UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ingenieria

1966

AVAISYTAINA
GUATEMALA

DEL, yALLE D¥

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Sintesis y caracterizacién de hidrogel a base de quitina y
6xido de silicio para futura
implementacién en regeneracion 6sea.

Trabajo de graduacion presentado por Sussan Maria Campos Enriquez
para optar al grado académico de Licenciada en Ingenieria Biomédica

Guatemala,

2024






UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ingenieria

1966

AVAISYTAINA
GUATEMALA

DEL, yALLE D¥

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Sintesis y caracterizacién de hidrogel a base de quitina y
6xido de silicio para futura
implementacién en regeneracion 6sea.

Trabajo de graduacion presentado por Sussan Maria Campos Enriquez
para optar al grado académico de Licenciada en Ingenieria Biomédica

Guatemala,

2024



Vo.Bo.:

( ﬂ/« ’@;

N{ﬂmndrés Leal

Tribunal Examinador:

7

i

(f)

M. S&Tosé Andrés Leal

R

(f) =

Dra. Ménica Echeverry

/

~

(f)

Dra. Andrea del Valle

Fecha de aprobacién: Guatemala, 13 de enero de 2024


Mobile User


Prefacio

Quiero expresar mi agradecimiento a quienes me han apoyado a lo largo de mi carrera
universitaria y en la culminacién de este trabajo de graduacién. Primero agradecer a Dios
y a la Virgencita, por guiarme en el desarrollo de esta tesis, iluminar mi camino, brindarme
perseverancia y fuerza para superar los obstéculos que significaron nuevos retos. Agradezco
sus bendiciones, oportunidades y reconozco que nada de este trabajo de graduacién habria
sido posible sin su presencia en mi vida.

A mis padres, les agradezco de todo corazéon su amor incondicional, sacrificio y apoyo
moral, sin ellos y sin su inspiracion no habria sido capaz de llegar tan lejos, estoy eternamente
agradecida por todo lo que han hecho por mi. A mis hermanos, les agradezco estar a mi
lado, su apoyo y lo que hemos logrado juntos, su presencia es un verdadero tesoro en mi
vida. A mis abuelos, tanto a los que ya no estédn entre nosotros como a los que ain disfruto
su compaiia, quiero rendirles homenaje, sus consejos y experiencias han sido mi motivacién
para ayudar a los adultos mayores de mi pais, con este trabajo de graduaciéon. A mi novio,
que me inspira a ser mejor persona, y a superarme, un ejemplo de paciencia por amor. A
mis amigos, por apoyarme y ayudarme en los momentos dificiles de la carrera.

Agradezco a mi asesor, MSc. José Andrés Leal, por su profesionalismo, conocimientos
y experiencia, dando seguimiento incondicional y ser parte fundamental para el logro de
esta tesis. A mi segunda asesora, MSc. Moénica Echeverry, por contagiarme su interés y
vocaciéon por el mundo de la ingenieria de tejidos y contribuir a la realizacién de un buen
trabajo. A MSc. Carlos Esquit, Director del Departamento de Ingenieria Biomédica, por su
comprension, apoyo financiero e involucramiento en el desarrollo de esta tesis

A los departamentos de: Ingenieria Quimica y Quimica, especialmente a la Licda. Irma
Orellana y al Ing. Gamaliel Zambrano, por el apoyo con reactivos; Microbiologia, por el
acceso a laboratorios, equipo y materiales necesarios durante el desarrollo de este trabajo,
especial agradecimiento a la Licda. Cristha Contreras; e Ingenieria en Alimentos, por el
equipo de prueba mecanica, especialmente a Licda. Ana Silvia Colmenares.

Agradezco al Centro de Investigacion y Desarrollo de Corporacién Cementos Progreso y
su equipo de especialistas, por haber contribuido con su conocimiento y experiencia en la
toma de imagenes de microscopio de barrido.

111



Finalmente, a mi casa de estudios, Universidad del Valle de Guatemala por la excelencia
académica, su proyeccion en la bisqueda de soluciones a los retos de nuestra sociedad y
principalmente por la satisfaccion de estar preparada para el campo laboral con una base
solida de conocimientos, habilidades, experiencia y ética profesional.

v



Indice

[Prefaciol v
[Lista de figuras| VIII
[Lista de cuadros| X
[Resumenl X
[Abstract] X1
(1. Introduccion| 1
2. Antecedentes| 2
B Justificacian 4
4. Objetivos 7
[6._Alcancel 8
6. Marco tedricol 9
6.1. Tejido 0seo:| . . . . . . L 9
[6.1.1. Composicion y fisiologia: | . . . . . . . . ... ... 9

[6.1.2. Propiedades mecanicas: | . . . . . . . . ... 11

[6.1.3. Patologias: | . . . . . . .. .. 13

[6.2. Ingenieria de tejidos:| . . . . . . . . . 13
6.21. Definicién:| . . . . . . . . .o 13

[6.2.2. Andamios celulares:1 . . . . . . ... .. Lo oo 14

6.23. Celulas:|. . . . . . . . e 15

6.2.4. Factores de crecimiento: 1. . . . . . . . . ... ... L. 16

[6.3. Hidrogeles en la ingenieria de tejidos:|. . . . . . . ... .. ... ... ..... 16
6.3.1. Definicién: | . . . . . . . . . 16

16.3.2.  Propiedades quimicas vy fisicas: | . . . . . . . . . .. ... ... ... .. 17

6.3.3. Tipos de hidrogel: | . . . . . . .. ... ... 17




[6.3.4.  Aplicaciones de los hidrogeles: | . . . . . ... ... ... ... ... 18

6.4. Quitina: |. . . . . . .. 19
6.5. Agar:| . . . .. 20
6.5.1. Mecanica:l. . . . . . . .. 20

16.5.2. Biocompatibilidad: | . . . . .. .. ... 21

6.6. Biowidrio:|. . . . . . . 21
6.6.1. Definicion: | . . . . . . . .. .. 21

16.6.2.  Propiedades fisicas, quimicas y mecanicas: | . . . . . . . . . . .. ... 22

6.6.3. Usos del biovidrio: | . . . . . . . . . . . 23

[6.7. Pruebas de compresion: | . . . . .. ..o 23
[6.8. Biocompatibilidad: |. . . . ... ... 0 oo 25

[7. Metodologial 27
[7.1. Sintesis de hidrogeles:| . . . . . . . ... o oo 27
[7.1.1. Proceso 1: Hidrogel de quitina con solvente de calcio| . . . . . . .. .. 27

[7.1.2. Proceso 2: Hidrogel de quitina con agente reticulantel . . . . . . . . .. 28

[7.1.3. Proceso 3: Hidrogel de quitina con solvente de calcio a nivel reactivo] . 28

[r.1.4. Hidrogel de Agar| . . . . . . . . . . ... 29

[r.2. Pruebas de hinchazoéon:d . . . . . . . . .. ... oo 30
[7.3. Pruebas de compresion:| . . . . ... ... Lo 31
[7.4. Imégenes en microscopio de barridosf . . . . ... ... ... 33
8. Resultados| 34
[8.1. Sintesis de hidrogeles:| . . . . . . . . ..o L 34
18.1.1. Resultados del proceso 1: hidrogel de quitina con solvente de calcio| . . 34

[8.1.2. Resultados del proceso 2: hidrogel de quitina con agente reticulantel. . 35

18.1.3.  Resultados del proceso 3: hidrogel de quitina con solvente de calcio a |

[ nivel reactivol . . . . . . . L L e e 35
[8.1.4.  Resultados del hidrogel de Agar:|. . . . . . ... ... ... ... ... 36

8.2, Pruebas de hinchazén:d . . . . . . ... ..o o000 38
[8.2.1.  Resultados pruebas de hinchazoéom: | . . . . . ... ... ... ... ... 38

B3, Pruebas mecanicas] . . . . . . . . ... 39
[8.3.1.  Resultados prueba de compresion: | . . . . ... .. ... ... ... 39

[8.3.2. Resultados de los médulos de compresion: |. . . . . .. ... ... ... 42

[8.4. Iméagenes con microscopio de barrido:|. . . . . . . .. ..o 43
[8.4.1.  Resultados de imagenes con microscopio de barrido: | . . . . . . .. .. 43

[9. Discusionl 45
(10.Conclusiones| 48
(11.Recomendaciones| 49
12.Bibliografi 50
[13.Anexos| 60

VI



Lista de figuras

. o 5
2. Estructura jerarquica del hueso ||46||] ........................ 10
3.  Anatomia del hueso largo |47 . . . . . ... .. .o oL 10

4. Cambio de propiedades mecanicas del hueso cortical con la edad. Reduccion |

del modulo de elasticidad y fuerza compresiva maxima que disminuyen lineal- |

mente con el aumentode edad. [52] . . . . . ... ... 12
5. Comparacion entre hueso sano y hueso enfermo ||55||] ............... 12
6. Diagrama con las distintas pruebas mecénicas de tension, compresion y corte[56(| 12
i 13
B . 14
9.  Implante en hueso de andamio celular con y sin células|55]| . . . . . .. .. .. 15
10.  Células madre: Auto-replicacion y diferenciacién [65] . . . . .. ... ... .. 16
1 18
12.  Estructura de quitina y quitosano. |85 . . . . . . ... ... 19
13. Estructura quimica de agar [87]| . . . . . . . . . ... ... ... ... ... .. 20
14. Deformaciones de gel de agar a distintas concentraciones ||90]|] ......... 21
15.  Estructura de un biovidrio de silice desordenado (5102 Na2O CaO P>0s). |94]| 22
16.  Aplicaciones del biovidrio [99] . . . . . . .. ... 23
0. e 24
18. Elementos que integran un grafico de compresion y formula para obtenerla |102]| 24
19. Evaluaciones de biocompatibilidad basadas en la norma ISO 10993. ||107||] ... 26
[20.  Diagrama de sintesis de hidrogel de agar v 6xido de silicio| . . . . . . . .. .. 30
RI. Cabezal TAA/T000| - - . - - o o o oo oo e 31
[22. Posicion de hidrogeles para pruebas mecanicas|. . . . . . . ... ... ... .. 31
[23.  Grafica de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion| . . . . . . .. . .. 32
24, 1. o e e 33
[25.  Resultado de proceso 1: (A) solvente de calcio, (B) solucion de quitina] . . . . 35
20. L. o e 35
270, 1. o e e 36
[28.  Hidrogel desmoldado| . . . . . . . . .. . ... ... 37

VII



[29.  Muestras de hidrogeles de agar observadas desde estereoscopiof. . . . . . . . . 37

[30. Hidrogel 1% de agar| . . . . . . .. . . . ... ... 38
[31.  Resultados de la prueba de hinchazon a distintas concentraciones y rangos de |

T1EMPO| . . . o o e e e 39
B2 0. . 40
B3 . e 40
84, _Grafico con linea de deformaciéonl . . . . . . . . . ... 42
[35.  Modulos de compresion de las distintas concentraciones| . . . . . . . ... .. 43
B0, . . e 43
B . e 44
[38.  Texturéometro CT3, Concerealf . . . . . . . ... ... ... ... ... ..... 60
[39. Tipos de cabezales de texturémetro|. . . . . . . . .. ... ... ... ... 61
[40. Hidrogel 1% de agar| . . . . . . . . . .. .. ... 62
[41.  Pesos de hidrogeles para prueba de hinchazén| . . . . . . . . .. ... ... .. 62
42.  Resultados de SW en muestras, promedios y porcentajes| . . . . . . . . . . .. 62
2 63
2 5 63
8 Y 64

[46.  Graficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras

de hidrogeles de agar al 5% y oxido de silicio al 1 %, con cargas objetivas de

1000 g (izquierda) y 5000 g (derecha)|. . . . . . . . . .. ... ... 64
[47. Gréficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras

de hidrogeles de agar al 5 % y oxido de silicio al 2 %, con cargas objetivas de

1000 g (izquierda) y 5000 g (derecha)|. . . . . . . ... .. ... ... ... .. 65

[48.  Graficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras

de hidrogeles de agar al 5 % y oxido de silicio al 3 %, con cargas objetivas de

1000 g (izquierda) y 5000 g (derecha)|. . . . . . . . . . . ... ... ... ... 65

VIII



Lista de cuadros

1 P 11
2.  Propiedades de tension y compresion del hueso femoral compacto. ||5%|] N |
3. Polimeros naturales comtinmente utilizados en sintesis de hidrogeles.ﬂ7__4|[| o 17
4. Polimeros sintéticos cominmente utilizados en sintesis de hidrogeles. [74] . . . 18
[5. Propiedades mecanicas del hueso y biovidrio (las cifras subrayadas estan es- |

timadas).[O6] . . ... ... 22
6. Cantidades de reactivos utilizados segin concentraciones de muestras| . . . . . 29
7. Resultados de médulos de compresion de las distintas concentraciones| . . . . 61

IX



Resumen

El sistema esquelético juega un papel sumamente importante en el cuerpo humano, ya
que brinda movilidad, soporte y protecciéon a oérganos vitales. En Guatemala la mayoria
de pacientes tratados en hospitales piblicos presentan algtn tipo de fractura. Dentro de
estas, varias deben de ser tratadas quirdrgicamente implementando tornillos y placas meta-
licas, las cuales representan costos elevados que la poblaciéon de escasos recursos no puede
pagar. Una alternativa a estos materiales costosos se presenta en la ingenieria de tejidos,
donde la combinacién de hidrogeles y biovidrios o biocerdmicas pueden ser utilizados para
fomentar y acelerar la regeneracién Osea a precios mas accesibles con materiales altamente
biocompatibles.

