de
almacenamiento en agua, a pesar de ser significativamente inferiores a los obtenidos
para la formulacion comercial Fuji 1X. La resistencia a la tension diametral de los
cementos experimentales FL40 y FL50 presenta por su parte valores inferiores, aunque
no estadisticamente significativos, a los observados para el cemento comercial. Es en la
resistencia a la flexion donde se consigue un refuerzo estadisticamente significativo con
respecto a la formulacion comercial, que se mantiene tras 24 horas y 6 semanas de

almacenamiento en agua.
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4.2.3.3.- ESTUDIO DE ABSORCION DE AGUA.

El estudio de la capacidad de absorcion de agua (H) de los distintos cementos
ionémero de vidrio ensayados se realiza registrando el grado de hidratacion de distintas
probetas a diferentes periodos de tiempo durante un total de 5 semanas, segun el
procedimiento descrito en la seccion experimental, y cuyos resultados se recogen en la
figura 4.19.

< GC Fuji IX GP

—&— FL50
3,0 - —O— FL40
O
O
S
©
35
()]
@®© ] ] ] ]
(]
©
c
©
o
o
1]
Qo
<
0,5 4
0,0 H
T+ T '+ T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (dias)

Figura 4.19 Absorcion de agua de los distintos cementos iondmero de vidrio ensayados
en funcion del tiempo.

Como se observa en la figura 4.19, el equilibrio se alcanza tras 6 dias de
inmersion, tras los cuales la cantidad de agua absorbida se puede considerar constante.
A este tiempo el cemento comercial Fuji 1X muestra un comportamiento similar al
observado para el cemento experimental FL40 con valores de absorcion de agua del 2,4
y 2,7% respectivamente. Estos valores son muy superiores a los alcanzados para la
formulacion FL50 (H = 1,7%). La hidratacion de los distintos cementos ensayados en
funcion del tiempo se puede considerar lineal hasta el 60% de hidratacion. La tabla 4.10

recoge los valores del grado de hidratacion alcanzado tras el equilibrio y la
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disgregacion, asi como las pendientes registradas de las curvas de hidratacion

normalizadas (figura 4.20) en las primeras etapas de la hidratacion.

1,0 oo
/'// O 8 a
o g
g o o X
0,8 g o X
0,6 1
g X GC Fuji IX——
E O FL40 -
- 047 O  FL50
0,2 1
0,0
T T T T T T T
30 40 50 60
tl/2 Sl/Z

Figura 4.20 Curvas de absorcion normalizadas de los distintos cementos iondémero de

vidrio ensayados.

FORMULACION CIV
ENSAYADA

GC Fuji IX GP GC Fuji IX GP
Liquido Polvo

GC Fuji IX GP

FL40

Polvo

GC Fuji IXGP
Polvo

Tabla 4.10 Porcentajes de absorcion de agua en el equilibrio (H), disgregacion (D)
media y pendientes calculadas (s) a partir de las curvas reducidas de hidratacion del
cemento comercial Fuji 1X y de los cementos experimentales FL40 y FL50. [D.S.] =

Desviacion estandar (n = 3).
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4.2.3.4.- LIBERACION DE FLUORURO Y pH SUPERFICIAL.

Todos los cementos ensayados muestran un comportamiento similar en la
liberacion de iones fluoruro. La figura 4.21 muestra este comportamiento, donde se
puede observar una fuerte liberacion inicial en los dos primeros dias, tras lo cual la
velocidad de liberacion disminuye hasta alcanzar un valor asint6tico en el equilibrio tras

la primera semana de estudio.

0.24 - —*— GC Fuji IXGP
- —&— FL50
0.21 4 —O— FL40

ng F/mg
©
S
1

Figura 4.21 Liberacién de fluoruro registrada para los distintos cementos ionémeros

de vidrio tras 12 dias de ensayo.

Los valores de pH superficial medido sobre cada uno de los cementos ensayados
muestran un valor relativamente constante en el transcurso de los 12 dias de ensayo. En
la figura 4.22 se puede observar como los valores de pH superficial registrados para los
cementos experimentales FL40 y FL50 son significativamente superiores a los

registrados para el cemento comercial Fuji IX.
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73 7777 GC Fuiji IX
. FL50
724 KX FLAO

pH
o
o

1

Figura 4.22 Valores medios del pH superficial y sus desviaciones estandar (n = 3)
registrados en funcion del tiempo para el cemento comercial Fuji IX y los cementos
experimentales FL40 y FL50. * = Diferencias significativas con respecto al cemento
comercial GC Fuji IX GP (p<0,5).

