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RESUMEN

Los hidrogeles son geles entrecruzados en forma de redes porosas de gran
flexibilidad y de naturaleza hidrofilica, los cuales pueden ser de origen natural o
sintético que al absorber agua, aumentan su volumen hasta alcanzar un equilibrio
fisico-quimico, manteniendo su forma (memoria de forma) y algunos son
biocompatibles.

Sus caracteristicas estructurales les permiten ser ampliamente usados para
inmovilizar diversas especies quimicas o biolégicas, lo cual lo hace atractivo como
andamios y/o soportes porosos permeables para una amplia variedad de
aplicaciones en el area de agricultura, cuidado personal, ingenieria de tejidos,
membranas, liberacion controlada de farmacos, catalizadores, micro capsulas,
secuestrantes, etc.

En el disefio y estudio de nuevos sistemas con posibles propiedades
biocompatibles, osteoinductivas y/o bactericidas que pudieran ser utilizados como
biomateriales en el area de regeneracién de tejidos, entre otros, se estudia el
efecto de tres mecanismos de iniciacion de radicales libres: iniciacion quimica (1Q),
fotoiniciaciéon (FI-UV/vis), irradiacion gamma (irradiacién y), sobre la estructura de
hidrogeles de Poliacrilamida (PAAmM) y ademas, la presencia de nanohidroxiapatita
(nHAP), Nitrato de Plata (AgNO3), Quitosano (CS) y sus combinaciones (técnica
one pot), sobre las matrices compuestas obtenidas.

De los mecanismos de iniciacion de radicales libres utilizados, se generaron
diferentes estructuras nano y macroporosas de PAAmM pura 0 compuestas,
atribuido a que cada mecanismo aporta una energia determinada, que genera una
cantidad de radicales libres que inician el proceso de polimerizacion de la
Acrilamida (AAm) y N,N"metilenbisacrilamida (NNMBAAmM).

Se determind la capacidad de absorcion de las matrices de PAAm y PAAmM
compuestas, y los modelos cinéticos de hinchamiento aplicados permitieron

identificar los mecanismos de absorcion de agua.



Las matrices compuestas presentaron nano y microparticulas de plata (Ag),
HAP, Fosfato de Plata (AgsPO,), etc., altamente distribuidas y embebidas en las
correspondientes matrices.

Los sistemas de PAAmM con nHAP o CS sintetizados por el mecanismo de
iniciacion quimica son osteoinductivas y/o biocompatibles, mientras que las
matrices conteniendo nanoparticulas de Ag son citotoxicas. Por lo cual, las
matrices de PAAm con CS y/o nHAP son las mas adecuadas para ser propuestas

como posibles andamios para la regeneracion 0sea.



DEDICATORIA

A TODA MI AMADA FAMILIA ASCENDENTE, Abuelos, Padres, Madres, Tios,
Tias, hermanos, primos, sobrinos, quienes con amor, dedicacién, ejemplos y apoyo me
dieron las herramientas para entender que la vida es un proceso continuo de aprendizaje.

A Ml AMADA Y DISFRUTADA FAMILIA DESCENDIENTE, Pedro Silva,
Norymar Silva y Angel Silva quienes con amor, dedicacion y respeto han realizado
conmigo esta gran experiencia de mis estudios doctorales, el aprendizaje ha sido
decrecimiento académico-familiar.

A MIS MADRES Y PADRES QUE LA VIDA ME REGALO, Rafaela de Inciarte,
Rafael Inciarte, Magaly Rojas, Jorge Rondon, Mamaita, Papaito, quienes con su aprecio
sincero y su gran cobijo amigo-hija me han dado mucha fortaleza con su invaluable apoyo;
siempre me han cuidado y creido en mi.

A MIS HERMANOS QUE LA VIDA ME REGALO, Ingrid Inciarte, Jorge
Martinez, Ana Velasquez, ManuelVillarreal, al grupo ensalada (maracuchos), Gerardo
Fonthal, Roberto Zysler, Frank Velasquez, Karelis Prieto, Mary Mufioz, Teresa Gonzélez,
Evelin Viteri, Gabriela Ortega, Melissa Escalona, Joseline Ruiz, Lisbeth Lozada por
siempre darme carifio, apoyo y herramientas.

A LOS AHIJADOS QUE LA VIDA ME REGALO Ariadn Velasquez, Carol
Fuenmayor, Juan Fuenmayor, Maria Edilia, Maria José, Maria Victoria, Cristian Colina,
que siempre con su amor inocente e incondicional me han dado motivos y fortaleza para
estar en esta aventura del continuo aprendizaje de la vida.

A MI NUEVA FAMILIA SILVA-MUJICA por tanto carifio y apoyo.



AGRADECIMIENTOS

Siendo estos estudios de Postgrado una gran experiencia de esfuerzos continuos,
donde participan activamente muchas personas, quienes con carifio y amor por lo que
hacen, me respondieron siempre de manera amable y oportuna. Les agradezco con mucha
sinceridad a:

Al Postgrado de Fisica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de
Venezuela (UCV), por darme la oportunidad y la formacion para llevar a feliz término mis
estudios de cuarto nivel.

Al Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), quien me acogio
como estudiante tesista de postgrado, apoyandome con todos los beneficios que otorga para
desarrollar en sus instalaciones la investigacion de mi tesis doctoral.

Al Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (FONACIT) por financiar
parte de mis estudios doctorales.

A mi tutores, Dra. Gema Gonzalez y Dr. Alexander Bricefio quienes con sus
invaluables conocimientos, profesionalismo, amor a la ciencia, personalidad y paciencia me
dirigieron y formaron en este fabuloso aprendizaje del desarrollo de la investigacion.
Gracias Doctores, por la confianza de darme a mi disposicién todos los equipos y
materiales que ustedes disponen en sus respectivos laboratorios a cargo, para el desarrollo
de nuestra investigacion. Gracias por considerar con respeto mi tiempo compartido, con una
de las labores més importantes e invaluables en mi vida, mi Familia.

Al Centro de Quimica por la invaluable colaboracion en sus todas sus instalaciones,
en especial los laboratorios de Sintesis y Caracterizacién de Nuevos Materiales donde
realice parte de la investigacion. Al servicio de Espectroscopia infrarroja manejado por Liz
Cubillan. Al laboratorio de Polimeros por la ayuda de andlisis termogravimétricos. A todos
mis comparfieros de laboratorio, Muchas Gracias.

Al Centro de Ingenieria de Materiales y Nanotecnologia donde reina el
profesionalismo y comparierismo de todos los estudiantes en formacién y el personal de

Investigacion: Dra. Gema Gonzélez, Antonio Monsalve, Maria Eugenia, Maria Elena,



Damarys, Rafael Villalba, Juan y en especial a Lisbeth Lozada por su esmero y dedicacion
en la preparacion de la muestras para hacerles los respectivos analisis microscopicos.

Al Laboratorio de Materia Condensada donde todos sus integrantes, Dr. Pedro
Silva, Dr. Werner Bramer y mis compafieros de postgrado Yenni Sanchez, Leonardo Vivas,
Daniel Macero, José Luis Villegas estuvieron dispuesto en la colaboracion de sus
conocimientos personales y equipos a su disposicion, que le dieron aportes importantes a la
investigacion.

Al Personal de la Planta PGAMMA en especial al Ing. Paolo Traversi, José
Cornieles, Jaime Jaspe, Meivis Sanchez, Maria de los Angeles por la valiosa colaboracion
prestada en todo el proceso de irradiacion de las soluciones y asi realizar las sintesis,
ademas su posterior esterilizacion.

Al Personal del Taller Mecéanico del Centro de Fisica del IVIC, en especial a los
Técnicos Robert Romero por la asesoria y montaje del soporte para 18 soluciones con los
pardmetros requeridos para colocarlos a irradiar en la planta PGAMMA, y a Freddy
Jiménez por la asesoria y montaje de la guillotina corta hidrogeles, herramientas inéditas y
super valiosas para el desarrollo de la investigacion. Gracias Dr. Pedro Silva por su aporte
de ideas y materiales para la elaboracion del soporte de irradiacion.

Al personal de DIMEC quienes con su aporte culminé el soporte para la guillotina
corta hidrogeles y otros accesorios.

Al Doctor. Armando Blanco, Profesor de la USB, quién con sus valiosos
conocimientos en fisica de fluidos dio aporte importante en el desarrollo de la
investigacion.

A la Doctora, Karem Noris, Profesora de la USB, y su grupo de laboratorio por el
aporte del estudio de bicompatibilidad de los materiales sintetizados.

Al Magister Edgar Cafiizales, quien con su valiosos conocimientos de la técnica
Microscopia Electronica de Transmision, apoyo en la toma e interpretacion de los
resultados.