En este trabajo se desarrolld y caracterizé un hidrogel a base de agar y 6xido de sili-
cio, debido a que a pesar de varios intentos, la quitina no se logré diluir y por ende no se
pudo sintetizar el hidrogel de quitina. El agar representa un material de bajo costo, debido
a que es obtenido de algas marinas, las cuales son abundantes en Guatemala, y el 6xido
de silicio proporciona estabilidad mecénica asociada al hueso y aporta a la biocompatibi-
lidad. Se desarrollaron varios hidrogeles con distintas concentraciones de 6xido de silicio y
distintas concentraciones de agar, posteriormente se compararon y se determiné cual de las
concentraciones se asemeja més al tejido 6seo, y aporta como posible cemento 6seo. Como
validacién, se realiz6 la prueba mecanica de compresion a estos materiales para determinar
si es posible su implementacion a futuro en el campo de regeneraciéon ésea.



Abstract

The skeletal system plays an extremely important role in the human body, as it pro-
vides mobility, support and protection to vital organs. In Guatemala, most of the patients
treated in public hospitals present some type of fracture. Among these, several must be
treated surgically using screws and metal plates, which represent high costs that the low-
income population cannot afford. An alternative to these expensive materials is presented
in tissue engineering, where the combination of hydrogels and bioglasses or bioceramics can
be used to promote and accelerate bone regeneration at more affordable prices with highly
biocompatible materials.

In this work, a hydrogel based on agar and silicon oxide was developed and characterized,
because despite several attempts, the chitin could not be diluted and therefore the chitin
hydrogel could not be synthesized. Agar represents a low-cost material, since it is obtained
from marine algae, which are abundant in Guatemala, and silicon oxide provides mechanical
stability associated with bone and contributes to biocompatibility. Several hydrogels were
developed with different concentrations of silicon oxide and different concentrations of agar,
which were then compared and it was determined which of the concentrations most resembled
bone tissue and provided a possible bone cement. As validation, the mechanical compression
test was performed on these materials to determine whether it is possible to implement them
in the future in the field of bone regeneration.

XI



CAPITULO 1

Introduccién

Las fracturas de hueso son un problema actual en Guatemala, que conlleva costos bastan-
tes para la poblacion, que no todos los Guatemaltecos son capaces de cubrir, principalmente
los casos que figuran una operacion e implantes [1] [2]. Durante el desarrollo del trabajo se
busca solucionar dicho problema con el estudio de una solucién de menor costo, y estudiar
las mecanicas y biocompatibilidad de esta alternativa. La alternativa de la quitina aporta
soluciones a posibles infecciones debido a su poder antibacterial, al igual que el agar [***].
Ademas con el aditivo de biovidrio como el diéxido de silicio se permite que se obtengan
mejores resultados en pruebas de biocompatibilidad, actividad biolégica, ademéas que fomen-
ta la unién entre células, y esto brinda un mejor comportamiento del andamio dentro del
cuerpo humano. [3][4]

EL objetivo principal de este trabajo es conseguir sintetizar y caracterizar las propiedades
mecénicas y bioldgicas de un hidrogel a base de quitina y éxido de silicio para la posible
implementacién en regeneracion 6sea. Esto utilizando la metodologia de gelificacién quimica,
y en el caso del hidrogel de agar, por el metodo de enfriamiento.

Se determiné el proceso y concentraciones éptimas para sintetizar un hidrogel a base de
agar y 6xido de silicio, ademas de realizar pruebas mecénicas de compresién en cuadruple pa-
ra las concentraciones y determinar la mas resistente. Los resultados mecénicos demuestran
la oportunidad de utilizar el hidrogel como andamio para ciertas aplicaciones biomédicas,
mientras las células llegan a proliferar. El bajo costo del agar [5| permitiria ser una alterna-
tiva viable y de bajo costo para ciertos tratamientos fuera de los rangos accecibles por los
Guatemaltecos.



CAPITULO 2

Antecedentes

La ingenieria de tejidos estudia la manera de desarrollar implantes que sean 100% bio-
compatibles con el cuerpo humano y faciliten la integraciéon entre implante y tejido. Uno
de los puntos de enfoque es el estudio de maneras de facilitar la reparaciéon 6sea, donde
usualmente se utilizan implantes de titanio o cementos 6seos. [6] Estos materiales tienen
usualmente efectos secundarios, no llegan a contar con integraciéon celular, e incluso puede
afectar al tejido sano o generar infecciones en los pacientes. |7] Para evitar esto, se han
investigado nuevas soluciones utilizando ingenieria de tejidos dentro de las cuales el uso de
hidrogeles ha mostrado muchos beneficios. [6]

Algunos de los beneficios de los hidrogeles es que, al contar con una estructura similar a
los componentes del cuerpo basados en macromoléculas, estos se les consideran biocompati-
bles. Los hidrogeles pueden ser sintetizados a partir de distintos materiales, como polimeros
naturales o polimeros sintéticos. [8] El material escogido determina las propiedades mecani-
cas, biolégicas y quimicas, y por ende las posibles aplicaciones. [8] [9] Dentro de la ingenieria
de tejidos los hidrogeles cuentan con distintas funciones que son beneficiosas para varias
enfermedades y padecimientos, entre sus aplicaciones se encuentra el relleno de espacios, el
transporte bioactivo, la construccién de tejido, los andamios celulares y matrices para la
cicatrizacion de heridas |9]. Otro de los beneficios de los hidrogeles es que segun el material
por el que estan compuestos, estos pueden tener propiedades antibacteriales y aportan a una
menor probabilidad de infecciones [10].

Los hidrogeles han llegado a tomar un papel bastante significativo dentro del campo
de la medicina debido a que son efectivos al momento de estar en contacto con la piel, o
inclusive ser implantados, ya que tanto el cuerpo, como los hidrogeles estan conformados
principalmente por agua, permitiendo que un alto grado de adaptacién, bioestabilidad y
biocompatibilidad. [11] Segtin Mohite, et al., gracias a que los hidrogeles tienen una superficie
porosa y por dentro permite retenciéon de liquidos, solutos y otros materiales, los cuales
pueden modificar caracteristicas mecanicas y compatibilidad celular. [12]

Dentro de los materiales que pueden ser agregados a los hidrogeles se encuentran los
bioceramicos, y entre estos el biovidrio. Estos materiales permiten un mejor desempeno de



cultivos celulares 6seos y son candidatos prometedores para ser utilizados como una matriz
inyectable promotora de regeneracion 6sea en pruebas in vitro. [13] Ademas de esto, se ha
demostrado la eficacia que tienen los biovidrios o cerdmicos como material potencialmente
antibacterial, y el incremento en la viabilidad celular al ser utilizado en combinacién con
cultivos celulares. [14] Uno de los principales componentes de los biovidrios es el 6xido de
silicio, mejor conocido como silice cristalina, que de igual manera se considera un biovidrio.
El é6xido de silicio genera un beneficio al unirse con el hidrogel ya que este tiene la habilidad
de formar apatita y unirse con el hueso de manera mas facil. [15]

Se ha demostrado la importancia de aditivos y la influencia de las cantidades de concen-
traciones de particulas de nanosilice permite una mejor biocompatibilidad y cambios en las
propiedades mecénicas por mineralizaciéon. Se ha determinado que el 6xido de silicio permite
una mejor regeneracion y una buena biocompatibilidad. [15]



CAPITULO 3

Justificacién

El sistema esquelético juega un papel fundamental en la vida del ser humano, ya que
nos solo brinda soporte, movimiento y protecciéon a érganos vitales, sino también almacena
minerales fundamentales para el funcionamiento neuronal y muscular y es responsable de la
generacion de globulos rojos. [16]

Las enfermedades 6seas que afectan al sistema esquelético, pueden tener repercusiones
graves al afectar todas las propiedades fisiologicas de los huesos. La mayoria de las enferme-
dades Oseas son genéticas y afectan este sistema haciéndolo més fragil. Las enfermedades més
comunes son la osteoporosis, osteogénesis imperfecta, osteoartritis, enfermedad de Paget y
cancer como Ewing sarcoma y osteosarcoma. [17] [18] Para cada una de estas enfermedades
existen distintos tratamientos, como radioterapia, medicamentos y suplementos de calcio.
[18] [19] Ademas de las enfermedades genéticas, existen patologias en este sistema debido a
otras razones como traumas o mala alimentacion que pueden conllevar a fracturas. [17]

La fractura del hueso supone la pérdida de estabilidad de manera brusca y repentina. Esto
conlleva a un proceso largo de recuperacién donde el hueso debe regenerarse y reestablecer
su estabilidad mecénica. En la mayoria de casos, se requiere inmovilizacién para que el hueso
llegue a la consolidacion, donde el hueso se regenera y vuelve a unir. [20] Debido a que esta
regeneracion estéa ligada a la mecanica que cumple el hueso, se debe seleccionar la manera més
pertinente de inmovilizaciéon. [21] En muchos casos un inmovilizador externo (e.g., férula,
yeso) es suficiente para la curacion total de la fractura. Sin embargo, existen traumatismos
que requieren intervenciones quirtrgicas (e.g., protesis parciales o totales de articulacion) y
la implementacion de inmovilizadores implantables (e.g., barrotes de titanio, cemento 6seo)
y, en algunos casos, tratamientos bioldgicos e injertos que faciliten la regeneracién oOsea
(Figura 1). [20] [22] 23]

Otra razon por la cual el sistema esquelético puede verse danado es debido a la pérdida de
masa y calidad 6sea por el envejecimiento lo que representa una disminucién en la estabilidad
mecanica del hueso, lo que puede llevar a fracturas. [24] En Guatemala, el 7.6% de la poblacion
son adultos mayores [25] y el 70% de los pacientes que llegan al hospital general San Juan
de Dios entran con lesiones en el sistema esquelético, |22| de los cuales el 5.6% se deben a



fracturas de cadera. |26] El adulto mayor es mas propenso a este tipo de fractura, y en
el pais el 54.92% que vive en el area urbana, y el 45% en el area rural, viven en pobreza y
carecen de recursos basicos. Los tratamientos habituales, como los implantes parciales o
totales de cadera, conllevan costos entre los 2,000-14,000 quetzales, |2| y varios son invasivos,
y pueden conllevar efectos secundarios como infecciones, alergias, problemas de
biocompatibilidad, corrosiéon de materiales o falta de integracion dsea.

La ingenieria de tejidos provee alternativas a estos tratamientos costosos y ayuda a la
integracion celular de injertos ya que se pueden utilizar las células del paciente y los injertos
pueden ser biodegradables y reabsorbibles. Los hidrogeles son una tecnologia ideal para esto
ya que sumamente biocompatibles, y ayudan a que haya crecimiento de células, y con eso se
cumpla la consolidacién. También pueden evitar las posibles infecciones que conllevan
los implantes. Ademés de esto los hidrogeles pueden ser facilmente modificados por medio
de la adicién de biocerdmicas y biovidrios para facilitar la integracion 6sea y modificar las
propiedades mecénicas, de tal manera que haya un acoplamiento mecéanico entre hidrogel y
hueso . El biovidrio cuenta con caracteristicas como ser biolégicamente activo, capaz de
formar unién entre células, es antibacterial y este es capaz de ser reabsorbido y reemplazado
por el hueso debido a que est4 sintetizado a partir de materiales fisiologicos. El é6xido
de silicio es considerado un tipo de biovidrio, ya que es uno de sus componentes principales,
este es capaz de formar apatita, y su unién con el hueso es més facil, permitiendo regeneraciéon

més facil.

Tratamientos para lesiones 6seas
Convencionales Modernos

Figura 1:

Tratamientos para lesiones 6seas convencionales (izquierda) y tratamientos tecnologicos
(derecha). A) implante de cadera, B) inmovilizador, C) placa, D) tornillo, |20
E) clavo intramedular, F) y G) implantes biodegradables. H) hidrogel, I)
inmovilizador impreso 3D .