4.2.3.5.- CARACTERIZACION TOPOLOGICA.

La figura 4.23 muestra las micrografias de las superficies de fractura, obtenidas
mediante Microscopia Electronica de Barrido Ambiental, de los cementos Fuji 1X, FL40
y FL50 en las que se observan pequefias diferencias entre ellas. Las particulas de vidrio
de la matriz pueden distinguirse por la presencia de bordes angulares mas luminosos en

el interior de la matriz formada por la reaccién acido-base.
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Figura 4.23 Micrografias de las superficies de fractura de las probetas sometidas a los
ensayos de resistencia a la compresién (superior) y tension diametral (inferior) para
los cementos Fuji IX (a), FL40 (b) y FL50 (c).

4.2.4.- DISCUSION.

Los cementos iondmeros de vidrio disponibles en la actualidad han ayudado a
solventar con éxito numerosas demandas en el campo de la odontologia tales como la
adhesion del implante al tejido dental y durabilidad, acompafiado de una estética muy
satisfactoria. Por otra parte, la liberacién de fluoruro que se da en este tipo de materiales
ha sido ampliamente documentada, dotandolos de una capacidad anticariogénica
afectando al metabolismo de las bacterias promotoras de procesos formadores de caries.
Sin embargo, la reduccién de la formacion de caries secundarias como resultado directo
de esta liberacion por parte de los CIV tiene todavia que ser probada mediante estudios
clinicos.®® En este trabajo se describe el desarrollo de nuevas formulaciones ionémero
de vidrio sobre las que se introduce la molécula de eugenol, la cual contribuye a mejorar
las propiedades terapéuticas de estos cementos. Ya se han comentado las propiedades

farmacoldgicas de la molécula de eugenol®**

cuya incorporacion sobre las nuevas
formulaciones de cementos iondmero de vidrio pueden aumentar su capacidad
bacteriostatica, analgésica y antiinflamatoria sin detrimento de las principales

propiedades tanto quimico-fisicas, como bioldgicas. El resto eugenilo presente en los
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cementos experimentales se presenta unido quimicamente a las cadenas poliméricas
formadoras de la matriz, sin que presente los efectos inhibitorios caracteristicos de los
derivados fendlicos y siendo por tanto estos cementos compatibles con la
polimerizacién posterior de otros resinas dentales.®® El andlisis mediante Resonancia
Magnética Nuclear confirma la unidn covalente de los restos eugenilo con la cadena
polimérica a través del grupo éster siendo por tanto susceptibles de ser hidrolizados,
provocando la liberacion al medio de moléculas de eugenol en cantidades por debajo de
los limites citotdxicos.>” Como se ha documentado anteriormente, en este trabajo los
derivados metacrilicos de eugenol dan lugar a materiales entrecruzados debido a la
participacion de los dobles enlaces alilicos en la reaccion de polimerizacion. Sin
embargo, bajo las condiciones experimentales descritas para la copolimerizacion con
acido acrilico, estos grupos alilicos no participan, permaneciendo disponibles para
posteriores reacciones de entrecruzamiento que pueden ser inducidas por ejemplo,
mediante activacion radiativa, promoviendo asi una estabilizacion estructural afiadida y
generando ademas una interfaz continua y homogénea con otros materiales de

restauracién dental.

Los resultados expuestos en este trabajo muestran que los cementos
experimentales FL40 3:1 y FL50 2:1 presentan parametros de curado acordes con la
normativa y muy similares a los registrados para otros cementos comerciales. La
primera etapa de la reaccion de curado corresponde al periodo de endurecimiento y
transcurre en los 15 minutos primeros, trascurrido este tiempo se dan una serie de
reacciones mas complicadas en las que se produce el curado propiamente dicho. Los
procesos que ocurren en estos primeros momentos del curado son muy sensibles a la
hidratacion del sistema mientras que las Ultimas etapas son mas susceptibles a los
procesos de deshidratacion, comprometiendo ambos procesos las propiedades finales y
el potencial de los cementos ionémero de vidrio formados.® En este sentido, la
modificacion de la matriz polimérica mediante la inclusion de unidades hidréfobas
derivadas de eugenol afecta por tanto a ambos procesos de hidratacion y deshidratacion.
Ademas, la modificacion tanto en el peso molecular como en la composicién de dicha
matriz incide claramente en los parametros de curado del sistema. De este modo los
cementos formulados con el copolimero derivado de eugenol experimentan una
reactividad méas lenta con las particulas basicas de vidrio, debido al menor nimero de