Al personal de la Biblioteca Marcel de Roche (IVIC), en especial a Baudilio Quiroz,
Grisha Rivas, José Rodriguez, quienes con su amor por su trabajo que se traduce en una
excelente eficiencia laboral, me apoyaron en la basqueda de la bibliografia necesaria para

el soporte de esta investigacion.

viii



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN ..ottt sttt sb e st sbeene s iv
DEDICATORIA ..ottt ettt sttt st sbe e nesae e vi
AGRADECIMIENTOS ...ttt sttt ettt st sae et sre e vii
LISTADOQO DE FIGURAS........ooteeeeeentte ettt xii
LISTADQO DE TABLAS.......o ottt xxXii
CAPITULO I: INTRODUCCION ..ottt 2
CAPITULO 11: MARCO TEORICO ... 8
2.0, GELES ... 8
2.2. GENERALIDADES DE LOS HIDROGELES. ... 9
2.3.- CLASIFICACION DE LOS HIDROGELES........ccooviieieieeeeeeeeeee e, 10
2.4.- HINCHAMIENTO Y DESHICHAMIENTO DE LOS HIDROGELES............ 12
2.5.- INFLUENCIA DE LOS EFECTOS EXTERNOS SOBRE LOS HIDROGELES
........................................................................................................................... 13
2.6.- PROPIEDADES DE LOS HIDROGELES ... 14
2.7. POLIMERIZACION DE HIDROGELES........ccooiviieieiteeee e, 15

2.7. 1. MECANISMOS DE CRECIMIENTO DE CADENAS POLIMERICAS... 17
2.7.2 MECANISMOS DE INICIACION EN LA SINTESIS DE POLIMEROS... 18

2.8. ESTRUCTURA DE LOS HIDROGELES........cocoviiiieeeeeeeee e 20
2.9 FORMACION DE LA ESTRUCTURA DE LOS HIDROGELES.................... 22
2.9.1. COPOLIMERIZACION VINIL-DIVINIL ...oooiiieee e 25
2.9.2. MODELOS DE ENTRECRUZAMIENTOS DE CADENAS
POLIMERICAS ..ottt ettt ettt sae e 27
2.9.3. FORMACION DE LOS POROS DE LARED .....ocooieiieeeeeeeeeeeeeee 29
2.10 ELASTICIDAD DE LAS CADENAS .....ooviiiiieeee ettt 32
2.11. CINETICA DE HINCHAMIENTO EN HIDROGELES .......cccoveoiiiieenen. 32
2.12. RESPUESTA DE LOS HIDROGELES A ESTIMULOS EXTERNOS......... 38
2.13 APLICACIONES DE HIDROGELES ........coiiiieeie et 39
2.14 TECNICAS DE CARACTERIZACION......c.oiiiieeeeeeeeee e 42
2.14.1 ESPECTROSCOPIA FT- IR .ottt 42
2.14.2 DIFRACCION DE RAYOS-X EN MUESTRAS POLICRISTALINA
(D123 TR 43



2.14.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)............... 44

2.14.5 TERMOGRAVIMETRICO (ATG) ..ooiveieiieeeieee e 44
2.14.6 CAPACIDAD DE ABSORCION ......cooooiieeee et 45
CAPITULO III: ANTECEDENTES .........oooiiieeieeieeeeeeeeeeeese s 47
3.1 HIDROGELES DE POLIACRILAMIDA ......cviiiiieie e eeeee e 47
3.2 QUITOSAND ...ttt ettt ettt et et e s e aesteeneesteaneas 55
3.3 HIDROXIAPATITA (HAP) ..ot 55
3.4 NANOPARTICULAS DE PLATA ... .ottt 56
3.4.1 RESONANCIA PLASMONICA SUPERFICIAL LOCALIZADA (RPSL) .. 63
CAPITULO IV: METODOLOGIA EXPERIMENTAL........ooueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 68
4.1. SINTESIS DE PAAM PURA ... 74
4.1.1. VIA INICIACION QUIMICA (IQ) ...eeeiiieeee et 74
4.1.2. VIA FOTOINICIACION POR RADIACION EN EL RANGO UV-Visible
(FISUVIVIS) .ottt ettt ettt ettt 74
4.1.3. VIA RADIACION GAMMA (irradiaCion Y) .......cooveeeieeeeeeiieeeseeee s, 75
4.1.4. VIA ULTRASONIDO DE ALTA FRECUENCIA (USAF) .....ccoeevieeienne. 75
4.2. SINTESIS DE HIDROGELES COMPUESTOS......oooeeeeeeeeee e 75
4.2.1. SINTESIS DE HIDROGELES COMPUESTOS CON 1 ADITIVO ......... 76
4.3. SINTESIS DE HIDROGELES COMPUESTOS CON 2y 3 ADITIVOS..... 77
4.4. CARACTERIZACION DE LAS MATRICES POLIMERICAS .....cccooveeenn.... 77
4.4.1. ESPECTROSCOPIA FT- TR oottt 77
442 ANALISIS POR DIFRACCION DE RAYOS-X EN MUESTRAS
POLICRISTALINA (DRXP) ...ttt ettt 78
4.4.3. ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)
....................................................................................................................... 78
4.4.4. ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
(MET) ettt ettt et et e e ee e etenee e 78
445 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (ATG) Y CALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC).....cuviiuiieeie e 79
4.4.6 ANALISIS POR ABSORCION EN EL RANGO UV-VISIBLE ................. 79

4.5 CAPACIDAD DE ABSORCION........oiiiiiieeeee ettt 79
4.6 MODELADO DE LA CINETICA DE HINCHAMIENTO ......cocoviieieieeeee e 80
4.7 MEDICION DE LA TEMPERATURA . .....oo ittt 82
4.8 BIOCOMPATIBILIDAD ...ttt et 83
CAPITULO V: siNTEs;s DE HIDROGELES DE PAAm POR DIFERENTES
FUENTES DE INICIACION DE RADICALES LIBRES.........cocoovieiueiieeeeseeeseeeeennes 86

X



CAPITULO VI: HIDROGELES COMPUESTOS CON 1 ADITIVO........cccccevveuennene 123
6.1 HIDROGELES HIBRIDOS DE PAAM/nHAP POR INICIACION QUIMICA 126
6.2 HIDROGELES DE PAAmM/Ag" POR DIFERENTES METODOS DE SINTESIS

......................................................................................................................... 145
6.3 HIDROGLES DE PAAM/CS POR INICIACION QUIMICA .......ocvvevveeen 181
CAPITULO VII: HIDROGELES COMPUESTOS CON 2 6 3 ADITIVOS................ 190
7.1 HIDROGELES DE PAAM/2%nHAP/%AgNO3 POR INICIACION QUIMICA
......................................................................................................................... 190
7.2 HIDROGELESS DE PAAM/2%AgNO3/2%CS POR DIFERENTES
METODOS DE SINTESIS ..oveeeveieeeeeeeeeeeeeeeeeetee e eeeeees e eseeseseseseseseseeeseon. 209
7.3 HIDROGELES DE PAAM/2%nHAP/2%AgNOs/%CS POR INICIACION
QUIMICA .ottt ettt ettt e et e s es et e esenees e 216
CAPITULO VIII: BIOCOMPATIBILIDAD.........ooooeeveeeeeeeeseeeseeseeessesseeesseesseesesessenens 227
CAPITULO IX: DISCUSION FINAL Y CONCLUSIONES..........ommevveerreereeeersserreenns 231
REFERENCIAS.......cvcoeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeessssssessssseesesssseessssssssssseessseessesssesessessssessseseeses 239
ANEXO Ao s e seeesesseeeeeeseeeeeseeesssseeesseeeees s eessseseessseeesseesees s sees e eeeseeseeees 250
ANEXO B. CALCULO DE LA ENERGIA APROXIMADA DE SINTESIS VIA .....251
ANEXO C. ESPECTROS DE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (FT-IR).............. 252
ANEXO D. TERMOGRAMAS ....vvoeeeeeeeeeeeeseseeessesesssesesessesssessssseessesssssssssssesseseeses 257
ANEXO E. AJUSTES DE MODELOS CINETICOS .......veeeereeereereeesseseesseseesseseeeneene 261
ANEXO F. PARAMETROS CINETICOS.........orveeeereeeeseeeeesseseeessesseessessesseseesseseeseeee 267
ANEXO G. AJUSTES DE LA ECUACION DE DIFUSION DE FICK RESUELTA
POR ELEMENTOS FINITOS........ovveeeeeeeeeeeeeeseseeessesesessesesessesssesessssessssssessssessssessseseeses 275
ARTICULOS PUBLICADOS .....oovveeeeeeeeeeeeeseseeseeseseesesssessessseseesssessesssessssseessessnsseses 277

Xi



LISTADO DE FIGURAS

Figura 2.1.1. Polimero comercial usado como sustituto de suelos, a) xerogel a t=0
min con 0 %S, b) hidrogel a t = 60 min de hinchamiento con 6157 %S, c)
hidrogel a 240 min de hinchamiento con 9228 %S. Como se observa el
hinchamiento no es isotrépico en el tiempo (imagen b), pero al final del
hinchamiento se mantiene la forma inicial del xerogel..............cccccoeiiiiinnies 9

Figura 2.7. 1. Ilustracién de la polimerizacién para la molécula de etileno, CoHs (

-
=

+"~%.). Los carbonos son grises (centro) y los blancos son hidrégenos
(EXELEINIOS) ..ttt ettt ettt ee 16
Figura 2.9. 1. Estructura de polimeros lineales, bifurcados y entrecruzados............ 22
Figura 29.2. Defectos en la estructura como: (a) Funcionalidades no
reaccionantes;(b)  bucles  cerrados  (loops); (c) entrelazamientos
(enmarafiamientos) permanentes de cadenas. Dos distribuciones espacilaes de
la misma distribucién de cadenas: (d) distribucion aleatoria de cadenas cortas
y largas; (e) agrupacion de cadenas cortas. ..........ccceeveinueuininienincinecnieeieeenes 24
Figura 2.9.1.1. Posibles interacciones de polimerizaciéon entrecruzante entre grupos
viniles/diviniles (mecanismo de radicales libres en solucién): a) ciclizacion
(entrecruzamiento intramolecular), b) entrecruzamiento (entrecruzamiento

intermolecular), c) multiple entrecruzamiento..........c.coccceevveeereerncnnccnnecnennen. 25
Figura 2.9.2.1. Probabilidad tipo &rbol donde los circulos denotan funcionalidades:
reaccionantes (negros); no reaccionantes (blanco). ........c.cccceeveevrecineineenineennes 29
Figura 2.9.3.1. Representaciéon esquematica de macrosinéresis y microsinéresis
durante la polimerizacion entrecruzante. ..........c.coececeveineerincninecinecnieeennenenes 30
Figura 2.14.1. Rango de absorciéon de diferentes moléculas en el rango infrarrojo
http:/ /es.wikipedia.org/wiki/Espectroscopia_infrarroja. .......c.c.ccececeuceeururunnes 43