La prevalencia de hidrogeles sintetizados a base de desechos biolégicos como la quitina
son una alternativa biologica y ecoldgicamente eficiente para este propoésito. Para la sintesis



de quitina, se pueden utilizar desechos de camarén y asi reciclar los mismos. |38] En Cen-
troamérica, Guatemala es uno de los mayores productores de camarén, posee 1700 hectareas
para su cultivo, y tiene la capacidad de producir hasta 600 camarones por metro cuadrado.
[39] De cada camaron producido, entre el 48 y 60% del peso total se considera desecho, [3§]
qué al ser manejado incorrectamente puede violar la ley de protecciéon y mejoramiento del
medio ambiente. [40]

El uso de la quitina en un hidrogel es ecolégico, organico y presenta un biopolimero que
contiene propiedades antibacteriales, antioxidantes y mucoadhesivas que son indispensables
para su aplicacion en la ingenieria de tejidos. [41] La estructura quimica de la quitina es al-
tamente estable y parecida a la de la celulosa, también es hidrofébica y por sus grupos amino
e hidroxilos tiene alta reactividad quimica, lo que permite un gran variedad de aplicaciones
en distintos campos. [42]

Por ello se considera que el desarrollo de un hidrogel a base de quitina, con aditivos
de biovidrio presentan una alternativa eficiente para el tratamiento de enfermedades 6seas,
sobre todo en un pais en vias de desarrollo y con una alta produccién de camarones como
Guatemala. Estos hidrogeles presentan una opcién biocompatible, de bajo costo y de facil
sintesis para la investigacion y aplicacién clinica en diversas areas de la biomedicina.



CAPITULO 4

Objetivos

4.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar las propiedades mecéanicas y biologicas de un hidrogel a base de
quitina y 6xido de silicio para la posible implementacién en regeneraciéon dsea.

4.2 Objetivos especificos

= Determinar el proceso y concentraciones éptimas para sintetizar un hidrogel a base de
quitina.

» Evaluar la proporcién 6ptima de quitina y 6xido de silicio para la integraciéon de ambos
componentes en un hidrogel biocompatible.

= Caracterizar las propiedades mecanicas del hidrogel dependiendo de la proporcion de
oxido de silicio y concentraciéon de quitina.

= Caracterizar la biocompatibilidad del hidrogel por medio de pruebas de viabilidad
celular.



CAPITULO b

Alcance

Si bien los objetivos principales de este trabajo de graduaciéon giran en torno al desarrollo
de un hidrogel a base de quitina, la sintesis de este material requiere de diversos reactivos
clasificados como restringidos"por el gobierno de Guatemala como el metanol, cloruro de
calcio a nivel reactivo y 6xido de silicio, lo cual dificulta su obtencién. Por ello se deben de
considerar diversas posibles opciones para suplantar la quitina de ser necesario.

La validacion de las propiedades mecanicas del hidrogel buscan evaluar la compatibilidad
de este material para su integraciéon dentro del sistema oseo. Para ello principalmente se
consideran las pruebas de compresion, ya que los huesos estan sujetos principalmente a estas
fuerzas. Sin embargo, no se espera alcanzar valores identicos ni en el mismo rango que el hueso
debido a que se espera producir prototipos, no un hidrogel que sera directamente inyectado
o utilizado de manera definitiva. También podria utilizarse como una implementaciéon de un
tipo de cemento 6seo, donde la integraciéon celular dentro del material y la biodegredabilidad
juegan un papel muy importante en su papel como apoyo de regeneracion osea [43].

Las pruebas de biocompatibilidad a realizar en este proyecto estan enfocadas en determi-
nar si la combinaciéon de materiales es citotéxica. Debido a las complicaciones relacionadas
a la obtenciéon de lineas celulares oseas no se espera que la biocompatibilidad se pruebe
con este tipo de células. Como pruebas iniciales se pueden considerar otras lineas celulares
disponibles dentro de la Universidad del Valle de Guatemala.



CAPITULO O

Marco tedrico

6.1. Tejido 6seo:

6.1.1. Composicion y fisiologia:

Los huesos son un tejido conjuntivo que consiste en una matriz intracelular calcificada
que también contiene fibras de colageno y distintos tipos de células, en la Figura[2] se puede
observar un esquema representativo de los distintos niveles de la estructuracién jerarquica
del hueso. Los huesos integran la mayor parte del esqueleto. Este tejido esta conformado por
dos tipos de huesos: el compacto (cortical), y el esponjoso (trabecular) (Figura[3). El hueso
compacto es denso, y es el que se encuentra en la superficie, y forma un tipo de cubierta
exterior, rodeando el esponjoso. El hueso esponjoso es una malla interna tridimensional,
formada por espiculas de hueso, que crea cavidades que contienen la médula dsea. |44]45]
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Figura 3: Anatomia del hueso largo \\

El tejido 6seo, es el mas fuerte del cuerpo humano, compuesto de un 2% de células, 33 %
de materia organica y un 65 % de componente mineral, mayormente el calcio. El hueso
esté constituido por células conocidas como osteocitos, permitiendo el remodelado 6seo, que
depende del equilibrio entre las células de osteoblastos y osteoclastos. Los osteoblastos se
encargan de la sintesis de la matriz 6sea extracelular y el osteoclasto mantiene un balance
entre la formacion y la resorciéon ésea. Las funciones de los huesos son proteger organos,
reservar células productoras de sangre, para depositar y almacenar minerales como calcio y
fosforo para el funcionamiento muscular y neuronal, pero principalmente brindan soporte.
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6.1.2. Propiedades mecanicas:

Los huesos junto con las articulaciones y los musculos forman un sistema de palancas,
donde los tres distintos tejidos funcionan como motor de movimiento, es por ello que la
mecéanica de cada uno es importante para que funcione todo el sistema. El sistema
esquelético de un adulto estd compuesto por un total de 206 huesos, que abarca aproxi-
madamente un 15% del peso corporal total. Segin el tipo de tejido 6seo, éste cuenta
con distintas propiedades mecéanicas. El hueso es un cuerpo anisotrépico, lo que significa
que tiene distintas propiedades mecénicas segin la direccién en que se mida. Un estudio de
elasticidad realizado en el hueso femoral compacto dio como resultado la informacién que se
puede observar en el Cuadro [l Por otra parte, los resultados de la prueba de estrés en este
mismo hueso y tejido se observan en el Cuadro

Dependencia del limite elastico en (a) compresion, (b) tension y (c) torsion en la densidad

Pueba Posicién Valor (MPa) Desviacién estandar

Tension Longitudinal 135.00 15.60

Compresion Longitudinal 205.00 17.30

Tension Transversal 53.00 10.70

Compresion Transversal 131.00 20.70

Médulo de corte 65.00 4.00
Cuadro 1:

aparente del hueso trabecular tibial bovino. [52]

Pueba Posicién Valor (MPa) Desviacion estandar
Tension Longitudinal 135.00 15.60
Compresion Longitudinal 205.00 17.30
Tension Transversal 53.00 10.70
Compresion Transversal 131.00 20.70
Modulo de corte 65.00 4.00

Cuadro 2: Propiedades de tension y compresion del hueso femoral compacto.

Con el envejecimiento, los huesos llegan a experimentar cambios que los hacen més
débiles y menos eficientes en sus funciones mecéanicas, algunos cambios son que se disminuye
la capacidad de carga, se agotan las reservas de calcio y pueden haber alteraciones en la
estructura 6sea. Ademas el proceso de crecimiento 6seo disminuye y a nivel microscopico, el
hueso acumula el dano que recibe por cargas repetitivas a lo largo de la vida [53]. Esto llega
a afectar las cargas soportadas por los huesos como se puede observar en la Figura
[ entre un lapso de 60 anos se llegd a perder casi 20MPa de fuerza del hueso. También en la
Figura [f] se puede observar la diferencia de densidad entre un hueso sano y un hueso que se
encuentra enfermo, y que tiene mayor edad, donde se ve mayor porosidad, menor densidad,
indicando mayor fragilidad.
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Figura 4: Cambio de propiedades mecanicas del hueso cortical con la edad. Reduccién del modulo
de elasticidad y fuerza compresiva méaxima que disminuyen linealmente con el aumento de edad.
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Figura 5: Comparacion entre hueso sano y hueso enfermo

A diferencia del hueso compacto, el hueso esponjoso cuenta con propiedades mecéanicas
que dependen de la densidad del tejido. En un estudio realizado en el tejido esponjoso tibial
bovino, segtin su densidad aparente, se obtuvieron los resultados de pruebas de compresion,
tension y torsion (Figura |§|, Figura m) En dicha figura se observa que el hueso soporta
mayor estrés en compresion que en tension, lo que también debe a la alta porosidad y que
al momento de compactar, éste soporta mayores valores. [49)

f ¥

»

Tension Compression Shear

Figura 6: Diagrama con las distintas pruebas mecanicas de tensién, compresion y corte \
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Figura 7:
Dependencia del limite elastico en (a) compresion, (b) tension y (c) torsion en la densidad
aparente del hueso trabecular tibial bovino [52)]

6.1.3. Patologias:

Existen patologias bastante tipicas en los huesos que atentan contra sus funciones tanto
mecanicas como de proteccion. Algunas de ellas pueden ser la osteoporosis, que es conocida
como una patologia que deteriora la masa 6sea y la microarquitectura que resulta en frac-
turas. Sus terapias en el presente son modificar el estilo de vida, el consumo de vitamina D
o suplementos de calcio. Otra de las patologias es la osteogénesis imperfecta, conocida
también como la enfermedad de los huesos de cristal, ésta consiste en desérdenes de distin-
tos tejidos conectivos, que generan huesos més fragiles y fracturas frecuentes. Por otra
parte, la enfermedad de Paget es un trastorno no maligno en el esqueleto que se caracteriza
por deformaciones, dolor y fracturas en huesos largos.

De las patologias mas conocidas y més complicadas se encuentra el cancer, de dos tipos,
osteosarcoma y Ewing Sarcoma. El osteosarcoma es un tipo de céancer donde se generan
tumores en el hueso, es uno de los mas comunes en nifios y adolescentes, el hueso se va des-
gastando debido al tumor que crece de él, su diferencia con Ewing sarcoma es su tratamiento

por metéstasis.

6.2. Ingenieria de tejidos:

6.2.1. Definicion:

La ingenieria de tejidos busca reparar o reemplazar tejidos del cuerpo humano que no
cumplen con sus funciones por encontrarse danados o enfermos. Esta rama de la
ingenieria permite generar tejidos ex vivo con las caracteristicas necesarias para ser incor-
porados de nuevo al cuerpo humano y reemplazar el tejido que no cumple su funcion. Este
campo ha avanzado a nivel de permitir la sustituciéon y regeneracién de érganos a partir de
tejidos artificiales. Entre sus beneficios se encuentra que permite utilizar un injerto que no
serd rechazado, no transmite enfermedades, ni se dana el material, como sucede en algunos
casos de aloinjertos. Para que la ingenieria de tejidos cumpla con su objetivo, conlle-
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va tres factores importantes que son: andamios celulares, células y factores de crecimiento.

[64] (Figura

Andamio Tridimensional
Regeneraci6n Osea
@ @ o & )7
A 7]
@@@ < %"ﬁ V34

Células Osteoblasticas Moléculas Bioactivas
o Progenitoras (Madres) (Factores de Crecimient

Figura 8:
Triada de ingenieria de tejidos. Una matriz tridimensional (andamio), células progenitoras
(células madre u osteoblastos) y componentes moleculares bioactivos.