unidades de acido acrilico presentes en las cadenas poliméricas. Es interesante destacar
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sin embargo, como a pesar del alto peso molecular determinado para el copolimero
p(AA-co-EgMA), los tiempos de curado son ligeramente superiores a los medidos para
las formulaciones comerciales. Este hecho implica que los polimeros de alto peso
molecular puedan también utilizarse sin que esto suponga una alteracion drastica en los

parametros de curado tal y como recogen otros autores.*

Tanto la concentracion del copolimero como la viscosidad final de la fase
liquida influyen también en la velocidad de la reaccion, requiriendo a la hora de su
formulacién un balance 6ptimo en el ajuste de ambas propiedades. En general, mayores
concentraciones de polimero acrilico proporcionan cementos mas resistentes pero
debido a su mayor viscosidad presentan menor tiempo de trabajo y son mas dificilmente
manejables en el mezclado manual, tal y como se ha observado en los resultados

obtenidos con los cementos experimentales derivados de eugenol.

Las curvas normalizadas de hidratacion muestran una tendencia lineal en las
primeras etapas de la reaccion. Las pendientes de estas rectas asi como el grado de
hidratacion en el equilibrio indican que el agua se absorbe mas rapidamente y en
mayores cantidades en los cementos comerciales que en los experimentales FL40 y
FL50 respectivamente, produciendo asi el agua absorbida un mayor efecto plastificante
en este orden, en el interior de la estructura polimérica.*° Por otra parte el resto eugenilo
aumenta la fraccion de volumen libre alrededor de las macromoléculas proporcionando
materiales mas flexibles.** Este balance entre la flexibilidad de la cadena polimérica y
su capacidad de absorcidn de agua hace de los cementos experimentales unos materiales
con mayor resistencia a la flexion manteniendo el resto de propiedades mecanicas por
encima de los valores exigidos por la norma. Por otro lado, las menor cantidad de agua
absorbida por estos materiales provocara menores niveles de contraccion volumétrica de
la red** y por consiguiente menor riesgo de fallo para los cementos experimentales

iondémero de vidrio derivados de eugenol.

La incorporacion de las unidades portadoras de eugenol en la secuencia de
unidades del copolimero p(AA-co-EgMA) conlleva como se ha comentado, una
disminucion en el nimero de grupos —COOH presentes en la matriz que son
responsables de la retencion de los iones fluoruro. La liberacion de este ion estd

controlada por la hidratacion de la matriz, el pH de los lixiviados y la cantidad de
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grupos -COOH presentes en la matriz. Debido a esta complejidad en el nimero de
variables, es muy dificil hacer una comparacion directa de los valores de iones F
liberados por parte de los cementos ensayados. A pesar de ello, los resultados obtenidos
en estos estudios muestran una tendencia muy similar en la liberacion de este ion para
los cementos experimentales con cantidades de ion liberado ligeramente superiores a los
observados para el cemento control Fuji IX confiriéndoles un mayor efecto
anticariogénico.”® La liberacion de iones F~ al medio junto con la presencia de las
unidades inmovilizadas derivadas de eugenol, suponen un aumento en las propiedades

bacteriostéticas globales de este tipo de cementos.

Los valores de pH superficial de los cementos experimentales muestran valores
superiores a los registrados para el control Fuji IX en todo el periodo de evaluacion,
debido nuevamente al menor nimero de grupos -COOH presentes en el copolimero y
que son neutralizados en los primeros dias del curado provocando un incremento
gradual del pH a lo largo del tiempo. Este incremento del pH es mas evidente para el
control Fuji IX, mientras que los registrados para los cementos experimentales
permanecen aproximadamente constantes. Los mayores valores de pH resultan menos

agresivos y por tanto inducen menores niveles de irritacion de la pulpa.