Figura 3.1. 1. Diagrama de fase ternario de acrilamida/poliacrilamida (MW
10.000)/agua a 30°C. Concentraciones inmiscibles de AAm/PAAm/agua
(donde ocurre la separacion de fases) son representadas por puntos oscuros
(cuadrados); region miscibles de concentraciones AAm/PAAm/agua son
representados por puntos claros (circulos). El eje de 30% agua representa la
polimerizacion de 70% de AAM. .........ccccceiviiiiiiiiiie 51

Figura 3.4. 1. Posibles camino de reaccién que conllevan a una estructura fcc a
tener diferentes formas. El color verde, anaranjado y purpura representan las
caras cristalograficas {100}, {111} y {110}, respectivamente. Los planos
doblemente hermanados son delineados con lineas rojas. El parametro R es
definido como la relacién entre leas velocidades de crecimiento a lo largo de
las direcciones cristalograficas <100> y <111>. ..o, 58

Figura 3.4. 2. Representacion idealizada de aglomerados de metales con “ntmeros
magicos” de atomos, los cuales estdn con un maximo empaquetamiento
COMPACLO A€ ESETAS. ..ottt 59



Figura 3.4. 3. Cinética de la concentracién atémica en funcién del tiempo,
ilustrando la generaciéon de atomos, nucleacion y subsecuente crecimiento....60
Figura 3.4. 1.1. Ilustracién esquematica de dos tipos de nanoestructura Plasmonica,
en resonancia con un campo eléctrico Eo de la luz incidente con vector de onda
(k). En (A) la nanoestructura es mas pequefia que la longitud de onda de la luz
y los electrones libres pueden ser desplazados desde la red de iones positivos
(consistente del ntcleo y electrones libres) y oscilan colectivamente en
resonancia con la luz, efecto conocido como la Resonancia Plasmoénica
Superficial Localizada. En (B) los nanoalambres tienen una dimensién mucho
mas grande que la longitud de onda de la luz. En este caso, la luz acoplada a la
nanoestructura puede excitar a los electrones libres para crear un plasmon
superficial propagado (PSP) que puede viajar a lo largo de la superficie de la
nanoestructura metdlica.(Rycenga et al., 20171)......ccccceceviveinineninciineiniieieieees 63
Figura 3.4.1.2. Calculo de extincién en el visible (negro), absorcién en rojo y
espectro de dispersion en azul de nanocristales de Ag (40 nm), ilustrando el
efecto de la forma sobre las caracteristicas espectrales de: a) esferas, b) cubos,
c) tetraedros, d) octaedros, e) plato triangular, f) plato circular. g) nanocubos
de diferentes tamafios (36, 58, 99 y 172 nm, con méximos que se corren hacia el
rojo, respectivamente), dispersos en agua. H) picos de absorciéon de
nanoparticulas esféricas de diferentes tamafos (20-80 nm) (Petit, C. 1982.
Carpeta 1982 nanoparticulas nanoplatos) ..........cccceceeeveeneenincineinicnineinenene 65
Figura 4.1 Esquema de la Metodologia Experimental utilizada. ............ccccccceeueueneneee. 70
Figura 4.2. Discos cilindricos. (a) Dominio computacional para el método de
elementos finitos; (b) en un t = 0; (c) en un t >0. Los colores en (c) representan
distintos valores del solvente a medida que penetra en el hidrogel, azul:
POLIMETO SECO; TOJO: AGUAL ...eveveiiiiiiciieicieteiet ettt 82
Figura 5.1. Temperatura méxima de gelificaciéon de la PAAm por 1Q, se indican el
tiempo desde que se inicia la gelificacion hasta que se alcanza el méximo......87
Figura 5. 2. Imégenes fotograficas secuenciales de la formacién del hidrogel de
PAAm por iniciacion quimica, donde se observa la formaciéon de los

macroporos y la evaporacion del solvente............ccccooiiiiiiiniiiiiniie, 88
Figura 5. 3. Imagen de los hidrogeles de PAAm sintetizados via IQ: (a) recién
sintetizados (b) hinchados en el equilibrio..........ccccoceiiiiniiciiincce. 89
Figura 5.4. Imagen fotografica de hidrogeles de PAAm recién sintetizados por FI-UV/vis.
...................................................................................................................................... 90
Figura 5.5. Imagen fotografica de un hidrogel recién sintetizado por *-irradiacion con
AOSIS B 25 KGY ...ttt ettt et ettt s beerae s raesbeena e reenns 91

Figura 5. 6. Espectros de absorcion en el rango del Infrarrojo de: (a) monémeros de
AAm; (b) monémeros de NNMBAAm; (c) iniciador (PSA); (d) PAAm (IQ); (e)

PAAm (irradiacion y con dosis 5 kGy); (f) PAAm (FI-UV/Vis). .....cceevinunnnnne. 92
Figura 5.7. Espectros de absorcién en el rango del Infrarrojo de: PAAm irradiacion y
con dosis de 1,1 KGy, 5 KGy ¥ 25 KGY.....ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiccccccce, 93

Xiii



Figura 5.9. Morfologia del xerogel de PAAm por FI-UV/vis: (a) y (b) Imagenes de
MEB a diferentes escalas; (c) y (d) imagenes de MET; (d) es una imagen
ampliada de una zona de (C). «..occevueiriruerinieineiictcec e 96

Figura 5.10. Imagenes de MEB y MET mostrando la morfologia de los xerogeles de
PAAm via irradiacion y a diferentes dosis. (a) -( ¢) dosis de 1,1 kGy; (d) - (f)
dosis de 5 kGy; (g) - (1) dosis de 25 KGy. ....cccovueiviiiciniiiniiiiicicicciccene 97

Figura 5.11. Porcentaje de pérdida de masa en funcién de la temperatura de los
hidrogeles de: (a) PAAm (IQ); (b) PAAm (irradiacion y 5 kGy); (c) PAAm (FI-
UV /vis); (d) PAAm (irradiacion y 1,1 kGy); (e) PAAm (irradiacion y 25 kGy)....99

Figura 5.12. Isotermas de absorcion de: (a) Hidrogeles de PAAm por 3 métodos de
iniciacién; (b) Iniciacién irradiacion y (3 dosis); (c) Porcentaje de hinchamiento
en el equilibrio (%Seq) en funcién de los distintos métodos de iniciacion, en
agua. En SBF (d) via IQ. Todos a 37°C.........cccoeviviiiriniiniinieiceereieeecennes 102

Figura 5.13. Ln (%S/ %Seq) vs. Ln(t) hasta St/S.=0.60 para los hidrogeles de PAAm
por diferentes métodos de iniciacion de radicales via IQ(H ), irradiacion y (X,
B, ), FI-UV/Vis (D)......ooooooooeooooeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeeeee oo seeoessseesnnnns 104

Figura 5.14. t/ %S vs. t para los hidrogeles de PAAm por diferentes métodos de
iniciacion de radicales via IQ(H); irradiacion y (X, B, 3); FI-UV/vis (). .105

Figura 5.15. (a) Constante de velocidad inicial de hinchamiento,k0,(b) constante de
velocidad de hinchamiento, kS, (c) tiempo en llegar al equilibrio del
hinchamiento,teq, para los hidrogeles sintetizados con los distintos
mecanismos de iniciacion (IQ; irradiacion y (1,1; 5; 25 kGy) y FT-UV /vis)...... 107

Figura 5. 16. Ajuste del modelo de difusion del agua en el hinchamiento de
hidrogeles: (a) y (b) disco 1 y 3 de PAAm IQ; (c) y (d) disco 1 y 2 PAAm
Gamma 25 kGy; (e) y (f) disco 1 y 2 de PAAm UV /vis; respectivamente. Datos
experimentales (0) - modelo numérico (linea). Detalles de los hidrogeles Tabla
F.2 (ANEXO F).eiiieeieeec et 108

Figura 5.17. Coeficiente de difusion del agua en funcién de la densidad de los
discos para los hidrogeles de PAAm por diferentes métodos de iniciaciéon de
radicales via IQ(IM), irradiacion y (&), FI-UV/vis (). ...c..coovververrcerecs 109

Figura 5.18. Discos cilindricos. (a) Dominio computacional para el método de
elementos finitos; (b) en un t = 0; (c) en un t >0. Los colores en (c) representan
distintos valores del solvente a medida que penetra en el hidrogel, azul:
POlIMero SeCO; T0JO: AGUAL. ....cvcuiiiuiiiiiiiiiiiicie s 110

Figura 5.19. Penetracién tipica del agua y evolucion de la forma en el cilindro (solo
el plano de simetria es mostrado). Los colores indican: azul: polimero seco;
rojo: agua en tiempos: (a) t =1 min; (b) t = 10 min; (c) t = 100 min; (d) t = 700
min; (e) t =1200 min y (f) t = 1800 MiN. .....cocoeviiiiiiiiiiiiiicccce, 111

Figura 5.20. Evolucion temporal de la forma de un disco durante el hinchamiento
en tiempos: (a) t =5 min; (b) t = 150 min; (c) t = 35 min; (d) t = 4320 min.......112

Figura 5.21. Esquema hipotético de la formaciéon de los hidrogeles Etapa 1:
Moléculas utilizadas en las sintesis. Etapa 2: iniciaciéon de radicales (a) via
iniciacién quimica, (b) via fotopolimerizacion, (c) via irradiacion y. Etapa 3:

Xiv



Propagaciéon de la polimerizacion que induce el (a) crecimiento y (b)
entrecruzamiento, solvatacion de las cadenas primarias y la separaciéon de
fases (formaciéon de los poros). Etapa 4: Finalizaciéon de la polimerizacion.
Etapa 5: Estructuras nano y micro estructuradas de las redes de PAAm por los
diferentes via de iniciacion de radicales libres. .............cccccoooviiiiiiiiiin 119
Figura 6.1.1. Imagenes fotograficas secuenciales de la formacién del hidrogel de
PAAm/2%nHAp por iniciacion quimica, donde se observa la formacién de los
macroporos y la evaporacion del solvente. ..., 127
Figura 6.1.2. Curvas de Temperatura en funcién del tiempo durante la sintesis de
los hidrogeles de PAAm pura, PAAm/2%nHAP y PAAm/20%nHAP,
trasladadas para comparacion visual...........cccocccviiiiiiiiniiniinnie 127
Figura 6.1.3. Imagenes de MEB mostrando las morfologias de xerogeles de: (a)
PAAm; (b) PAAm/5%nHAP; (c) PAAm/10%nHAP; (d) PAAm/20%nHAP;
(e) Imagen de MET, del xerogel de PAAm/20%nHAP, las manchas negras

corresponde a granulos de NHAP. ..., 131
Figura 6.1.4. Difractograma de DRXP del xerogel de PAAm/2%nHAP. Picos de
HAP (). o 133

Figura 6.1.5. Curvas de absorcién y %Seq en funcién de la concentracion de HAP de
los hidrogeles: PAAm (), PAAmM/2%nHAP (®), PAAm/5%nHAP( &
),PAAM/10%nHAP (W), PAAmM/15%nHAP (®), PAAmM/20%nHAP (4). (a)
y (b) en agua destilada; (c) y (d) en SBF. Todos a 37 °C. Magnificacién en
minutos iniciales del hinchamiento, inserto en las curvas (a) y (c). ....cccccoueeeve. 135

Figura 6.1.6. (a) Constante de velocidad inicial de hinchamiento, k0,(b) constante
de velocidad de hinchamiento, kS, (c) tiempo en llegar al equilibrio del
hinchamiento, teq, para los hidrogeles hinchados en agua destilada (columna
izquierda) y en SBF (columna derecha)............ccooueeeiniinieinincniniiniccciccne 137

Figura 6.1.7. Coeficiente de difusiéon del agua, K, en funcién de la densidad de los
discos para los hidrogeles de PAAm (H), PAAm/2%nHAP(®),
PAAmM/5%nHAP( &), PAAm/10%nHAP (W), PAAm/15%nHAP (@
),PAAM/20%NHAP (Q).....oooioo s 138

Figura 6.1.8. Imagenes de MEB de hidrogeles de PAAm/20%nHAP en diferentes
tiempos inmersos en SBF: (a) 1 semana, (c) 1 mes, (c) 2 meses, (d) y (e) 8 meses.

Figura 6.2.1. Imagenes fotogréficas secuenciales de la formaciéon del hidrogel de
PAAmM/15ppmAgNOs; por iniciacién quimica, donde se observa la formacion
de los macroporos y la evaporacion del solvente. ............ccccoeiciiiniiicinne. 146
Figura 6.2.2. Imagenes fotograficas secuenciales de la formacién del hidrogel de
PAAmM/2%AgNOs; por iniciacion quimica, donde se observa la formacién de
los macroporos, la evaporacion del solvente y la coloracion amarilla............. 146
Figura 6.2.3. Curvas de Temperaturas en funcién del tiempo, trasladadas en el
tiempo de manera comparativa de: (a) PAAm/ppmAgNOs; (b) PAAm pura y
PAAm/ %AgNOs, sintetizadas por 1Q.........ccccciiiiiiiiiiiiiice, 147

XV



Figura 6.2.4. (a) Espectros de absorcion de soluciones de AAm/NNMBAAmM a
diferentes  tiempos. Espectros de absorcion de soluciones de
AAmM/NNMBAAmM/0,31%AgNO; a diferentes tiempos (minutos) a una
distancia de 1 cm (b) y 8 cm (c). Imégenes fotograficas de la solucién irradiada
a8 cmde laldmpara (d)......cooeceveiriiiiinei s 150

Figura 6.2.5. Discos de hidrogeles de PAAm/15ppmAgNOs; via irradiacion y con
dosis de 5 kGy: (a) xerogeles; (b) hinchados en el equilibrio. Discos de
hidrogeles de PAAm/0,31%AgNQOs via irradiacion y con dosis de 25 kGy: (c)
xerogeles; (d) hinchados en el equilibrio. ..........ccccoeiiiiiiiiiiiie, 151

Figura 6.2.6. Imégenes de MEB de la superficie macroporosa y particulas de los
xerogeles de: (a)-(c) PAAmM/2,5ppmAgNOs; (d)-(f) PAAmM/5ppmAgNOs; (g)-
(i) PAAm/10ppmAgNOs; (j)-(k) PAAmM/15ppmAgNOs; Imagen de MET de
alta resolucion del xerogel de PAAmM/15ppmAgNOs. Todos sintetizados via
LQD. s 155

Figura 6.2.7. Imagenes de MEB y TEM mostrando morfologia de particulas en los
xerogeles de: (a)-(c) PAAm/5ppmAgNOs; (d)-(f) PAAm/10ppmAgNOs; (g)-
(h) PAAm/15ppmAgNOs; (j)-(k) PAAm/15ppmAgNOs. Imagen de MET de
xerogeles de: (i) PAAmM/15ppmAgNOs; (I) PAAmM/0,31%AgNOs. Todos
sintetizad0os via IrradiaCion Y. .....cccceecierierieeieneeiieeeese et eee e ere e sreeaeesae e esseeneas 156

Figura 6.2.8. Imagenes de MEB de superficie y morfologia de micro particulas del
xerogel de (a)-(b) PAAm/0,31%AgNOs; (d) PAAmM/0,64%AgNOs; (e)
PAAmM/0,95%AgNOs; (g) y (h) superficie, distribucién, aglomeracién y
morfologia de particulas en hidrogeles de PAAm/2,00%AgNOs; Imagenes de
HR-MET de nanoparticulas: () PAAmM/0,31%AgNOs3; ®
PAAm/0,95%AgNOs; (i) PAAm/2%AgNOs. Todos sintetizados via IQ. ......157

Figura 6.2.9. Imagen por MEB del xerogel de PAAm/0,31% AgNOs sintetizado por
irradiacion y (25 kGy): (a)-(c) diferentes magnificaciones; (d) imagen HR-TEM.

Figura 6.2.10. Imagenes de hidrogeles via FI-UV/vis: (a) PAAm; (b) magnificacion
de PAAm; (c) PAAmM/0,31%AgNOs; (d) - (f) diferentes magnificaciones de
PAAmM/0,31%AgNOs;; (g) PAAm/0,64%AgNOs; (h) magnificacion de
PAAm/0,64%AgNOs;; (i) PAAmM/0,95%AgNOs; (j) magnificacion de
PAAmM/0,95%AgNOs; (k) PAAm/2%AgNOs; () magnificacion de
PAAm/2%AgNO;.Circulos encierran microporos entre (5 - 30) pm. ............. 159

Figura 6.2.11: Imagen por MET del xerogel de: (a) PAAm; (b) magnificacion de
region de imagen (a); (c) PAAm/0,64% AgNOs resaltando algunos nanoporos
ovalados. Imagen HR-TEM de: (d) del Hidrogel de PAAmM/2%AgNOs3; (e)

seccion ampliada, mostrando las nanoparticulas con circulos oscuros............ 160
Figura 6.2.12. Difractograma de los xerogeles de PAAmM/2%AgNOs sintetizados
por: (a) FI-UV/vis; (D) IQ...c.ooiiiiieeiecteeeeeee et 162

Figura 6.2.13. Absorcion en el rango UV-visible de discos de PAAm con diferentes
concentraciones de AgNOs via:(a) y (d) IQ; (b) FI-U; (c) y (e) via irradiacion y.