6.2.2. Andamios celulares:

Los andamios celulares funcionan como una matriz extracelular donde las células pue-
den reproducirse, como una plantilla, son parte importante de la ingenieria de tejidos, ya
que con su porosidad brindan el ambiente apropiado para la regeneracion de los tejidos y
penetracion celular. Normalmente estos andamios llevan células y factores de crecimiento,
v a veces dependiendo del material con el que esté elaborado, éste presenta caracteristicas
que determinan sus niveles de funcionamiento segin las necesidades requeridas por el tipo
de tejido. Ocasionalmente, estos pueden contar con estimulos para las células. Los andamios
celulares que cuentan con células son cultivados in vitro para observar la respuesta de las
mismas en este ambiente. Entre los requerimientos necesarios para un andamio celu-
lar, se contempla que deben ser biocompatibles, biodegradables y contar con las propiedades
mecénicas parecidas a el area donde seran introducidos. |64]

Existen distintos tipos de andamios celulares segtin la necesidad que se tiene, pueden
variar por los biomateriales que los componen y por la forma de obtenerlos. Si se obtienen
de manera quimica, impresos en 3D, si son polimeros naturales o sintéticos, o de otra especie.
Los andamios celulares sirven para distintos campos de la ingenieria de tejidos, uno
de ellos es la ingenieria de tejidos para la regeneracion 6sea, la cual se encuentra actualmente
en crecimiento debido a que disminuye la probabilidad de rechazo y permite hacer pruebas
sin afectar animales (Figura [9).
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Figura 9: Implante en hueso de andamio celular con y sin células|55]

6.2.3. Células:

El segundo factor de la ingenieria de tejidos son las células, [64] las células son conocidas
por ser la unidad mas pequena que compone a todos los seres vivos. |68 Existen distintos
tipos de células segin de qué ser provienen, como eucariotas o procariotas. Las células
procariotas son aquellas que no contienen niicleo, mientras que las eucariotas pueden ser
tanto de animales como plantas. A partir de las eucariotas de animales se pueden encontrar
distintos tipos, segin al tejido al cual pertenecen, su nivel de maduracién, o su papel en el
cuerpo. |68]

Las células madre son aquellas que se caracterizan por su capacidad de generar més célu-
las que cuenten con las mismas caracteristicas y propiedades, ademés tienen la caracteristica
de diferenciacion que les permite generar multiples linajes tisulares en funcién de su origen.
(Figura [65] Dentro de la ingenieria de tejidos que se centra en la regeneracion dsea exis-
ten varias lineas celulares que funcionan para comprobar biocompatibilidad y proliferacién
celular, algunos ejemplos son las células embrionarias (provienen de un embrién y ain no
tienen un tejido especifico), células estromales (son aquellas referentes a tejidos conectivos),
[69] fibroblastos que también forman parte del tejido 6seo al igual que osteoblastos. |70]
Estas células, para las pruebas de biocompatibilidad pueden extraerse tanto de humanos
como de animales.
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Figura 10: Células madre: Auto-replicacion y diferenciacion \\

6.2.4. Factores de crecimiento:

Para que las células crezcan y se reproduzcan, se requiere de ciertos nutrientes y medios,
que se conocen como factores de crecimiento, que es el tltimo factor importante en el campo
de la ingenieria de tejidos. Existen sueros bovinos que contienen los nutrientes necesarios para
que las células puedan reproducirse y estimular o inhibir la proliferacion celular. Dependiendo
de la linea celular que se desea utilizar, se debe tener ciertos medios para la nutriciéon de las
células especificas, estos medios pueden adquirirse y simulan el ambiente que brinda el cuerpo
humano, es importante tener en cuenta que se debe cambiar cuando las células los consumen.
Los medios de cultivo se componen principalmente de macronutrientes, micronutrientes y los
mencionados factores de crecimiento que son principalmente polipéptidos. Entre los factores
de crecimiento se encuentran: la biotina, riboflavina, tiamina, oxigeno entre otros.

6.3. Hidrogeles en la ingenieria de tejidos:

6.3.1. Definicion:

Los hidrogeles son polimeros hidrofilicos tridimensionales entrecruzados que tienen la
capacidad de hincharse en un entorno acuoso sin disolverse , pueden ser aplicados co-
mo un tipo de andamio celular definido como red polimérica en 3D hidratado y poroso.
La suavidad, su grado de hinchamiento, la capacidad de absorcién, y su capacidad
de disolver distintos solutos, permite que se asemejen a los tejidos naturales, y da lugar a la
proliferaciéon, migraciéon y diferenciaciéon celular. Otro aspecto relevante es que el hidrogel y
sus caracteristicas transportan oxigeno y nutrientes. Al ser un andamio celular polimérico,
sus propiedades son versatiles segtin el polimero del cual es sintetizado, siendo este natural
o sintético. [76]
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6.3.2. Propiedades quimicas y fisicas:

El hidrogel posee distintas propiedades quimicas, fisicas y mecénicas que dependen del
material con el cual es sintetizado. Las propiedades quimicas de los hidrogeles se
basan en que al ser una red polimérica versatil, son capaces de responder a distintos cambios
fisicoquimicos como la composicién que tiene el solvente, su temperatura y el pH, entre
otros. Durante su sintesis también se le puede transmitir propiedades quimicas que permiten
biocompatibilidad, biodegradabilidad, naturaleza inerte, distintas propiedades mecénicas,
resistencia quimica y térmica. Sus propiedades fisicas son su estructura parecida a
malla, con porosidad, donde su estructura tridimensional le permite almacenar moléculas.
Ademaés también su porosidad les permite disponer de capacidades de hinchazén segin el
polimero utilizado, y sus aditivos. La hinchazon les permite mantener la misma forma, pero
el polimero se hidrata y crece su tamano. Cuentan con una textura de gel, pero sus texturas
pueden cambiar dependiendo del material y sus aditivos.

6.3.3. Tipos de hidrogel:

Los hidrogeles se clasifican segtin los compuestos que le sintetizan y por su funcién de
sintesis. Respecto a su funciéon de sintesis, los hidrogeles co-poliméricos, como menciona su
nombre estéd conformado por dos o mas mondémeros que se polimerizan, los hidrogeles de
redes semi penetradas, se forman por reticulacién de monémero en un polimero ya formado,
los de doble red, poros redes interpenetradas, y los hidrogeles hibridos presentan una fase
organica y una inorganica. Adicionalmente, esta su clasificacién por tipo de polimero,
que puede ser natural o sintético. (Cuadro |3, Cuadro {4} Algunos ejemplos de hidrogeles
actualmente estudiados para aplicaciones en huesos son quitina con particulas de nanosilica
, quitosano con el uso de biovidrio , también esta el uso de alginato [81], entre otros.

Polymer Class Advantages Disadvantages
Collagen Proteinaceous - Adhesive and bioactive - Assembly sensitive to modification
« Abundant and biodegradable « Contamination can lead to immunogenicity
« Mimics native ECM « Mechanical stability lost during processing
Gelatin Proteinaceous « Adhesive and bioactive « Mechanically we:
« Tolerant of functionalisation + Contamination can lead to in
« Abundant and biodegradable « Requires cross-linking
Silk Proteinaceous + High mechanical strength and elasticity + Slow gelation
+ Adhesive
« Low immunogenicity
ELPs Proteinaceous + Thermoresponsive (LCST) « Low stability without cross-linking

+ Tunable structure and sequence
« Recombinant expression

Alginate Polysaccharide « Rapid gelation with divalent cations » Cation leaching leads to dissolution
« Abundant « Non-biodegradable
« Ease of use for 3D printing + Poorly adhesive
« Reactive handles for functionalisation

Chitosan Polysaccharide « Adhesive and antimicrobial « Poor solubility at neutral pH
- Abundant
« Low immunogenicity

HA Polysaccharide « Bioactive and biocompatible « Low stability without cross-linking
+ Binds growth factors and cytokines « Rapidly degraded in vive
« Reactive handles for functionalisation

C itin sulfate Polysaccharide + Bioactive and biocompatible « Low stability without cross-linking
+ Binds growth factors and cytokines + Rapidly degraded in vive

« Reactive handles for functionalisation

Cuadro 3: Polimeros naturales comtnmente utilizados en sintesis de hidrogeles.
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Polymer Class Advantages Disadvantages

PHEMA Polyvinyl + High mechanical strength + Non-degradable
» Generally biocompatible + Non-adhesive
= Easily derivatized + Potential calcification in vivo
+ High monomer toxicity
PVA Polyvinyl = High elasticity + Non-degradable
« Variable deacetylation ratios + Non-adhesive
+ High biocompatibility and phi
PNIPAM Polyvinyl » Temperature responsive (LCST) + Non-degradable
= Biocompatible « Non-adhesive
+ Low immunogenicity + Monomer cyto- and neuro-toxic
+ Gels have weak mechanical strength
PEG - « Versatile architecture and functionality + Non-degradable
= ‘Blank slate’ scaffold = Non-adhesive
= Modular gel properties + Evidence of immunogenicity in some patients
PLA Polyester = Degradable by hydrolysis + Hydrolysis products may cause inflammation
+ Properties dependent on monomer feedstock + Physically linked gels are weak
PGA Polyester « Degradable by hydrolysis + Hydrolysis products may cause inflammation
= Co-polymers with PLA give tunable properties + Rapid breakdown in vivo
« Physically cross-linked gels are weak
PCL Polyester = Degradable by hydrolysis =+ Crystallinity may slow hydrolysis beyond relevant timeframe

- Sensitive to degradation by lipase
- Stable hydrogels over wide concentration range
= Crystallinity provides mechanical strength

Cuadro 4: Polimeros sintéticos comtinmente utilizados en sintesis de hidrogeles.

6.3.4. Aplicaciones de los hidrogeles:

Las aplicaciones de los hidrogeles son amplias dentro del campo de la ingenieria de te-
jidos. Algunas de las principales son: distribucién de medicinas y células, cicatrizacion de
heridas, regeneracion de tejidos, material de cirugia, revestimiento de algunos dispositivos,
control de hemorragias Y lentes de contacto (Figura . Dependiendo el papel en el
campo de aplicaciéon, debe cumplir con especificaciones mecénicas, materiales de sintetiza-
cion, propiedades quimicas y fisicas. Un ejemplo puede ser en el caso de utilizar el hidrogel
con células, es recomendable que el poro sea mayor a 10 nm de didmetro para que las células
sean capaces de moverse.

Figura 11:
Aplicaciones biomédicas de hidrogeles hibridos basados en polimeros naturales y

sintéticos.

18



6.4. Quitina:

La quitina es conocida por ser un mucopolisacarido abundante en la naturaleza, que se
encuentra en las caparazones de ciertos crusticeos e insectos y cuenta con una estructura
parecida a la celulosa. (Figura . Algunas caracteristicas que posee la quitina son su
biocompatibilidad y que es biodegradable. Se han realizado pruebas in vivo sobre céomo la
quitina es capaz de activar algunos macroéfagos peritoneales, que suprimen el crecimiento de
células cancerigenas. También es conocido y utilizado en la ingenieria de tejidos por ayudar
en el proceso de cicatrizacion de heridas. Puede inmovilizar enzimas o incluso células, lo que
permite utilizarla en campos como farmacéutica, alimentos, medicina regenerativa, ingenieria

biomédica y medicina.

El quitosano es un derivado de la quitina, se obtiene al momento que la quitina alcanza
un grado de 50 % de desacetilacion. En su estado sélido éste es semicristalino, debido
a que es igual de compatible que la quitina, también se usa en aplicaciones del campo
de la ingenieria biomédica. Algunos de sus usos son para hidrogeles, fibras, distribuciéon
controlada de farmacos y capas finas de recubrimiento. Dentro de sus beneficios se encuentra
que es mucho mas facil de procesar que la quitina, pero tiene menor estabilidad. Debido a
su estructura, (Figura puede ser mezclado con otros quimicos, permitiendo distintas

propiedades segiin la necesidad.

CHOH - CHOH N CHOH
0 o OH
AN @\ -
HNTCH HMN CH HH\H/CH
0 - \D/ Jdn 0
CHITIN
I CHOH | LH,(H
. 10 oH
ol o N e
\—/ 1\—/
NH NH,
n

CHITOSAN

Figura 12: Estructura de quitina y quitosano.
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6.5. Agar:

El agar es conocido como un hidrocoloide gelificante proveniente de algas marinas. Sus
propiedades como facil gelificacién, bajo peso molecular y mezcla de polisacaridos, esencial-
mente fracciones de agarosa y agaropectin. La agarosa es una de las particulas del agar,
que se gelifican. Debido a que el agar no necesita de ninguna otra substancia para gelificar,
el agar tiene grandes potenciales de aplicaciones como ingredientes para alimentos, usos en
biotecnologia, cultivos de células y tejidos, o como soporte para electroforesis o cromato-
grafias. Algo que también implica una gran caracteristica del agar es que es capaz de ser
reversible, se puede volver a calentar, y al enfriar este volvera a gelificar [86].

Su estructura quimica se basa en unidades repetitivas de D-galactosa y 3-6, anhidro-L-
galactosa, con bajo contenido de ésteres de sulfato. La gran capacidad de gelificacion del
agar proviene exclusivamente de los enlaces de hidrégeno que se forman entre las cadenas
lineales de galactano. Sus temperaturas de fusion y gelificacion se aproximan a los 45°C [86].
La estructura quimica del agar se puede observar en la Figura

OH

OH HO
H H
-0 H .o H
H
H
“-“‘“0 H e H OH
OH H

Figura 13: Estructura quimica de agar |87]

Entre las aplicaciones mas importantes que se le da al agar se encuentra su uso en comida,
donde se usa como gelificante, o como espesantes, en nanotecnologia, donde se utiliza para
electroforesis [87], en microbiologia, donde se utiliza para cultivos bacteriales o microbiales.
Dentro del campo de la ingenieria biomédica, hay estudios de uso de agar para aplicaciones
como compuestos antimicrobiales [88] en heridas, también estudios de peliculas antioxidantes
compuestas de agar y nanoparticulas de melanina (|89]). El agar con sus propiedades de
gelificacién también cuenta con un amplio campo para andamios celulares como un tipo de
hidrogel, que dependiendo de los aditivos puede conllevar aplicaciones distintas.