Las micrografias obtenidas sobre las superficies de fractura de los distintos
materiales muestran la presencia de particulas de vidrio claramente distinguibles por la
presencia de bordes angulares mas luminosos. Estas particulas, parcialmente degradadas
como consecuencia de la reaccion acido-base, se encuentran embebidas en una matriz
polimérica de polialquenoatos de calcio y aluminio y cubiertas por una capa de gel de
silice formada en los margenes de la particula. Este modelo de estructura para cementos

de ionémero de vidrio es consistente con el propuesto por Hatton y Brook.***°
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I11. RESUMEN GENERAL Y CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se ha abordado la preparacion de materiales con
aplicabilidad en el campo de la cirugia dental y ortopédica con mayor funcionalidad que
las formulaciones tradicionales. Por un lado se han desarrollado formulaciones
autocurables de cementos 0seos y dentales basados en poli(metacrilato de etilo) o de
metilo, que incorporan los nuevos mondémeros derivados de eugenol, introduciendo asi
nuevas propiedades terapéuticas a dichos sistemas y evitando el caracter inhibitorio de
la molécula de eugenol frente a reacciones de polimerizacién radical. Por otra parte se
han desarrollado nuevos sistemas portadores de eugenol como cementos ionémeros de
vidrio. La preparacion de estos sistemas se ha llevado siguiendo un esquema de trabajo
que incluye la sintesis y caracterizacion de los sistemas portadores de eugenol, la
evaluacion de su biocompatibilidad y actividad frente a cultivos celulares humanos y
distintos microorganismos patoldgicos, y la preparacion de distintas formulaciones
autocurables para su posterior evaluacion como componentes de cementos 0seos

acrilicos, resinas dentales y cementos iondmero de vidrio.

Se han sintetizado dos nuevos mondmeros derivados de eugenol mediante la
incorporacion de un grupo polimerizable acrilico que se une directamente (EgMA) o
mediante un espaciador de cadena (EEgMA) a la molécula de eugenol a traves de la
funcionalidad fenolica sin que se modifique el resto de grupos funcionales presentes. La
estructura quimica de estos nuevos mondmeros se ve confirmada mediante su
caracterizacion con diferentes técnicas espectroscopicas y térmicas. La evaluacion de la
citotoxicidad de ambos mondmeros sobre cultivos celulares muestra niveles de
mortalidad comparables a los observados para el eugenol. Ademas, se ha probado la
actividad bactericida de estos mondmeros frente a microorganismos pat6genos
demostrando el papel de los grupos para-alil-metoxi como inhibidores del desarrollo
bacteriano, mostrando una mayor actividad el monémero que incorpora el grupo

espaciador oxietilénico, siendo incluso mayor que la del propio eugenol.
Se han sintetizado los polimeros derivados de eugenol PEgMA y PEEgMA,

mediante polimerizacion radical y se han copolimerizado los nuevos monomeros con

otros monomeros acrilicos para la obtencion de sistemas tanto solubles como
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entrecruzados. La determinacion de las relaciones de reactividad de estos monomeros
frente al metacrilato de etilo indican la formacién de copolimeros con una distribucion
de secuencias monoméricas estadistica a lo largo de la cadena macromolecular,

enriquecidas en unidades derivadas de eugenol EQMA y EEgMA respectivamente.

La extension de la reaccion a altas conversiones tanto en masa como en
disolucién, conlleva la formacion de sistemas entrecruzados mediante la participacién
de los dobles enlaces alilicos en etapas avanzadas del proceso de polimerizacion,
proporcionando estructuras macromoleculares con grupos eugenilo laterales,
responsables de la actividad terapéutica y que forman redes tridimensionales mediante
la unién de las macrocadenas a traves de una pequefia porcion de los dobles enlaces
alilicos. Esta estructura se confirma mediante la caracterizacion fisico-quimica de los
distintos polimeros mostrando la presencia de las unidades laterales derivadas de
eugenol que confieren al material propiedades antioxidantes y estabilizadoras
adicionales, tanto térmica como estructuralmente. La evaluacion de la
biocompatibilidad de estos homopolimeros y copolimeros derivados de eugenol frente a
cultivos celulares de fibroblastos humanos muestra niveles de citotoxicidad muy bajos y
comparables con otros polimeros de baja toxicidad como el poliestireno o el
poli(metacrilato de etilo), empleados como controles negativos en este tipo de ensayos.
Por otra parte, la evaluacién de la capacidad bacteriostatica de estos copolimeros
muestra la permanencia de la actividad bacteriostética de los grupos eugenilo anclados
lateralmente a las cadenas poliméricas. Los polimeros que presentan mayores niveles de
inhibicién son los que incorporan la funcion eugenilo unida a través del grupo
espaciador que le permite mayor movilidad y por tanto mayor grado de interaccién con

los microorganismos.