Figura 6.2.14. Isotermas de absorcion (columna izquierda) y %Seq en funcién de la
concentraciéon en ppmAgNO; utilizada (columna derecha) de los hidrogeles
de PAAmM/ppmAgNO; sintetizados por: (a) IQ; (b) irradiacion y. Todos a 37
s s 164
Figura 6.2.15. Isotermas de absorcion realizadas a 37 °C (columna izquierda) y %Seq
en funcién del %AgNO; utilizado (columna derecha) correspondiente a los
hidrogeles de PAAm/ %AgNOs sintetizados por: (a) IQ; (c) FI-UV/vis; (e)
ITTAAIACION Y. cvveenvieeiiieitieeieesite et et e ete e et e ebeesteeesbeessseesseesseeessaesssessseessseasseenssennsaenssanns 167
Figura 6.2.16. (a) Constante de velocidad inicial de hinchamiento,k0, (b) constante
de velocidad de hinchamiento,kS, (c) tiempo en llegar al equilibrio del
hinchamiento,teq, para los hidrogeles con concentraciones en ppmAgNOs,
hinchados en agua destilada via IQ (columna izquierda) e irradiacion y
(columna derecha). ......c..ceverieirinicr e 171
Figura 6.2.17. (a) Constante de velocidad inicial de hinchamiento,k0, (b) constante
de velocidad de hinchamiento,kS, (c) tiempo en llegar al equilibrio del
hinchamiento,teq, para los hidrogeles con concentraciones en
% AgNOshinchados en agua destilada via IQ (columna izquierda) y FI-UV/vis
(colummna derechia). ......co.cccvueueiriiiniiiircrce ettt 172
Figura 6.2.18. Coeficiente de difusion, K, del agua en funcion de la densidad de los
discos de los hidrogeles sintetizados por IQ, de: PAAm (H);
PAAmM/0,31%AgNOs (P>); PAAM/0,64%AgNOs (Q); PAAmM/0,95%AgNO:s (
79); PAAM/2,00% AgNO3 (X0). cooooooooeeeee e 174
Figura 6.2.19. Coeficiente de difusion, K, del agua en funcion de la densidad de los
discos de los hidrogeles sintetizados por FI-UV/vis de: PAAm (),
PAAmM/0,31%AgNOs (.tl’), PAAmM/0,64%AgNOs (9), PAAm/0,95% AgNO; (¥
), PAAM/2,00%AgNO3 (D). .ooooooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 174
Figura 6.2.20. Coeficiente de difusion, K, del agua en funcion de la densidad de los
discos de los hidrogeles sintetizados por irradiacion y: PAAm (%),
PAAM/0,31%AGNO3 (BE). ..ot eseseieaeseseeneeaenes 175
Figura 6.2.21. Paso adicional en la etapa 3, de la Figura 5.1.20, por la formacién de
la nano y microparticulas en el esquema hipotético de la formacién de los
hidrogeles: (1) Posibles interacciones de copolimerizaciéon entre AAm vy
NNMBAAmM (mecanismo de radicales libres): a) ciclizaciéon, b)
entrecruzamiento, c) multiple entrecruzamiento; (2) Posibles coordinaciones
de iones de Ag* con los grupos funcionales de la matriz. ...........cccoeecinnene. 177
Figura 6.3.1. Imagen fotografica de un monolito de hidrogel de PAAmM/5%CS
recién sintetizado. ..o 181
Figura 6.3.2. Imagenes de MEB de xerogeles via IQ de PAAm/5%CS a diferentes
MAGNIfICACIONES. .....c.cviiiiiiiiiiiic s 183
Figura 6.3.3. (a) Posible enlace de hidrogeno entre el CS y la PAAm; (b)
representacion esquematica de estructuras interpenetradas de PAAm/CS...183

XVii



Figura 6.3.4. Isotermas de absorcién de agua de los hidrogeles de PAAm (M) a 37
°C; PAAm (M) a 25 °C; PAAm/5%CS (%) a 25 °C. El inserto corresponde a la
magnificacién de inicio de hinchamiento..............c.ccccocoiiiiiiiiie, 186

Figura 7.1.1. Imagenes fotograficas secuenciales de la formaciéon del hidrogel de
PAAmM/2%nHAP/2%AgNO; por iniciacién quimica, donde se observa la
formacion de los macroporos y la evaporacion del solvente. ........................... 191

Figura 7.1.2. Imagenes por MEB (a) xerogel de PAAm (matriz plegada, inserto); (b)
hidrogel de PAAm/2%nHAP; xerogeles de PAAm/2%nHAP con las
concentraciones de (c) 0,5%; (d) 1,0 %; (e) 2,0% de AgNOs. Imagenes por MET
(f) y (g) del xerogel de PAAm/2%nHAP/2,0%AgNOs; en el contraste de las
imagenes de electrones retrodispersados por MEB (recuadros en (b), (c), (e)) se
observa la matriz gris y blancos, correspondientes a las particulas de nHAP y
con nAg respectivamente; y la nanoestructura de la matriz de PAAm
(nanoporos encerrados en 6valos y circulos).......c.coeceevvueinieeninciinicinincieecnes 194

Figura 7.1.3. Imagenes por MEB (a) xerogel de PAAm/2%nHAP/2%AgNOs; (b)
magnificacion del xerogel de PAAm/2%nHAP/2%AgNOs; mostrando un
aglomerado de nanoparticulas de Ag; EDX de particulas de (c) AgsPOs
(tomado del cuadrado de la imagen a); (d) Ag (tomado de la imagen b); (e)
HAP (tomado de otra imagen no presentada); (f) fase Calcica (tomado de otra
imagen No presentada). .........ccceveevireinieiniiiniiecce s 196

Figura 7.1.4. Difractograma de DRXP del hidrogel de
PAAmM/2%nHAP/2%AgNOs. (+) Picos de la nHAP y (*) Picos de Fosfato de
Plata (AG3PO). c.coviuiiiiiiiieiceceeete e 198

Figura 7.1.5. Difractograma de DRXP mostrando los productos obtenidos a partir
de la mezcla en solucién de 2%nHAP y 2% AgNOs. (+) Picos de la nHAP y (¥)
Picos de AgaPOu. ..o 199

Figura 7.1.6. Espectros de Absorcion en el rango UV-visible del hidrogel de
PAAmM/2%nHAP/2%AgNOs mostrando la banda de absorciéon del plasmoén
superficial de nano particulas de plata. .......ccccccceveeniniiineinniinccccce 200

Figura 7.1.7. Isotermas de absorcion de PAAm (H), PAAm/2%nHAP (@),
PAAmM/2%nHAP/0,5%AgNO; (O), PAAm/2%nHAP/1,0%AgNO; (&),
PAAmM/2%nHAP/1,5%AgNOs (V), PAAm/2%nHAP/2,0%AgNO; (°) en a)
agua; c) SBF; %Seq en funcion de la concentracion de % AgNOs en b) agua; d)
SBE, en ambos SOIVENE @ 37 OC.....oooriiiiieeeiieeeeeee ettt 203

Figura 7.1.8. a) Constante de velocidad inicial de hinchamiento, k0, b) constante de
velocidad de hinchamiento, kS, c) tiempo en llegar al equilibrio del
hinchamiento, teq, para los hidrogeles de PAAm; PAAm/2%nHAP;
PAAmM/2%nHAP/0,5%AgNOs; PAAmM/2%nHAP/1,0%AgNOs;
PAAm/2%nHAP/2,0%AgNOs hinchados en agua destilada a 37 °C............. 204

Figura 7.1.9. a) Constante de velocidad inicial de hinchamiento, k0O, b) constante de
velocidad de hinchamiento, kS, c) tiempo en llegar al equilibrio del
hinchamiento, teq, para los hidrogeles de PAAm; PAAm/2%nHAP;

XViii



PAAmM/2%nHAP/0,5%AgNOs; PAAmM/2%nHAP/1,0%AgNOs;
PAAmM/2%nHAP/2,0%AgNOs hinchados en SBF. Todos a 37 °C................... 205
Figura 7.2.2. Imagen fotogradfica del monolito del hidrogel de
PAAmM/2%AgNO3/2%CS sintetizado por el mecanismo de iniciacion de
radicales por iniciacion QUIMICA. ........ccceeirieuirieeiniciieecceeeee e 209
Figura 7.2.3. Espectro de transmitancia de energia en el rango infrarrojo del xerogel
de PAAmM/2%AgNO;/2%CS, sintetizado por el mecanismo de iniciacién de

radicales por fotoiniciacion (FI-UV/Vis). c...cccovevniinicnncinieinccncccenee 211
Figura 7.2.3. Imdgenes por MEB: a) y b) xerogel de PAAm/2%AgNQO3/2%CS via
IQ; ¢) y d) xerogel de PAAm/2%AgNO3/2%CS via FI-UV /vis.......ccceeunies 212
Figura 7.2.4. Difractograma de DRXP del xerogel de PAAm/2%AgNO3/2%CS (FI-
UV /vis). (*) Pico de Acetato de Plata (C2H3AZO2). ..coovevvicuiviiiiiiiiiiiieee 213
Figura 7.3.1. Imagen fotografica del monolito recién sintetizados por 1Q del
hidrogel de PAAmM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS. ....cvvverieerrreeeeerereeennn. 216

Figura 7.3.2. Imagen por MEB de: a) PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/2%CS; b) y c)
magnificacion de las areas encerradas en circulos en las respectivas imagenes de
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/2%CS; d) PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/3%CS; e) y f)
magnificacion de las areas encerradas en circulos en las respectivas imagenes de
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/3%CS; g) PAAM/2%NnHAP/2%AgNO3/4%CS; h) y i)
diferentes magnificaciones de PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS; ),
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/5%CS; k) y 1) diferentes magnificaciones de

PAAM/2%NHAP/2%AGNOZ/SACS. ... 219
Figura 7.3.3. Difractograma de DRXP del xerogel de
PAAmM/2%nHAP/2%AgNO3/5%CS........coimiiiiiiiiiiiccccccccaes 220

Figura 7.3.4. Espectros de Absorcién en el rango UV-visible de los hidrogeles de: a)
PAAmM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS; b) PAAmM/2%nHAP/2%AgNO3/5%CS.