6.5.1. Mecanica:

La variacion de cantidades de agar en un hidrogel y sus aditivos son los que marcan las
propiedades mecanicas que este tendra, tanto para estrés en tensién, como lo es también
para la fuerza en compresion (Figura . Esto permite determinar que si se desea un gel
extremadamente fuerte se debe buscar concentraciones altas de agar [90].
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Figura 14: Deformaciones de gel de agar a distintas concentraciones

6.5.2. Biocompatibilidad:

La biocompatibilidad del agar es alta al provenir de algas, y sus aplicaciones biolégicas
llevan ya décadas de ser utilizadas, en estudios realizados con células in vitro las respuestas
de estas al ser expuestas al agar se comportan de manera normal, ademéas de que los miofi-
broblastos demostraron unién al andamio, ademés de proliferacién . Lo que representa
una gran oportunidad de aplicaciones de este gelificante en el drea de ingenieria biomédica.

6.6. Biovidrio:

6.6.1. Definicion:

El biovidrio es conocido por ser un biomaterial, forma parte del grupo de bioceramicos.
Segin su composicién conlleva distintas propiedades, més utilizado y conocido dentro del
campo de la ingenierfa biomédica para la regeneracion 6sea es el 4555. Se obtiene de manera
quimica siendo sintetizado a partir de 45 % de SiOs, 24.5 % de Na2O, 24.5% de CaO y 6%
de P>0s. Se pueden encontrar distintas cantidades de compuestos y segtn ello sus funciones.
Una imagen de la composicion general de vidrios se puede observar en la Figura
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Figura 15: Estructura de un biovidrio de silice desordenado (SiOs NasO CaO P>O3).

El biovidrio cuenta con caracteristicas como ser biolégicamente activo, capaz de formar
unioén entre células, ser antibacterial y capaz de ser reabsorbido y reemplazado por el hueso
debido a que esta sintetizado a partir de materiales fisiol6gicos. Usualmente se sintetiza
el biovidrio por el método de sol-gel, que conlleva un proceso donde los reactivos se juntan
para una solucién, posteriormente se gelifica, y se deja secar el gel, para posteriormente ser
molido y procesado. [92]

6.6.2. Propiedades fisicas, quimicas y mecanicas:

El biovidrio se puede encontrar como polvo, particulas, granulos, mallas y conos o se
puede moldear segiin la forma requerida, su color suele ser color blanco, y su porosidad
permite la integracién de células dseas. Sus propiedades quimicas dependen de su com-
posicién y la cantidad de reactivos que se utilizan, esto también determina el nombre y si
este es biocompatible, si se une mejor con tejidos o si es reabsorbible. Dentro de sus
propiedades mecéanicas se conoce que no contiene las mismas que el vidrio, sino una menor
fuerza, pero la diferencia, y lo que le permite tener aplicaciones es debido a su propiedad de
bioactividad. Algunas de sus caracteristicas mecénicas se encuentran en el Cuadro

. . Dureza Resistencia a flexion Tenacidad de fractura |Modulo de Young| Carga de falla
Material Densidad (g/cm?) ) 12
(Vickers, HV) (MPa) (Kic)(MPam''~) (GPa) (kg)
Bioglass 4555 ® 2.7 4.58+9.4 42 (tensién) 0.6 (12) 35 2.75 + 1.80
Hueso cortical 1.6-2.1 - 50-150* 2-12 7-30 -
Hueso esponjoso 1.0 - 10-20 (10) 1.0 0.05-0.5 -

* Hueso empapado en solucién de Ringers durante la prueba

Cuadro 5: Propiedades mecanicas del hueso y biovidrio (las cifras subrayadas estan estimadas). \%\

En el Cuadro 5| se observa que el biovidrio 45S5 alcanza valores menores que el hueso
cortical, pero mayores que el hueso esponjoso; al ser introducido a un hidrogel, sus carac-
teristicas pueden llegar a cambiar y este puede llegar a ser més parecido a alguno de los
tejidos.
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6.6.3. Usos del biovidrio:

Debido a que el biovidrio es bastante fragil, sus aplicaciones se ven limitadas, pero
continia siendo uno de los favoritos para la regeneracion dsea. Entre algunas de las apli-
caciones del biovidrio se encuentran: la distribucion de farmacos, como agente antibacterial,
como agente remineralizante, implante endo6seo, como material de injerto, y como adicién
de andamios celulares en la ingenieria de tejidos. Otras aplicaciones del biovidrio en
el presente se pueden observar en la Figura

In Implant Dentistry In Maxillofacial Surgery Dental Adhesives

T

In Periodontics = Enamel Remineralization
Applications
of Bioactive

Glass
Bone Regeneration

/

Pulp Capping and Root Canal
Therapy

Dentin Hypersensitivity

Restorative Materials Air Abrasion

Figura 16: Aplicaciones del biovidrio

6.7. Pruebas de compresion:

Algunas pruebas que pueden ayudar a determinar si un andamio celular tiene las propie-
dades mecanicas necesarias para el lugar donde este serd implantado son las que se realizan
en hidrogeles. La prueba de compresiéon consiste en colocar el material entre dos placas y
aplicarle una fuerza aplastante para determinar la carga que soporta (Figura A), una
de las ventajas de esta prueba es que la geometria del hidrogel no es relevante, pero una
desventaja es que la carga no sea aplicada de manera homogénea. A partir de las
pruebas de compresion se obtienen graficos con el comportamiento de las muestras (Figura
B), v a partir de estos graficos se pueden determinar los médulos de compresion de las
muestras (Figura . La férmula para obtener el médulo de compresién, o mejor conocido
como young se puede observar en la ecuacion

p_C Esfuerzo de compresion
€ Deformacion

(1)
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Figura 17:
Ejemplo de un fémur canino siendo expuesto a fuerza de compresion longitudinal (A) y
resultado grafico del comportamiento (B) [101]

Young's Modulus
Young's modulus is the modulus of elasticity in tension or
compression.

Strain hardening Necking
Stress, o
A
U\timaté strength
F‘racture
Yield strength
compressive stress o
Rise E= —m—m—— = —
axial strain €
Run

Rise
Run

Young's modulus = Slope =

» Strain, €
Figura 18: Elementos que integran un grafico de compresion y féormula para obtenerla [102)]

Cabe mencionar que los huesos e hidrogeles ambos son materiales anisotrépicos, haciendo
referencia a que pueden contar con diferentes moédulos de compresion segiin la orientacion de
la carga a la que son expuestos (longitudinal o perpendicular) . Si un material cuenta
con un valor bajo del médulo de Young significa que este solido es elastico, mientras que
si cuenta con un valor alto significa que es un solido inelastico o rigido, el hueso cortical se
encuentra con un moédulo de Young aproximado de 14 GPa [102].
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6.8. Biocompatibilidad:

La biocompatibilidad hace referencia a la habilidad de un material de realizar la funcion
establecida sin danar el ambiente biologico donde se ubica. [103||104] Cuando no hay un
rechazo por parte del organismo, entonces éste es aceptado biolégica y quimica. La norma
internacional que regula que esta propiedad se cumpla en dispositivos o injertos es la norma
ISO 10993 y contiene 20 ensayos que deben de cumplirse. [104] Los 20 pasos se centran en
salud animal, toxicidades y pruebas a realizar, materiales, biodegradabilidad y caracteriza-
cién quimica de materiales. El ISO 10993-5 por su parte, busca medir la citotoxicidad por
medio de pruebas in vitro para ayudar a determinar la compatibilidad de los dispositivos y
para prevenir danos a la salud humana. [105] Por otra parte, las pruebas de toxicidad que
cumplen con la ISO 10993-5 se hacen con cultivos celulares, pueden ser cultivadas en sus
condiciones en una placa petri que contenga el andamio celular o biomaterial. Se determina
su citotoxicidad segin el crecimiento celular o por la muerte de células. Una manera para
determinar la viabilidad de la célula es con el uso de la tincién azul Trypén, que muestra
aquellas células no viables al introducirse en su membrana. [106]
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Figura 19: Evaluaciones de biocompatibilidad basadas en la norma ISO 10993. [107]
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CAPITULO [

Metodologia

Durante el desarrollo del proyecto se realizan tres distintos experimentos para la prueba
de distintos métodos para determinar el mas conveniente.

7.1. Sintesis de hidrogeles:

7.1.1. Proceso 1: Hidrogel de quitina con solvente de calcio

Solvente de Calcio (Ca): El primer paso para la sintesis de un hidrogel, segun el pro-
tocolo para la preparacion de hidrogel de quitina |108] es el solvente transparente de Calcio.
Para este se pesan, en una balanza analitica y con el uso de una espatula, 25 g de cloruro
de calcio deshidratado (no en grado reactivo sino de cocina, Lamya S.A). Posteriormente el
cloruro de calcio se coloca en un beaker de 100 ml. Con una probeta de 50 ml se miden 30
ml de metanol (no en grado reactivo, alcohol para quemar, Prochteca S.A) y se coloca en
beaker que contiene el cloruro de calcio.

Se coloca el beaker sobre una estufa, se cubre este con aluminio y se enciende la estufa
hasta aproximadamente una temperatura entre 100°C - 200°C, para que llegue a una tem-
peratura sobre el punto de ebullicién. Se enciende también el agitador magnético a un nivel
5, para que la agitaciéon sea constante.

Se deja calentando y agitando por aproximadamente 1 hora, esperando a que el cloruro
se disuelva. Se continta con la filtraciéon para remover las perlas no disueltas. Para esto se
utiliza un filtro colocado dentro de un embudo, por encima de un beaker de 100 ml. Se filtra
v el excedente s6lido se desecha.

Solucién de quitina: Para la soluciéon de quitina el primer paso es pesar de 1 g de
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quitina alpha (C7170, Merck, Darmstadt, Alemania) en la balanza analitica. Posteriormente,
la quitina se introduce en el beaker de 100 ml que contiene el solvente de Ca, y se deja
calentando, con una tapa de aluminio en la estufa a un nivel 9 de temperatura y agitacién
constante de nivel 6. Se deja por aproximadamente 3 horas, y luego se filtra con el uso de
un embudo, por encima de un beaker de 200 ml. Se filtra y el material insoluble se desecha.

Se realiza dialisis con agua destilada por varias horas, y posteriormente se coloca en el
molde, y se deja enfriar para que se solidifique. Posteriormente se utiliza una probeta para
medir 400 ml de agua destilada, y se coloca en un beaker de 500 ml. Se agita magnéticamente,
sin calor, y se introduce la solucién de quitina previamente sintetizada.

Hidrogel de quitina: El precipitado luego se filtra y coloca dentro de una membrana
v se realiza la dialisis con metanol para remover electrones. Posteriormente, este precipitado
dializado se coloca en el molde (placa petri de vidrio de 60 mm de didmetro * 15 mm de
altura), y se mezcla con el 6xido de silicio (no en grado reactivo, sino de construccion)
utilizando un agitador magnético , se retira el agitador y se deja enfriar hasta solidificar.

7.1.2. Proceso 2: Hidrogel de quitina con agente reticulante

Sintesis de acido acético al 5 %: Para este proceso se utiliza una campana de ex-
traccion, y se introduce en ella el acido acético glacial (grado reactivo, Universidad del Valle
de Guatemala, departamento de ingenieria quimica) una probeta de 100 ml, una probeta
de 5 ml y un beaker de 100 ml. Dentro de la campana se miden 50 ml de agua destilada
en la probeta de 100 ml, y 2.5 ml de acido acético glacial se miden en la probeta de 5 ml.
Posteriormente, en una estufa se coloca el beaker de 100 ml y se coloca el agua destilada,
se le introduce el agitador magnético, que gira méas rapido segin el nivel en que esta y se
enciende a un nivel 3. Poco a poco se introducen los 2.5 ml de acido acético glacial en el
beaker que contiene el agua destilada y agitador magnético. Al finalizar la mezcla, el acido
acético ya esta listo para ser utilizado en la sintesis del hidrogel.

Solucién de quitina: Se miden 50 ml del acido acético al 5%, recién sintetizado, en
una probeta de 100 ml, esto se coloca en un beaker de 100 ml, y se le agrega agregan 2.5 g
de quitina alpha, previamente pesados con el uso de la balanza analitica y el apoyo de una
espatula. Esta concentraciéon producira un hidrogel de concentracion del 5 %.

Hidrogel de quitina: Para que la solucién de quitina genere un precipitado y poste-
riormente este gelifique se requiere del uso de un agente reticulante, que en este caso se usara
glutaraldehido al 2% con agente corrosivo (Eufar, Glutfar plus, Bogota, Colombia). En una
probeta de 10 ml se miden 5ml de este agente reticulante, y se mezcla en el beaker de 100
ml que contiene la solucion de quitina. El precipitado se coloca en el molde (placa petri de
vidrio de 60 mm de didmetro * 15 mm de altura) y se deja solidificar. Posteriormente, se
desmolda y lava el agente reticulante con el uso de una pisceta y agua destilada.