Se han preparado formulaciones autocurables que incorporan los derivados
acrilicos de eugenol en su estructura proporcionandoles importantes mejoras en cuanto a
la estabilidad dimensional aumentando tanto su resistencia mecénica, como su

resistencia a la degradabilidad frente a procesos oxidativos.

Como conclusiones de este trabajo cabe destacar:
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1. La sustitucion de la funcionalidad fendlica de la molécula de eugenol por otras
derivadas de ester o, insaturada, evita el caracter inhibitorio de éste frente a
procesos de polimerizacion radical. Estos monOomeros ademas mantienen
inalteradas la estructura 2-metoxi, 4-alilo responsable de buena parte de la
actividad terapéutica de estas moléculas, mostrando niveles comparables de
citotoxicidad a la vez que una capacidad inhibitoria de la proliferacion

bacteriana.

2. La polimerizacion de estos monémeros proporciona polimeros solubles a baja

conversion mientras que a alta conversion da lugar a polimeros entrecruzados.

3. La copolimerizacion de los sistemas p(EMA-co-EgMA) y p(EMA-co-EEgMA)
presenta una distribucion estadistica de secuencias monomeéricas a lo largo de las
cadenas macromoleculares enriquecidas en unidades derivadas de eugenol,

EgMA y EEgMA respectivamente.

4. La copolimerizacion de los monémeros EGMA y EEgMA en masa a alta
conversion, da lugar a estructuras entrecruzadas cuyo grado de entrecruzamiento
y peso molecular entre nudos se modula en funcion de la cantidad de

comondmero presente en el sistema.

5. Los estudios del comportamiento in vitro de los copolimeros derivados de
eugenol muestran la incidencia que tiene la presencia del grupo oxietilénico en
la estructura de los copolimeros, aumentando la hidrofobicidad a medida que se
introduce el mondémero EgMA pero disminuyendo a medida que lo hace el
mondmero EEgMA en el copolimero

6. Los estudios de degradacion térmica muestran una estabilizacion clara frente a la

degradacion por procesos oxidativos en los copolimeros derivados de eugenol.

7. Los cultivos celulares con fibroblastos humanos realizados sobre los distintos
copolimeros, revelan un bajo grado de citotoxicidad para los sistemas portadores
de eugenol, ademas de una buena adhesién de los fibroblastos sobre las

superficies de los distintos copolimeros, convirtiéndolos en buenos candidatos
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para el desarrollo de nuevos cementos 6seos y dentales, dotados de mayor

funcionalidad que los existentes comerciales.

Los estudios realizados con microorganismos patdgenos sobre los distintos
copolimeros, indican la presencia de actividad bacteriostatica frente al desarrollo
de colonias sobre substratos en contacto con el propio material, siendo mas

intensos en los sistemas derivados del monémero EEgMA.

La obtencién de poli(metacrilato de etilo) mediante polimerizacion radical en
suspension del mondémero EMA en presencia de PVA, bajo condiciones
controladas de temperatura y velocidad de agitacion produce particulas esféricas
de PEMA de tamafio y distribucion de tamafios uniforme. Estas particulas
pueden ser introducidas como componentes de la fase sélida en formulaciones

autocurables basadas en resinas de PEMA.

La introduccion de los mondémeros derivados de eugenol en dichas
formulaciones da como resultado la obtencion de materiales vitreos, que al
fraguar originan un menor riesgo de necrosis en los tejidos adyacentes y
muestran niveles de resistencia mecanica significativamente superiores a las
formulaciones clasicas, indicando una mayor estabilidad estructural frente a las
tensiones producidas sobre el cemento. Ademas, estos cementos presentan
propiedades bactericidas asi como antioxidantes, que les confieren unas

propiedades terapéuticas adicionales frente a las formulaciones clasicas.

Se ha comprobado la formacién de cementos dentales de ionémero de vidrio a
partir de formulaciones comerciales modificadas con copolimeros portadores de
unidades de acido acrilico y de EQMA. Estos cementos proporcionan una mejora
en los valores de pH y de liberacion de fluoruro con respecto al cemento
comercial. Estos resultados son beneficiosos porque permite reducir la
sensibilidad pulpal postoperatoria y prevenir la aparicion de caries secundarias
mediante la liberaciéon de fluoruro, manteniéndose esta actividad en el tiempo
como consecuencia de la presencia de los grupos eugenilo presentes en la

estructura de los cementos.
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