.................................................................................................................................... 221
Figura 7.3.5. Isotermas de absorcién en agua a 37°C de hidrogeles de: PA Am(M);
PAAmM/5%CS (%k); PAAmM/2%nHAP/2%AgNOs(®);
PAAmM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS(F). ovrereeeeirieieieieieieeeseeei e 222

Figura 8.1. Ensayo de citotoxicidad con los medios condicionados con diferentes
hidrogeles con cultivos de células osteoprogenitoras. Control: medio DMEM
complementado; PAAm P: poliacrilamida pura; PAAm 20% HAP:
PAAmM/20%nHAP; y PAAmM 5% Cs: PAAM/5%CS. .......cocoiiiiiiiiiiiicnns 228

Figura 8.2. Adhesion celular a las 48 h de cultivo. Se determinaron las células
adheridas sobre, Control: placa de cultivo, PAAm P: poliacrilamida pura;
PAAmM 20%nHAP; y PAAM/5% CS......oooviiiiiiiiiicccccccccccccnccne 228

Figura A.l1. Imagen fotogréfica del soporte para irradiar 15 muestras
simultdneamente, disefiado con bajos especificaciones del la mini fuente de

irradiacion utilizada. .........cccooiiiiii 251
Figura B.1. Montaje experimental para irradiar las soluciones durante la
fOtOINICIACION. ....viiiiiiic e 252

XiX



Figura C.1. Espectros de transmitancia de energia en el rango infrarrojo de: (a)
PAAm; (b) PAAm/2%nHAP; (c) PAAm/5%nHAP; (d) PAAm/10%nHAP; (e)
PAAmM/15%nHAP; (f) PAAm/20%nHAP; (g) nHAP. ... 253

Figura C.2. Espectros de transmitancia de energia en el rango infrarrojo para los
xerogeles via IQ (a-e) y via FI-UV/vis (f-i) de PAAm y PAAm/ %AgNOs3; (k)
AgNOs; (I-m) via irradiacion y con dosis de 25kGy de PAAm vy
PAAmM/0,31%AgNO;; via 1Q (n-r) de PAAm y PAAm/ppmAgNOs; via
irradiacion y con dosis de 5kGy de PAAm y PAAm/ppmAgNOs. En todas las
representaciones se muestran de manera ascendiente literal con el aumento de
las concentraciones utilizadas y desplazadas verticalmente de manera

HUStrativa. ..o 254
Figura C.3. Espectros de transmitancia de energia en el rango infrarrojo de: (a)
PAAmM; (b) PAAM/5%CS; (C) CS. ..o 255

Figura C.4. Espectro de transmitancia de energia en el rango infrarrojo: (a) PAAm
(intensidad aumentada x3); (b) nHAP; (¢) PAAm/2,0%nHAP;
PAAm/2,0%nHAP con (d) 0,5%AgNOs; (e) 1,0%AgNOs; (f) 1,5%AgNOs; (g)

2,0%AENO. ..ottt 255
Figura C.5. Espectro de transmitancia de energia en el rango infrarrojo de: (a)
PAAm; (b) PAAmM/2%nHAP/2%AgNOs; (c)
PAAm/2,0%nHAP/2%AgNQO3/5%CS; (d) PAAM/5%CS.........covirrnnnns 256

Figura D.1. Porcentaje de pérdida de peso en funcién de la temperatura, de las
matrices de: (a) PAAm; (b) PAAm/2%nHAP; (c) PAAm/5%nHAP; (d)
PAAmM/15%nHAP; (e) PAAmM/20%nHAP. Inserto derivada del porcentaje en
peso en funcién de la temperatura del hidrogel de PAAm pura...................... 257

Figura D.2. Porcentaje de pérdida de peso en funcién de la temperatura de las
matrices de: (a) PAAm, (b) PAAm/15ppmAgNQOs;, (c) - (f) PAAm/%AgNOs
sintetizadas por IQ; (g) PAAmy (h) - (i) PAAm/ % AgNO:s sintetizadas por (FI-
UV/vis); (j) PAAm y (k) PAAmM/15ppmAgNO; sintetizadas por irradiacion y
con dosis de 5 kGy; (I) PAAm y (m) PAAmM/0,31%AgNO; sintetizadas por

irradiacion y con dosis de 25 KGy ..., 258
Figura D.3. Porcentaje de pérdida de peso en funcién de la temperatura de: (a)
PAAm; PAAmM/5%CS. Sintetizados por iniciaciéon quimica. .........cccccceueveueneeee. 259

Figura D.4. Porcentaje de pérdida de peso en funcién de la temperatura de: (a)
PAAm; (b) PAAmM/2,0%nHAP; (c) PAAmM/2,0%nHAP/1,0%AgNOs; (d)
PAAmM/2,0%nHAP/1,5%AgNOs; (e) PAAmM/2,0%HAP/2,0%AgNOs.
Sintetizados por iniciacion QUIMICA. .....cccevueuerirueirieirieeieicice e 259

Figura D.5. Porcentaje de pérdida de peso en funcién de la temperatura de los
hidrogeles de: (a) PAAm; (b) PAAm/2,0%nHAP; (c) PAAm/5%CS; d)
PAAmM/2,0%nHAP/2,0 % AgNOs; () PAAmM/2,0%nHAP/2,0%AgNOs/5%CS.

Figura E.1. Ln (%S/ %Seq) vs. Ln(t) hasta Si/S.=0.60 para los hidrogeles de PAAm (
W), PAAM/2%HAP(®), PAAm/5%HAP (&), PAAm/20%HAP (9);
hinchadas en: (a) agua destilada; (b) SBF. Todos a 37 °C.........cccceeuiiiinunnnes 261

XX



Figura E.2. t/ %S vs. t para los hidrogeles de PAAm (H); PAAm/2%HAP ('®);
PAAmM/5%HAP(&); PAAm/10%HAP (W), PAAm/15%HAP (¥®);
PAAm/20%HAP (4); hinchados en: (a) agua destilada; (b) SBF. Todos a 37 °C.

.................................................................................................................................... 261
Figura E.3. Ln (%S/ %Seq) vs. Ln(t) hasta Si/S»=0.60 para los hidrogeles de PAAm
por diferentes métodos de iniciacién de radicales. Todos a 37 °C.................... 262
Figura E.4. t/ %S vs. t para los hidrogeles de PAAm con diferentes concentraciones
de AgNO:;, sintetizados por diferentes métodos de sintesis. ..........cccccuuenee. 263
Figura E.5. Ln (%S/ %Seq) vs. Ln(t) hasta Si/S.=0.60 para los hidrogeles de PAAm (
M) a 37 °C; PAAm (M) a 25 °C; PAAM/5%CS (%) 2 25°C...oovvvvrrvererrins 264
Figura E.6. t/ %S vs. t para los hidrogeles de PAAm para los hidrogeles de PAAm (
M) a 37 °C; PAAm (M) a 25 °C; PAAM/5%CS (¥) 2 25°C....ovvvvvrevrrers 264

Figura E.7. t/ %S vs. t para los hidrogeles de PAAm por los hidrogeles hinchados
en: a) agua destilada; b) en SBF de: PAAm (H),
PAAmM/2%nHAP/0,5%AgNO; (O), PAAm/2%nHAP/1,0%AgNO; (&
), PAAmM/2%nHAP/1,5%AgNO; (V), PAAm/2%nHAP/2,0%AgNO; (€©).265

Figura E.8. t/%S vs. t para los hidrogeles modificados hinchados en: a) agua
destilada; b) en SBF. PAAm (H), PAAm/2%nHAP (@),
PAAmM/2%nHAP/0,5%AgNOs (O), PAAmM/2%nHAP/1,0%AgNOs3 (4,
PAAm/2%nHAP/1,5%AgNOs (V), PAAm/2%nHAP/2,0% AgNOs (©)...265

Figura E.9. a) Ln(%S/ %Seq) vs. Ln(t); b) t/ %S vs. t; para los hidrogeles de: PAAm (
W) PAAmM/5%CS (*); PAAm/2%nHAP/2%AgNO;(©),
PAAmM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS(F). coeeereereireieeieeeieeeresee e 266

Figura G.1. Ajuste del modelo de difusiéon del agua en el hinchamiento de
hidrogeles: (a) y (a) y (b) disco 1y 2 de PAAm/5%nHAP; (c) y (d) disco1y 2
de PAAmM/15%nHAP; (e) y (f) disco 1 y 2 de PAAm/20%nHAP;
respectivamente. Datos experimentales (0) - modelo numérico (linea). Los
insertos son imdagenes de los correspondientes xerogeles utilizados en el
hinchamiento. Detalles de los hidrogeles Tabla F.4...............ccccccoceuvivinnininnnnne. 275

XXi



LISTADO DE TABLAS

Tabla 3.4. 1. Formas de nanocristales metélicos (Xia et al., 2009)........ccccccoevevervenuenene 62

Tabla 4.1. Hidrogeles Sintetizados. ..........cccccvueiniiiiiniiiniiiniicicicceccececee 71

Tabla 5. 1. Porcentaje de pérdida de masa en funcién de la temperatura de PAAm,
por diferentes mecanismos de iniciacion de radicales libres, en el intervalo de
temperatura de (30 - 700) °C. Temperatura de los maximos de velocidad de
descomposicion de las matrices. Residuos de las matrices a 700 °C.................. 98

Tabla 6.1.1. Porcentaje de pérdida de masa (% W) en funciéon de la temperatura, en
el intervalo de temperatura de (30-700) °C. Temperatura de los méximos de
velocidad de descomposiciéon de las matrices. Residuos de las matrices a 700
°C. Diferencia de los residuos de las matrices modificadas con respecto a la de

PAAmM pura, T=700 °C....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiicee e 129
Tabla 6.1. 2. Tamafios de poros de los Hidrogeles de PAAm y PAAm modificados
con diferentes concentraciones de NHAP.........cooovvvvviiiieiieeciiiceeeeeeeeeeeeeeeene 132
Tabla 6.1. 3. Maximos de Difraccion identificados como HAP. ......ccccooevvviveviicnnennns 132

Tabla 6.1.5. Tiempo e hinchamiento en el equilibrio de los hidrogeles de PAAm y
PAAm cargados con nHAP. Correspondientes errores relativos porcentuales

@ 10S J0Seq. v veveveririeriiiiiiiiieiiieieec et 134
Tabla 6.1.1. Masa de los discos de Hidrogeles de PAAmM/20%nHAP en el
hinchamiento en funcién del tiempo de inmersién en SBF. ...........c..ccoeueueneee. 139