7.1.3. Proceso 3: Hidrogel de quitina con solvente de calcio a nivel reac-
tivo

Idéntico al proceso 1, pero con reactivo de cloruro de calcio de alta calidad.
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7.1.4. Hidrogel de Agar

Hidrogel de Agar y 6xido de silicio: Con una probeta de 150 ml se miden 100 ml de
agua destilada, y se colocan en un beaker de 200 ml. Posteriormente se miden en una balanza
analitica, con la ayuda de una espatula, las cantidades de agar (A7921, for cell culture, Merck,
Darmstadt, Alemania), segin la concentracion del hidrogel que se desea (Cuadro |§| ). Con
el uso de la balanza analitica y una espatula, se pesa también el 6xido de silicio (no en
grado reactivo sino de construccion, ProSilica, Promisa), en caso que se desee el hidrogel
con ambos componentes. El 6xido de silicio se agrega segtn la concentracion deseeada (para
una concentracion de 1% se coloca 1 g de 6xido de silicio, para 2% se colocan 2 g, y para
3% se colocan 3 g de oxido de silicio).

5% Agar + 3% Si02 :,ggzr :E
5% Agar + 2% Si02 :,ggzr gi
5% Agar + 1% Si02 :,ggzr ii
10% Agar + 3% Si02 :,ggzr 130:
10% Agar + 2% Si02 :,ggzr 12058
10% Agar + 1% Si02 :,ggzr 110:

10% de Agar :Iggzr 1[3 =

Cuadro 6: Cantidades de reactivos utilizados segtin concentraciones de muestras

El agar y ¢xido de silicio, en caso de ser un hidrogel con ambos componentes, luego se
introducen al agua destilada, y se enciende en mezclador magnético a un nivel 6, y la estufa
a 9. Se coloca una tapa de aluminio al beaker, para que la mezcla llegue a punto de ebullicién
mas rapido, se esperan entre 6-10 minutos y se deposita la mezcla en un molde (placa petri
de vidrio de 60 mm de didmetro * 15 mm de altura) y se deja enfriar en un refrigerador
durante 20 minutos. Posteriormente, se desmolda el hidrogel. Para una metodologia visual
sobre la sintesis de los hidrogeles de agar se puede aludir al diagrama en la Figura
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Figura 20: Diagrama de sintesis de hidrogel de agar y ¢xido de silicio

7.2. Pruebas de hinchazoén:

Para las pruebas de hinchazoén se cortan cubos de 1cm a partir de las muestras, utilizando
un bisturf y un pie de rey estas son cortadas, posteriormente se colocan en distintas placas
petri segin las concentraciones, y se les coloca una marca indicando el niimero de muestra.
A cada uno de las placas petri se les colocan 20 ml de solucién salina normal (solucion
isotonica 0.9 % de cloruro de sodio (Bonin)), y se taparon con sus respectivas tapas, y sellaron
utilizando parafilm. Las muestras ya sumergidas en la solucién salina se dejan reposar en la
refrigeradora segun el tiempo de estudio deseado.

Al pasar el tiempo correspondiente (24 horas 6 7 dias) se realizan los pesajes de las
muestras por orden, se apuntan los pesos y se desecha la solucién salina y esta es reemplazada
por 20 ml de solucién salina nueva, y se vuelve a dejar reposando. Para los calculos se utilizd
la ecuacién de hinchazon [2] basada en la literatura sobre pruebas de hinchazon, donde Wg

representa el peso en estado seco, y Wp representa el peso de la muestra ya expuesta a
hinchazon [109].

SW = ((Ws —Wp)/Wp) * 100 (2)
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7.3. Pruebas de compresion:

Para todas las pruebas mecénicas se utiliza un analizador de texturas, Texturémetro
CT3, Concereal (Figura[38] anexos). Este analizador cuenta con distintos cabezales (Figura
anexos) que se pueden unir al piston, para distintas pruebas mecanicas y formas de
muestras. Para el caso de las muestras de hidrogel de agar se utilizo el cabezal TA4/1000
(Figura , debido a que el didmetro de éste es el més parecido al de las muestras. En la
Figura [22] se observa una muetsra en texturémetro, con el cabezal seleccionado.

Figura 22: Posicion de hidrogeles para pruebas mecanicas

Inicialmente se enciende la computadora y el texturémetro, este tltimo se coloca en mo-
do “Remote operation”. Posteriormente, en la computadora se selecciona el software texture
loader, Concereal. En la aplicacion se selecciona el puerto COM correspondiente al textu-
rometro. En la pagina principal se llena la informacion de “tests” con la informacién para
identificar la muestra a la que se le realizaran las pruebas. Seguidamente se encuentra la
seccidon de dimensiones de muestras, donde se completan los datos segtn las dimensiones de
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cada muestra medidas con el pie de rey (todas las muestras contaban con una medida de
100 mm de didmetro * 15 mm de altura, debido al tamano de la placa petri utilizada como
molde).

Se coloca en el “objetivo de test” que el tipo de prueba sea de compresion, con una carga
de valor meta de 1000, 5000 y 10000 g, que es el mayor valor posible. Para los “parametros
generales” se coloca una carga de activacion de 100 g y una velocidad de test de 7 mm/seg,
y se selecciona el cabezal TA4/1000 y un kit TA-RT-KIT.

Antes de dar inicio al test se debe calibrar la base, por lo que en el 4rea de “ajustar barra”
se coloca “localizar base” y se espera a que el texturémetro, ya con el cabezal seleccionado,
localice la base. Finalmente, se puede dar inicio a las pruebas de las muestras colocandolas
debajo del cabezal, centradas (Figura anexos) y dando inicio al test. Estos pasos se
realizan con cada una de las 28 muestras existentes, para las cuales se obtiene un set de
datos en excel y un grafico que representa el comportamiento de la muestra.

Los graficos se generan con el uso de MATLAB (Mathworks Inc., MA, USA) y el codigo
permite agrupar las muestras seglin su concentraciéon de agar, 6xido de silicio y cargas a las
que fueron expuestas.

12000 10% agar y 1% de 6xido de silicio con 10000g de carga

10000

8000

6000

Presion (N/m?)

4000

2000

0 20 40 60 80 100 120
Deformacion (%)

Figura 23: Grafica de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion

Para calcular los médulos de compresiéon se calcula un promedio de las muestras de las
mismas concentraciones, posteriormente se toma solamente el area debajo de la curva del
promedio de las muetsras siendo compresionadas (Figura (B)) y se elabora un grafico
nuevo donde se calcula la ecuacién de la linea de tendencia de los datos. El médulo de
compresion se determina utilizando la pendiente de la ecuacion (nimero que multiplica a

NN

la "x" en la ecuacién de cada gréfico) (Figura 24 (A). Esto se realiza para las distintas
concentraciones tanto de agar como de 6xido de silicio.
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A Modulo de elasticidad promedio 10% agar 2% SiO2
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Figura 24:
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B Grafico de compresiéon promedio 10% agar 2%
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Ejemplo de grafica con linea de tendencia para célculo de modulos de compresion (A) y
ejemplo de grafica de area utilizada para calculos de modulos de compresion (B)

7.4.

Imagenes en microscopio de barrido:

Cada muestra de distintas concentraciones de agar se cortan en cubos de 1 em? y se
trasladan al laboratorio del Centro de Investigacion y Desarrollo de Cementos Progreso,
S.A. donde el experto las seca por medio de aire y las coloca en el microscopio de barrido

(JSM-IT500, JEOL InTouchScope™, Japon).
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CAPITULO 8

Resultados

Este capitulo contiene los resultados obtenidos del proceso de sintesis del hidrogel, y
pruebas mecanicas.

8.1. Sintesis de hidrogeles:

8.1.1. Resultados del proceso 1: hidrogel de quitina con solvente de calcio

Antes de determinar el proceso de sintesis de hidrogel de agar, varios intentos fueron
llevados a cabo para la sintesis de hidrogel de quitina. El objetivo era fabricar un hidrogel a
base de quitina, capaz de soportar cargas mecanicas lo suficientemente altas para funcionar
como un tipo de cemento en casos de regeneraciéon 6sea. Los resultados del intento de sintesis
de hidrogel por medio de el proceso 1, descrito en la seccién 7.1.1, demuestran que el solvente
de calcio no se logro preparar bien. Este solvente no llegd a una disolucion total (Figura
izquierda) y las perlas sobrantes se filtraron y descartaron, por ende al agregar en el solvente
de calcio la quitina, ésta no llegd a disolverse tampoco. El resultado final fue un liquido de
tono amarillo obscuro, sin ningtan tipo de precipitacién y conteniendo atn las particulas de
quitina sin disolver (Figura [25] derecha).

34



Figura 25: Resultado de proceso 1: (A) solvente de calcio, (B) soluciéon de quitina

8.1.2. Resultados del proceso 2: hidrogel de quitina con agente reticulante

El resultado de la mezcla entre el acido acético al 10 % y la quitina alpha pura fue una
mezcla heterogénea, aunque la mezcla se veia mas disuelta que la obtenida en el proceso 1,
ésta seguia sin disolverse en su totalidad (Figura Ay B), al mezclarlo con el glutaraldehi-
do al 2% el resultado no fue ningin tipo de precipitacion como se esperaba, sino una mezcla
heterogénea con particulas de quitina sin disolver; la dnica diferencia, fue que el resultado
final era una mezcla méas clara como se observa en la Figura 26 C.

Figura 26:
Resultados de proceso 2: (A) soluciéon de quitina y acido acético al 10 %, (B) solucion a
contra luz, (C) mezcla de solucion y glutaraldehido al 2% a contra luz

8.1.3. Resultados del proceso 3: hidrogel de quitina con solvente de calcio
a nivel reactivo

Debido a que el proceso 3 fue realizado con los quimicos a nivel reactivos se esperaba
que finalmente el resultado fuera un hidrogel de quitina. Se inicié nuevamente el proceso con
el solvente de calcio, el resultado de este solvente fue una mezcla homogénea (Figura[27] A)
que al ser mezclado con la quitina logré disolver un poco de ella; atn asi, habian bastantes
particulas intactas. Al filtrar la solucién se obtuvo toda la quitina sin disolver (Figura
C) y ningtn tipo de precipitado. A pesar que el resultado no fue el esperado, se continué con
el proceso y se agregd agua destilada, esperando que precipitara la soluciéon. El resultado
final fue solamente un liquido amarillo claro, sin precipitado y sin ningin tipo de gelificacién

(Figura[27, D)
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Figura 27:
Resultados proceso 3: (A) solvente de calcio, (B) solucion de quitina, (C) filtracion de
solvente, (D) resultado final

Debido a que todos los intentos de sintesis de hidrogel a base de quitina fueron fallidos,
se tomo la decision de sintetizar los hidrogeles a base de agar con el proceso detallado en la
seccion 7.1.4

8.1.4. Resultados del hidrogel de Agar:

El resultado del proceso 4 fueron hidrogeles estables y posibles de desmoldar facilmente
como se puede observar en la Figura Se sintetizaron tres distintas concentraciones de
agar, cada una con tres distintas concentraciones de 6xido de silicio (SiO2). Los resultados
para los hidrogeles con concentracion del 10 % de agar fueron bastante estables, firmes, y
colocéndolos a contra luz era posible observar la cantidad de é6xido de silicio distribuida de
manera homogénea por todo el hidrogel (Figura . Para las muestras de 10 % de agar de
observan muestras mas obscuras y opacas que las de 5%, ademés al tacto, las de 5% se
sienten mas estables y méas secas. Por otro lado, las distintas concentraciones de éxido de
silicio permitian observar mas obscuras las muestras de 3% y se observaban mayor cantidad
a la simple vista, a diferencia con las de 2 y 1 %, que aunque se podian observar las particulas
de 6xido de silicio, estas no eran tan notables (Figura [29).
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Figura 28: Hidrogel desmoldado

3% Si02 - 2% Si02 1% Si02

10% AGAR

2% SiO02 1% SiO2

5% AGAR

Figura 29: Muestras de hidrogeles de agar observadas desde estereoscopio

Los resultados de los hidrogeles con una concentracion del 5% de agar también esta-
ban totalmente estables (Figura , y contaban con una distribucién del 6xido de silicio
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homogénea también, aunque al tocar el hidrogel, se sentia mayor estabilidad que con el de
concentracion de 10 % de agar.

Por ultimo, los hidrogeles con concentracion de 1% de agar tuvieron como resultado un
hidrogel bastante inestable, que se destruia al simple tacto, al realizar la mezcla con el éxido
de silicio este no se distribuyé de manera homogénea, debido a que la viscosidad al verterla
en el molde no permitia retener el 6xido de silicio. Por ello el resultado fue un gel bastante
acuoso con alto nivel de retencion de agua, si se formé un gel pero era bastante fragil y fue
imposible desmoldarlos sin que estos se destruyeran. Debido a esto se tomoé la decision de
no realizar en ellos el resto de las pruebas (Figura @L anexos).

Figura 30: Hidrogel 1% de agar

8.2. Pruebas de hinchazoén:

8.2.1. Resultados pruebas de hinchazén:

Las pruebas de hinchazén tuvieron como resultado que las muestras todas se hinchan, a
mayor tiempo, mayor porcentaje de hinchazén esto se puede observar en la Figura La
muestra que precenté un mayor porcentaje de hinchazén fue la de la concentracion de 5%
de agar y 2% de o6xido de silicio y la menor las muestras de 10 % de agar y 3% de oxido de
silicio. Para la hinchazén de 24 horas se observa un aumento de hinchazén segin disminuyen
las concentraciones de agar y éxido de silicio. (Anexo
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Porcentaje de hinchazén
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Figura 31: Resultados de la prueba de hinchazon a distintas concentraciones y rangos de tiempo

También se puede observar (Figura en los resultados de hinchazon de 7 dias para la
muestra de 5% de agar y 1% de 6xido de silicio que cuenta con menor hinchazén que la de
5% de agar con 2 % de 6xido de silicio, y el resto va en aumento segiin menor concentracion de
agar y 6xido de silicio. Se observa una tendencia de aumento de hinchazén segtin disminuyen
las concentraciones de agar y 6xido de silicio, las muestras con mayor cambio entre un dia y
siete dias fue la de 5% de agar y 2% de 6xido de silicio, aumentando casi un 9 %, mientras
que la de menor cambio fue la de 10% de agar y 3% de oxido de silicio. Ambas muestras
representan el mayor y menor valor de hinchazoén, en 7 dias, respectivamente. Los promedios
muestran las tendencias de hidrogeles con sus distintas concetntraciones, y sus capacidades
de retencién de agua.

8.3. Pruebas mecanicas:

8.3.1. Resultados prueba de compresion:

La prueba de compresiéon se llevd a cabo en las distintas muestras que se sintetizaron.
Para las pruebas mecéanicas realizadas en las cuatro muestras de agar con concentraciéon del
10 %, se obtuvo que las cuatro muestras llegaron a soportar una presion de aproximadamente
1250 Pa, mienstras la presiéon aumentaba estas iniciaban su deformacion, pero al llegar a
sobrepasar los 1200 Pa el texturémetro detecté fallo total y completa deformacion, posterior
a ello inici6 su regreso y a retirarse tal y como se puede observar en la Figura [32].
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Figura 32:
Graficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras de hidrogeles
de agar al 10 %
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Figura 33:

Graficos de presion (Pa) contra medias de porcentaje de deformacion Pruebas de
compresion para muestras de 5y 10% de Agar con distintas concentraciones de oxido de
silico (1,2 y 3%). Las lineas muestran el promedio de 4 muestras para cada carga aplicada
a las muestras (Gris obscuro 1 , gris medio 5 y gris claro 1 kg)

Las muestras con 10 % de concentracion de agar y 1% de oxido de silicio presentaron
entre un 10 y 14 % de deformacion al llegar a casi 1500 Pa, y todos retornaron a sus formas
iniciales en la prueba de carga de 1000 gramos (Figura. Al aumentar la carga objetiva a
los 5000 g se observa que se llegd a una mayor deformacion, de hasta 25 % y que regresaron
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a su forma inicial. (Figura [33])(Los graficos de cada muestra previo a la media se pueden
observar en anexos)

Por dltimo, los resultados al aumentar la carga a 10000 g presentan una curva donde
se llegaron a deformar por completo las muestras, de la misma manera que en la prueba
pasada, se observa que el resultado de falla y deformacién no permitieron que las muestras
regresaran a su forma original, y soportaron hasta casi 12000 Pa de presion (Figura .

En la Figura[33]se pueden observar que las muestras de concentracion de 10 % agar y 2 %
de 6xido de silicio sometidas a peso objetivo de 1000 g, sobrepasaron los 1000 Pa de presion,
no hubo ninguna ruptura. Para los 5000 g, se observa que el texturémetro sobrepasé el limite
de presion indicado, el resultado fue una disminucion en el porcentaje de deformaciéon, por
altimo en el grafico de 10000 g todas las muestras llegaron al fallo y fueron llevadas a ruptura
aproximadamente a la presion de 5000 Pa.

Los resultados para las muestras de concentracion de 10% de agar, y 3% de oxido de
silicio fueron que al ser expuestos a una carga de 1000 g llegaron a deformarse menos de un
20 %, y retornaron a su forma original (Figura . Al aumentar la carga a 5000 g se observo
que la deformacion llego a ser para la mayoria de entre 34 y 36 %, pero de igual manera
todas las muestras regresaron a su forma original. Finalmente en la prueba de 10000 g de
carga se observo que llegd a destruirse totalmente, aproximadamente pasado de 8000 Pa el
texturémetro decidi6é retirar la presion.

Los resultados de las muestras con concentraciones de 5 % de concentraciéon de agar y 1 %
de 6xido de silicio fueron que al ser presentadas ante una carga de 1000 g se obtuvieron como
resultado deformaciones de entre 10 y 14 % en la presion de 600 y 1000 Pa fue cuando se
observaron mayores deformaciones, también se puede observar que regresaron a sus formas

originales (Figura [33]).

Con una carga de 5000 g se observa que llegaron a mayores porcentajes de deformaciones
de entre 25 hasta 32 %, en 5000 Pa justamente, el texturometro sigui6 aumentando pesos,
pero todas las muestras fueron capaces de retornar a sus formas originales. Finalmente se
expuso las muestras a una carga de 10000 g, donde se observé que al llegar a 12000 Pa se
llevaba un 60 % de deformacién y las muestras sedieron, por lo que el texturémetro inicid
con disminuciones de presiones.

Para las muestras con concentracion de 5 % de agar y 2 % de 6xido de silicio los resultados
de la prueba con una carga objetiva de 1000 g se llevé hasta 1400 Pa y las muestras rondaron
en deformaciones entre el 17 y 21 % y retomaron sus formas iniciales (Figura. Al aumentar
la carga objetiva a los 5000 g se puede observar que las muestras se deformaron al fallo
aproximadamente al llegar a una presion de 7500 Pa, excepto por la muestra 22, que si logrd
retornar a su forma original y en la prueba de 10000 g esta lleg6 al fallo a los 5000 Pa.

La ultima prueba se realizo en muestras de 5% de agar con un 3% de oxido de silicio,
donde el resultado para la prueba de compresion a los 1000 g presenté no mas de 16 % de
deformacion en ninguna de las muestras, y no regresaron a su forma original (Figura .
Los resultados al someter las muestras a una carga de 5000 g fue que todas las muetsras
llegaron a su punto de fallo llegando casi a los 6000 Pa, el tnico que logr6 no verse afectado
fue la muestra 26, que logré mantenerse sin llegar al fallo, al someter la muestra a una carga
de 10000 g ésta llego al fallo al alcanzar 4000 Pa de presion.
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En la Figura [34] se puede observar un grafico de ejemplo de resultado, y se observa la
deformacion de la muestra conforme aumentaba la carga de compresion a la que esta estaba
siendo sometida.

12000 1(?% agary 1%‘ de 6xido de‘sillclo con 190009 de carga

10000

8000

6000 -

Presion (N/m?)

4000

2000 -

0 20 40 60 80 100 120
Deformacion (%)

0 20 40 60 80 100 120
Deformacién (%)

Figura 34: Gréfico con linea de deformacion

8.3.2. Resultados de los médulos de compresion:

Los resultados de los modulos de compresion de pueden observar en la figura [35] que la
muestra que alcanzé un mayor moédulo de compresion en promedio fue la de 5 % de agar y 1 %
de 6xido de silicio, sobrepasando un médulo de 140 kPa, el de menor modulo fue el de 10 %.
Se observa una tendencia en el caso de las muestras de 5% de agar, que a mayor cantidad
de 6xido de silicio, menor es el médulo de compresién. En las muestras de concentraciéon del
10% de agar no se observa una tendencia clara (El cuadro con los datos utilizados para el
grafico se puede observar en anexos el Cuadro @
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Figura 35: Médulos de compresion de las distintas concentraciones

8.4. Imagenes con microscopio de barrido:

8.4.1. Resultados de imagenes con microscopio de barrido:

En la Figura[36]se puede observar que el 6xido de silicio utilizado se observa como piedras
pequetias, pero con distintos tamanos. Por otro lado el hidrogel de agar al 10 % se observa
completamente liso y sin ningtin cuerpo anadido, ademés no se observa ningtn poro.

Hidrogel 10%

Arena SiO2 Agar

= 100 pm

Figura 36:
Imégenes obtenidas de microscopio de barrido de muestra de 6xido de silicio y un hidrogel
de 10 % agar

Los resultados de las imagenes de las distintas muestras permiten observar diferencia
entre las cantidades de particulas de 6xido de silicio, aunque no es posible una mayor am-
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pliaciéon de la imagen, se alcanzan a ver las piedras, y como éstas aumentan cuando la
concentracién es mayor en la muestra, por otro lado entre las concentraciones de agar se
observa que las concentraciones de 5% son mucho mas lisas, y tienen una superficie con
menores particulas de 6xido de silicio, a pesar de ser la misma concentracién

3% Si02 2% Si02 1% Si02

3

10% AGAR

100 pm

5% AGAR

w700 pm

Figura 37:
Iméagenes obtenidas de microscopio de barrido de las 6 muestras de distintas
concentraciones de agar y 6xido de silicio
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cAPiTULO 9

Discusién

Los resultados obtenidos en los procesos de sintesis de hidrogel presentan ciertas dis-
crepancias con las expectativas iniciales y la literatura de referencia. En el proceso uno se
buscaba lograr la completa disolucién de la quitina en un solvente de calcio para posterior-
mente precipitarla en forma de hidrogel. Sin embargo, los quimicos no estaban en su nivel
reactivo 6ptimo, debido a que en Guatemala la obtencién de estos reactivos es demasiado
complicado y existen ciertas leyes para la obtenciéon de los mismos, por ello se buscan alter-
nativas de bajo costo y accesibles. El resultado fue una disolucién incompleta de la quitina.
Este hallazgo subraya la importancia crucial de la calidad y capacidad de reacciéon de los
reactivos utilizados en procesos de sintesis quimica [108|.

El resultado para el proceso dos tampoco fue el esperado, ya que se agreg6 el acido acético
al 10%, y el resultado fue la no disolucion de la quitina, sus particulas quedaron intactas
a pesar de llevar bastante tiempo esperando a que se disolvieran en altas temperaturas. La
falta de los resultados esperados se atribuyen a que la quitina era demasiado pura, y que esta
es mas complicada de disolver[110]. Ademéas que la desacetilacion es otro factor que puede
afectar al niver de disoluciéon de un material tan hidrofébico y estable como lo es la quitina
[110]. Tampoco se contaba con el agente reticulante puro, que es el glutaraldehido al 2 %,
para obtenerlo se necesitaba tener una certificacion y agente comercializado estéa diluido en
otros quimicos. Al ser éste el encargado de generar las redes de interconecciones para que el
hidrogel se produzca y no utilizarlo puro, aunque un poco de la quitina se hubiese disuelto,
al agregar el agente reticulante impuro este no produjo las reacciones quimicas y reticulantes
que se esperaban.

Para el tercer proceso, donde se contaba con los reactivos puros se esperaba que finalmen-
te funcionara la sintesis del hidrogel, a pesar de ello esto no fue lo sucedido. Atn utilizando
los quimicos adecuados la quitina no llegd a disolverse, esto se atribuye a que la publicacién
por Tamura et.al no explica de manera detallada la temperatura a la que deben llegar los
reactivos, por ello se tomaron ciertas libertades conforme a la temperatura utilizada. Ade-
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mas, no se encontraba ningin tipo de diagrama que explicara claramente el procedimiento
de sintesis con imégenes del proceso paso a paso y no se establece tampoco el nivel de pureza
de la quitina. [108] Al no contar con el equipo y cristaleria necesaria para realizar un reflujo,
se optd por una alternativa de calentamiento normal. Por este motivo, ciertas discrepancias
se pueden encontrar entre los procesos realizados.

Por tltimo, los resultados del cuarto proceso utilizando agar como agente gelificante en
el hidrogel fueron los esperados, ya que se lograron gelificar hasta 28 muestras de manera
correcta, las concentraciones seleccionadas de agar del 5 y 10 % que fueron resistentes debido
a su menor tendencia a retencion de agua, a diferencia del gel de 1% de agar.