Tabla 6.1.2. Semicuantificaciones del EDX correspondientes a particulas de Fosfato
Calcico y sal de NaCl, precipitadas y encontradas en los xerogeles de
PAAmM/20%nHAP inmersa por 1 mes en SBF...........ccccocoiiiiinniccince. 140

Tabla 6.2.1. Porcentaje de pérdida de masa (% W), temperatura correspondiente a la
maxima velocidad del Pico (obtenidos de la primera derivada de los
termograma), porcentaje de residuos a 700 °C.........cccceeivirevineineennccnenne 153

Tabla 6.2.2. Identificacién de fase de las particulas observadas en matrices hibridas
con diferentes concentraciones de AgNOs; y sintetizadas por diferentes
mecanismos de iniciacién de radicales libres. ICSD (Inorganic Crystal
Structure Database). S.C (Sistema Cristalino). G.E (Grupo Espacial). ............. 161

Tabla 6.2.3. Tiempo que tarda en llegar al equilibrio del hinchamiento, %Seq y error
relativo porcentual, Er%, de las medidas, de los Hidrogeles de
PAAmM/ppmAgNQO; para distintas vias de iniciacion de radicales libres, en
agua destilada a 37 °C. ... 165

Tabla 6.2.4. Tiempo que tarda en llegar el Hinchamiento al equilibrio, %Seq y %Er
de los Hidrogeles de PAAm/%AgNQOs para distintas vias de iniciacién de
radicales libres, en agua destilada a 37 °C.........ccccociviiiiiniiiniiiniiicice, 168

Tabla 6.3.1. Porcentaje de pérdida de masa en funcién de la temperatura de PAAm
y PAAm/5%CS sintetizados por IQ, en el intervalo de temperatura de (30 -
700) °C. Temperatura de los méaximos de velocidad de descomposiciéon de las
matrices. Residuos de las matrices a 700 °C..........cccccoiuiiiiiiiiiinnicciie, 184



Tabla 6.3.2. Tiempo y porcentaje de Hinchamiento en el equilibrio de los
Hidrogeles de PAAm y PAAm/5%CS a 37 °C. Error relativo porcentual
calculado a la medida del %Seq. ......ccveveueuiiririiiiiiiiiicice 185

Tabla 6.3.3. Parametros cinéticos kO, kS, n, k, %Smax determinados realizando el
ajuste a la data experimental de hinchamiento de los hidrogeles compuestos
con quitosano sintetizados por iniciacion quimica, utilizando las ecuaciones de
Difusiéon segundo orden (ecuaciones 2.11.6-2.11.9) y la Ley de Potencias

Tabla 7.1.1. Porcentaje de pérdida de masa en funcién de la temperatura, en el
intervalo de temperatura de 30 - 700 °C. Méaximos de temperatura de

descomposicion de las matrices. Residuos de las matrices a 700 °C................ 192
Tabla 7.1.2. Cuantificaciones de los EDX de las particulas de AgsPOs, Ag y HAP,
encontradas en los hidrogeles de PAAmM/2%nHAP/2%AgNO....................... 197
Tabla 7.1.3. Maximos de Difraccion identificados como AgsPOx. .......cccevviceennneee. 198
Tabla 7.1.4. Tiempo e Hinchamiento en el equilibrio de los Hidrogeles de PAAm,
PAA/2%nHAP, y diferentes concentraciones de % AgNO; via IQ.................. 201
Tabla 7.2.1. Maximos de Difraccién identificados como CoHzAgOn. ... 213

Tabla 7.3.1. Porcentaje de pérdida de masa en funcién de la temperatura en el
intervalo de temperatura de 30 - 700 °C. Méaximos de temperatura de
descomposicion de las matrices. Residuos de las matrices a 700 °C................ 218

Tabla 7.3.2. Tiempo en llegar al equilibrio, teq, porcentaje de Hinchamiento en el
equilibrio de los Hidrogeles estudiados a 37 °C. Error relativo porcentual del
J0Seq. wevrereneminteee ettt 223

Tabla 7.3.3. Parametros cinéticos determinados en hidrogeles con diferentes
aditivos, realizando ajuste a la data experimental utilizando la ecuacién de
difusién de Fick (ecuacién 3.6.3) y de segundo orden (ecuaciones 3.6.6-3.6.9),
t0d0Ss @ 37 OC. .o 224

Tabla F.1. Tiempo en alcanzar el equilibrio teq, %Seq, error relativo porcentual del
%Seq, velocidad inicial de hinchamiento ko, velocidad de hinchamiento ks,
porcentaje de hinchamiento maximo Smax, coeficiente de difusién n, constante
de difusién k. Los pardmetros cinéticos fueron obtenidos del ajuste de la Ley
de Potencias (ecuacién 2.11.3) y la ecuaciéon de difusiéon de segundo orden
(ecuacién 2.11.6) a los datos de los promedios de los hidrogeles de PAAm,
sintetizados por las diferentes via de iniciacién de radicales libres. ................ 267

Tabla F.2. Informacién de los diferentes discos utilizados en el ajuste de la Ley de
Difusién de segundo orden de Fick (ecuaciéon 2.11.2) para los hidrogeles de
PAAm sintetizados por diferentes mecanismos de iniciacion de radicales libres

Tabla F.3. Parametros cinéticos de los hidrogeles hibridos de PAAm/nHAP,
determinados realizando el ajuste de la Ley de Potencias (ecuacién 2.11.3) y la
ecuacion de difusiéon de segundo orden (ecuacion 2.11.6) a la data
experimental, todos @ 37°C.........ccoiiioiniiniiicece s 269

XXiii



Tabla F.4. Informacién de los diferentes discos de PAAm y PAAm modificada con
nHAP, utilizados en el ajuste de la ecuacién de difusion de Fick (ecuacion
3.6.2) y los correspondientes coeficientes de difusién y coeficientes de
correlacion obtenidos. Absorciéon de Agua a 37 °C........ccccoovveviveinccninccnenne. 270

Tabla F.5. Parametros cinéticos kO, kS, n, k, %Sméax determinados realizando el
ajuste a la data experimental de hinchamiento de los hidrogeles hibridos con
diferentes concentraciones de AgNO3 sintetizados por diferentes mecanismo
de iniciaciéon de radicales libres, utilizando las ecuaciones de Difusién
segundo orden (ecuaciones 2.11.6-2.11.9) y la Ley de Potencias (2.11.3)......... 271

Tabla F.6. Informacion de los diferentes discos de PAAm modificada con
% AgNO3, utilizados en el ajuste de la ecuacion de difusion de Fick (ecuacion
2.11.2), sintetizados por los diferentes métodos de sintesis..........c.cccccoeueueneee. 273

Tabla F.7. Parametros cinéticos determinados en hidrogeles de
PAAmM/2%nHAP/ % AgNO3 realizando ajuste a la data experimental
utilizando la ecuacion de difusioén de Fick (ecuaciéon 3.6.3) y de segundo orden
(ecuaciones 3.6.7-3.6.9), tod0s @ 37°C ........cceruevimeiniieninicineeneiceeeeneceereeeen 274

XXIV



CAPITULO |

INTRODUCCION



CAPITULO I: INTRODUCCION

Los hidrogeles son redes poliméricas porosas de naturaleza hidrofilica con
capacidad reversible de absorber grandes cantidades de agua de entre 10 a 10*
veces su porcentaje de peso inicial. Dadas sus caracteristicas hidrofilicas, que le
aportan propiedades biocompatibles, y sus estructuras elasticas e insolubles que
le permite la retencion de agua, han sido utilizados como sustitutos o hidratantes
de suelos, portadores de nutrientes de plantas, tratamiento de aguas, pafiales
desechables, toallas higiénicas, recubrimientos de suturas y protesis, lentes de
contacto, liberacion controlada de farmacos, biosensores, etc., (Issa et al., 1980;
Katime et al., 2001; Qiu and Park, 2001; Kirschner and Anseth, 2013).

Pueden ser polimeros naturales como hialuronato, alginato, agarosa,
quitosano, colageno, etc., o polimeros sintéticos como el polihidroxietilmetacrilato
(PHEMA), polietilenglicol (PEG), polivinilalchol (PVA), poliacrilamida (PAAmM),
poliacido acrilico (PAA), polimetacrilato (PMMA), etc.

Las sintesis de hidrogeles permiten el disefio de nuevos materiales con
nuevas propiedades al combinar diferentes monémeros, polimeros y/o la adicién
de particulas inorganicas (hidroxiapatita, nanoparticulas de plata, nanoparticulas
magnéticas, etc.) dada la combinacion sinérgica de las propiedades individuales
de sus componentes, en condiciones experimentales adecuadas.

Interesados en esta versatilidad se escogieron hidrogeles de PAAm con
diferentes aditivos para disefiar y estudiar sistemas con posibles propiedades
biocompatibles, osteoinductivas y/o bactericidas que pudieran ser utilizados como
biomateriales en el area de regeneracion de tejidos, entre otros. Dado que esta
matriz tiene un amplio respaldo de aplicabilidad como biomateriales en diferentes
areas: electroforesis (Rill et al., 1998), liberadores de farmacos (Bajpai and
Rajpoot, 2001; Al-Karawi and Al-Daraji, 2010), inmovilizacibn de proteinas
(Gonzalez-Saiz and Pizarro, 2001), entre otras (Benitez et al., 2015; Mandal and
Chakrabarty, 2015; Ramirez and Astudillo, 2016), etc.

En este disefo, considerando que la sintesis de PAAm por el método de
iniciacién quimica emplea iniciadores que podrian inducir un efecto citotdxico, se

planteé sintetizarla también por otros métodos de iniciacion de radicales libres
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tales como fotoiniciacién y radiacion gamma, dada la posibilidad de utilizar la
energia aportada por estas Ultimas técnicas para la iniciacion, y obtener matrices
MAas puras e inocuas con mayor potencialidades biocompatibles.