Para las pruebas de hinchazéon se buscaba encontrar la concentraciéon que lograra una
hinchazén baja para poder darle una aplicaciéon de cemento 6seo al hidrogel, la muestra con
menor hinchazon fue la de 10% de agar y 3% de 6xido de silicio, por lo que permitiria un
buen resultado como cemento 6seo y aquel que no servirfa como un cemento éseo debido a
su alto nivel de hinchamiento es el de 5% de agar y 2% de 6xido de silicio. A medida que
el tamafno de poro de la red decrece, los hidrogeles también pueden exhibir una marcada
reduccién en el maximo contenido de agua que pueden almacenar, a esa razon se le atribuye
que este hidrogel cuenta con menor hinchamiento, debido a que los poros son més pequenos.
[111]

En las imagenes obtenidas por el miscroscopio de barrido no se observa ningtin poro
debido a la falta de acercamiento que se le podia dar a las muestras por ser humedas,
pero las diferencias de 6xido de silicio demuestra que la sintesis de estas concentraciones
fue realizada correctamente. La falta de homogeneidad al rededor de las muestras se puede
deber a que la forma esperada de el 6xido de silicio son pequenas perlas de tamafios mas o
menos iguales, pero en este caso el utilizado al ser piedras de distintos tamanos pueden no
ser propagadas de manera homogénea por toda la muestra [112].

Los resultados incoherentes de ciertas muestras al ser expuestas a presiones altas y que
las graficas cobrasen formas distintas se le atribuye al texturémetro utilizado, al llegar al
fallo presenta valores de error en los datos, esto se puede deber a que el texturémetro no
busca llevar las pruebas de comida al fallo, sino solamente determinar sus principales carac-
teristicas, el uso de equipos profesionales y aptos para las pruebas es esencial para obtener
resultados méas exactos, con equipos recomendados para pruebas mecanicas en hidrogeles
[113]. Actualmente en UVG solamente se cuenta con dispositivos especializados para ma-
teriales de construccion dentro del departamento de ingenieria civil o con el texturometro
utilizado en este proyecto. En ambos casos el rango utilizado de fuerzas y la precision de
medicién no es lo ideal para caracterizar hidrogeles. Sin embargo, los resultasdos obtenidos
aqui son el primer paso para poder comprender la influencia de los diversos parametros
investigados en las propiedades mecéanicas del hidrogel.

Segin los resultados obtenidos por el texturémetro, ninguna de las muestras expuestas
a las pruebas serfa capaz de llegar a los 205 MPa, ni 131 MPa de presiéon, como la que
los huesos son capaces de soportar [52], esto se puede deber a la alta capacidad del agar
para retener agua, por lo que a pesar de tener alta concentraciéon de agar, el agua absorbi-
da debilita la capacidad de soporte de cargas. Segin estudios parecidos se observd que la
fuerza mecanica de compresion rondaba entre 3790 y 47700 Pa [114], por lo que el resultado
obtenido de los hidrogeles con agar y 6xido de silicio superaron a los 3790 Pa, por ende si
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se pueden determinar como un andamio dentro de sus propiedades mecénicas, pero no son
lo suficientemente fuerte como para su aplicaci6on en huesos de manera definitiva, sino més
bien como un apoésito. Ademaés gracias a la adicién de éxido de silicio logran ser bioactivos
y al contar con una baja cantidad, si aumenta la presién soportada y su médulo de com-
presiéon, pero al aumentar demasiado la adiciéon de este, la muestra se seca demasiado y al
deshidratarlo este se debilitay presenta menor moédulo de compresion.

Los hidrogeles sintetizados podrian ser utilizados como un tipo de cemento 6seo de
huesos rotos, al mezclar con algin otro material, como lo es el alcohol polivilinico (PVA),
las muestras presentarian méyor resistentecia mecénica, biocompatibilidad y conductividad.
[115] |116] Por el momento, la muestra que conviene més como un cemento 6seo seria la que
cuenta con concentraciones de 10 % de agar y 2% de oxido de silicio, ya que tiene un valor
alto dentro de su modulo de compresion de 137.61 kPa y tampoco llega a un nivel mayor
que 9% de hinchazén y al contar con éxido de silicio permite obtener los beneficios de los
biovidrios sin deshidratar la muestra en exceso, permitiendo ser moldeable y adaptable a
distintas formas.

Los resultados obtenidos son solamente el inicio para el desarrollo de andamios celulares
a base de agar y biovidrio. Dentro del plan original del proyecto se esperaba realizar pruebas
de biocompatibilidad con células 6seas, por motivos de retrasos en las cadenas de suminis-
tro de los proveedores de material biolégico, no pudieron ser realizadas. Un paso esencial
dentro del desarrollo a futuro de este tipo de andamios debe ser la determinaciéon de su
biocompatibilidad con las células adecuadas al érea de exposicion del hidrogel.
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capituLo 10

Conclusiones

Al utilizar la quitina que es un material poco soluble, es necesario contar con todos los
equipos y reactivos para producir un hidrogel correctamente. Si no se utiliza el equipo,
reactivos y se sigue el proceso detalladamente, no es posible sintetizar y caracterizar las
propiedades mecénicas y biolégicas de un hidrogel a base de quitina y éxido de silicio
para la posible implementacién en regeneraciéon 6sea. Esto limita la posibilidad de
desarrollar un hidrogel de menor costo y de facil sintesis pero apunta hacia los requisitos
minimos que debe cumplir cualquier centro de investigaciéon que quiera desarrollar este
tipo de hidrogeles en Guatemala.

Al no lograr disolver la quitina se tomoé la decisién de realizar hidrogeles a base de
agar. El agar tiene un proceso de sitnesis méas sencillo y es mucho maés facil de obtener
en Guatemala.

No se llegd a evaluar la proporciéon 6ptima de quitina sino de agar y 6xido de silicio
para la integracion de ambos componentes en un hidrogel, siendo la méas 6ptima en
resistencia a compresion la de 5% de agar y 1% oxido de silicio.

Fl 6xido de silicio en pequenas cantidades es capaz de mejorar las propiedades me-
cénicas de compresion de un hidrogel mientras que en altas cantidades disminuye su
resistencia.

El agar a pesar de tener gran potencial de absorcién de agua, al ser utilizado junto
con oxido de silicio, presenta suficiente resistencia mecanica y versatilidad de forma;
para su aplicaciéon como andamio celular en apositos.

Aunque los hidrogeles no alcanzaron la resistencia mecéanica necesaria para imitar las
capacidades de carga de huesos, se consideran prometedores como cemento 6seo para
unir huesos rotos. La mezcla con otros materiales como alcohol polivinilico, podria
fortalecerlos, mostrando posibles aplicaciones en el campo de la medicina ortopédica.
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capiTuLo 11

Recomendaciones

Se sugiere a futuro, utilizar el equipo completo de reflujo, adquiriendo uno por medio
de la universidad o en calidad de préstamo. Adicionalmente, se recomienda contar con los
reactivos, en caso contrario, buscar alternativas como el quitosano, por ser mas facil de
disolver y manipular. El quitosano puede ser adquirido comprandolo directamente o a través
de la decantilacion de quitina con hidréxido de sodio.

Es recomendable disponer de equipo apto para pruebas mecanicas de hidrogeles o de
andamios, para que los resultados de las pruebas mecénicas sean més exactos. Otras alter-
nativas podrian ser el cambio de aditivo de 6xido de silicio, por un aditivo distinto para
comparar diferencias de las propiedades.

En caso de continuar con los estudios de agar como la base del hidrogel se sugiere ob-
tener 6xido de silicio en grado reactivo, realizar pruebas con una mayor concentraciéon de
agar, colocar las muestras de hidrogeles tratadas con oxigeno en el microscopio de barrido
para poder obtener una mayor ampliacién de imagen para observar los poros y sus tama-
nos. También se recomienda realizar pruebas de biocompatibildad con los materiales para
establecer si pueden ser utilizados dentro del cuerpo humano.

En un futuro se pueden preparar hidrogeles a base de agar y alcohol polivinilico para la
creacion de un cemento 6seo mas resistente y que cuente con mayores antecedentes cientificos,
se podrian realizar todas las pruebas previamente mencionadas y agregar una de viabilidad
celular. Tabiépen se puede continuar con el uso de agar y 6xido de silicio, como apdsitos,
realizando estudios antibacteriales y de biocompatibilidad.
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CAPITULO 13

Anexos

Figura 38: Texturémetro CT3, Concereal
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Figura 39: Tipos de cabezales de texturémetro

1000 5000 10000 Promedio
Muestras Maodulo de elasticidad CORRELACION

10% A-1%S| 115.61 134.6 133.67 127.96 0.977
10% A-2%S| 112.98 147.53 152.31 137.61 0.984
10% A-3%S| 95.589 104.33 104.57 101.50 0.967
5% A-1%S 101.27 162.36 164.57 142.733 0.982
5% A-2%S 117.25 136.98 124.50 126.24 0.963
5% A-3%S 49.21 62.84 66.39 59.48 0.971

10% A 44.63 N/A N/A 44.63 0.985

Cuadro 7: Resultados de moédulos de compresion de las distintas concentraciones
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Figura 40: Hidrogel 1% de agar

MUESTRAL MUESTRA 2 MUESTRA 3

Muestra (concentracién de agar | Dia de 24 horas 7 dias post| Diade 24 horas |7 dias post| Dia de 24horas | 7 dias
+ concentracion de Si02) sintesis ’post_ sintesis | sintesis |post sintesis| sintesis sintesis ,pOSt_ 'post_

sintesis sintesis sintesis

Peso en gramos (g)
10%+3% 1.5188 1.59042 1.6034 1.3078 1.3470 1.3543 1.4909 1.5359 1.5601
10%+2% 1.4301 1.4951 1.7036 1.4177 1.4416 1.4747 1.2192 1.2464 1.2667
10%+1% 1.4204 1.6668 1.7037 1.3997 1.4034 1.4863 1.4968 1.5498 1.6640
5%+3% 1.1015 1.2390 1.3811 1.2542 1.3423 1.3450 1.1720 1.2286 1.2446
5%+2% 1.0901 1.3858 1.4282 1.0459 1.0700 1.1454 1.1503 1.1755 1.3499
5%+1% 1.0868 1.2184 1.4183 1.0994 1.3412 1.3511 1.1688 1.2255 1.2458
Figura 41: Pesos de hidrogeles para prueba de hinchazén
MUESTRA1 MUESTRA 2 MUESTRA 3

Muestra (concentracion de agar | ¢\ > 1o | sw7DIAS| SW24HRS | SW7DIAS| SW24HRS | sw7DIAS [psw 24 |p sw7D
+ concentracion de Si02)
10%+3% 0.047 0.056 0.030 0.036 0.030 0.046415 3.58% 5%
10%+2% 0.045 0.191 0.017 0.040 0.022 0.03896 2.82% 9%
10%+1% 0.173 0.199 0.003 0.062 0.035 0.111705 7.05% 12%
5%+3% 0.125 0.254 0.070 0.072 0.048 0.061945 8.11% 13%
5%+2% 0.271 0.310 0,023 0.095 0.022 0.17352 10.54% 19%
5%+1% 0.121 0.164 0.220 0.229 0.049 0.06588 12.98% 15%

Figura 42: Resultados de SW en muestras, promedios y porcentajes
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Presion (N/m?)

Gréficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras de hidrogeles
de agar al 10% y oxido de silicio al 1%, con cargas objetivas de 1000 g (izquierda), 5000 g

Presion (N/m?)

Graficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras de hidrogeles
de agar al 10 % y oxido de silicio al 2%, con cargas objetivas de 1000 g (izquierda), 5000 g
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Figura 43:

(centro) y 10,000 g (derecha)
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AEORQ G

Deformacion (%)

Deformacion (%)

Deformacion (%)

Figura 44:

(centro) y 10,000 g (derecha)
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Figura 45:

Gréficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras de hidrogeles
de agar al 10 % y oxido de silicio al 3%, con cargas objetivas de 1000 g (izquierda), 5000 g
(centro) y 10,000 g (derecha)
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Figura 46: Graficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras de hidrogeles
de agar al 5% y oxido de silicio al 1 %, con cargas objetivas de 1000 g (izquierda) y 5000 g (derecha)
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5% agar y 2% de oxido de silicio con 1000g de carga 5% agar y 2% de oxido de silicio con 50009 de carga
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Figura 47: Graficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras de hidrogeles
de agar al 5% y oxido de silicio al 2 %, con cargas objetivas de 1000 g (izquierda) y 5000 g (derecha)
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Figura 48: Gréaficos de presion (Pa) contra porcentaje de deformacion para 4 muestras de hidrogeles
de agar al 5% y oxido de silicio al 3 %, con cargas objetivas de 1000 g (izquierda) y 5000 g (derecha)
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