Para conferirles propiedades biocompatibles y bioinductivas a la matriz de
PAAmM, se realizd su sintesis en presencia de nanoparticulas de hidroxiapatita
(nHAP), ya que la HAP es una ceramica porosa inorganica que es similar al
componente mineral del hueso humano, biocompatible con tejidos duros,
musculares y también con la piel, osteoinductiva, bioactiva, etc., (Macias, 1999).

Por otro lado, con el fin de aportar propiedades bactericidas a la PAAmM se
plante6 afiadirle nanoparticulas de Ag (nAg). Para lo cual se utilizé Nitrato de Plata
(AgNO3) como precursor, en un procedimiento de un solo paso (one pot) para la
formacion de la matriz y las nanoparticulas simultaneamente.

Otro aditivo utilizado fue el Quitosano (CS), debido a sus propiedades
biocompatibles, bioactivas, antimicrobial, etc., (Velasquez, 2006).

Adicionalmente, se combinaron estos aditivos, por lo cual se sintetizaron
matrices de PAAm utilizando soluciones concentradas de Acrilamida (AAm, al 58,1
% (m/m)) en presencia de nHAP; AgNOj;; CS; nHAP/AgNOj; CS/AgNO;3 y
NHAP/AgNO3/CS, por los tres mecanismos de iniciacion de radicales libres.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es estudiar hidrogeles de
PAAmM, con y sin nHAp, nAg y CS, sintetizados mediante diferentes técnicas de
iniciacion de radicales libres, para potenciales aplicaciones como biomateriales.

En el estudio sistemético de estos materiales, seguimos el siguiente

procedimiento:

1.- Sintetizar por diferentes técnicas (iniciacion quimica, radiacion gamma y
fotopolimerizacion) hidrogeles de Poliacrilamida y evaluar el efecto de la técnica
sobre las propiedades de los hidrogeles obtenidos.

2.- Sintetizar via iniciacion quimica hidrogeles de Poliacrilamida/Quitosano y
Poliacrilamida/Hidroxiapatita con diferentes concentraciones de quitosano o nano
hidroxiapatita



3.- Sintetizar por las diferentes técnicas (iniciacion quimica, radiacion gamma y
fotopolimerizaciébn)  hidrogeles de  Poliacrilamida/Plata con  diferentes
concentraciones de plata y evaluar su efecto sobre las propiedades de la matriz.
4.- Sintetizar por iniciacion guimica hidrogeles de
Poliacrilamida/Hidroxiapatita/Plata para una concentraciéon de hidroxiapatita y
diferentes concentraciones de plata y evaluar su efecto sobre las propiedades de
la matriz.

5.- Sintetizar por iniciacion guimica hidrogeles de
Poliacrilamida/Hidroxiapatita/Plata/Quitosano  para una concentracion de
Hidroxiapatita - Plata y diferentes concentraciones de quitosano y evaluar su
efecto sobre las propiedades de la matriz.

6.- Caracterizar los materiales obtenidos mediante diferentes técnicas (MEB, MET,
FT-IR, ATG).

7.- Determinar la capacidad de absorcion de los hidrogeles sintetizados y
establecer el mecanismo de la cinética de hinchamiento de los hidrogeles
sintetizados mediante modelado computacional por métodos de elementos finitos.
8.- Establecer correlaciones entre el método de sintesis, la microestructura y las
propiedades de los materiales sintetizados.

9.- Evaluar el comportamiento de bioactividad y las propiedades de

biocompatibilidad de diferentes hidrogeles sintetizados.

En este estudio se determin6 que dependiendo del mecanismo de iniciacion
de radicales libres utilizado se generaron diferentes estructuras nano vy
macroporosas. Con la iniciacién quimica se obtuvieron matrices altamente macro y
nanoporosas. La fotoiniciacion generd estructuras micro y nanoporosa; con la
radiacion gamma se obtuvieron estructuras mas densas, sin presencia de
MIiCroporos.

Todas las matrices sintetizadas presentan propiedades superadsorbentes,
dependientes de las estructuras generadas segun el método de iniciacién, cuyas
capacidades de absorcion varian en el siguiente orden: iniciacidbn quimica > via

irradiacion y > via FI-UV/Vis. Atribuido a que cada mecanismo aporta una energia



determinada, que genera una cantidad de radicales libres que inician el proceso
de polimerizacion de la AAm y NNMBAAmM (N,N metilenbisacrilamida). En base a
estas observaciones se propuso un modelo de mecanismos de formacion de las
nanos y macroestructuras de la matrices poliméricas.

Los parametros cinéticos de absorcion de agua a 37 °C para estas matrices
de PAAm, como la velocidad de hinchamiento inicial (k,); constante de velocidad
de hinchamiento (ks); constante de difusién (k), coeficiente de difusion (n, Ley de
Potencias) y los coeficientes de difusion (K, ecuacion de difusion de Fick)
determinados por el ajuste de diferentes modelos sobre la data experimental; y el
tiempo que tarda en llegar al equilibrio de hinchamiento, teq, Se correlacionan muy
bien con las respectivas macroestructuras, dandole fortaleza a los ajustes
realizados. Esto hace a estos valores obtenidos confiables y considerados como
aportes inéditos para estas matrices sintetizadas.

La técnica one pot, utilizada en el disefio de estos materiales compuestos,
sintetizando soluciones concentradas de AAm en presencia de nHAP, AgNO3, CS
y sus combinaciones, por los tres métodos de iniciacién de radicales libres resulta
en:

o Hidrogeles hibridos o compuestos con las respectivas nano y
macroparticulas altamente distribuidas y embebidas en las
correspondientes matrices.

o El mecanismo de polimerizacion esta determinado por la fuente de

radicales libres y no es afectado por los aditivos utilizados.

La adicion de nano particulas hidroxiapatita resulté en disminucion del
tamafio de poros con el aumento en la concentracion de nHAP y por ende
disminuye la capacidad de absorcién de las matrices respectivas.

La adicion de AgNOj; durante la sintesis de PAAm, por las diferentes
técnicas empleadas, aporta radicales libres que aceleran el proceso de
polimerizacion disminuyéndolo de 24 h a 40 min por FI-UV/vis y de 4 min a 3 s por
iniciacidbn quimica. Este aporte se traduce en la obtencién de matrices mas

entrecruzadas, con menor porosidad, lo que disminuye su capacidad de absorcion.



De esta manera, se obtienen particulas de Ag embebidas en la matriz con
diferentes morfologias y tamafios (desde nano a micropariculas).

La adicién de Quitosano, que pudiera establecer interaccion por puentes de
hidrogeno con los grupos funcionales de la PAAmM, resultd en una disminucion
dréstica de la porosidad y de la capacidad de absorcion.

Se determiné que los sistemas de PAAmM con nHAP o CS resultaron
biocompatibles, mientras que las matrices conteniendo nAg resultaron ser
citotoxicos. Por lo cual, las matrices de PAAmM/nHAP y PAAM/CS son las mas
adecuadas para ser propuestas como posibles andamios para la regeneracién
Osea, dadas las caracteristicas osteoinductivas y biocompatibles encontradas.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1. GELES

Un gel es una red (entramado molecular) de cadenas flexibles, constituidas
por moléculas conectadas de una determinada manera e hinchada por un liquido,
ver Figura 2.1.1, con un gran peso molecular que alcanza las dimensiones
macroscopicas del contenedor. Dependiendo del liquido que lo hincha se puede
clasificar en hidrogel, organogel y xerogel. En el primer caso es hinchado por
agua, en el segundo por un solvente orgénico y el tercero esta deshinchado o libre
de solvente (Issa et al., 1980).

Los geles, también se pueden clasificar en dos tipos, en funcién de la
naturaleza de las uniones de la red que los constituyen en:

e Geles fisicos: presentan una red formada por uniones que no son
completamente estables. Generalmente, las uniones son del tipo enlaces
de hidrégeno, fuerzas de van der Waals, las cuales son muchos mas
débiles que las uniones covalentes. Este tipo de interacciones dan origen a
mallas no entrecruzadas de cadenas que se enredan unas con otras en una
marafia que puede albergar y retener moléculas de liquido, pero a medida
gue aumenta la proporcion de liquido se va pasando desde el aspecto de
sélido elastico al de liquido viscoso ya que la entrada del liquido puede
desenmarafiar las cadenas separandolas (debido a las uniones débiles),
como es el caso de la gelatina a temperatura ambiente. Son llamados geles
reversibles a la temperatura corporal humana.

Geles quimicos: son aquellos en los que la red est4d formada a través de
enlaces covalentes de la malla. Este tipo de enlace es muy fuerte, le aporta
estabilidad a la estructura dando lugar a mallas entrecruzadas con aspecto de
monolitos sélidos elasticos, y su ruptura conduce a la degradaciéon del gel. Son

llamados geles irreversibles a temperaturas cercanas al cuerpo humano.



Figura 2.1.1. Polimero comercial usado como sustituto de suelos, a) xerogel a t=0 min con
0 %S, b) hidrogel a t = 60 min de hinchamiento con 6157 %S, c) hidrogel a 240 min de
hinchamiento con 9228 %S. Como se observa el hinchamiento no es isotrdpico en el tiempo
(imagen b), pero al final del hinchamiento se mantiene la forma inicial del xerogel.

2.2. GENERALIDADES DE LOS HIDROGELES

Los hidrogeles presentan importantes caracteristicas como (Issa et al., 1980):

e Caracter hidrofilico debido a la presencia grupos funcionales (-OH, -COOH,
-CONHz, -CONH, SO3zH) en su estructura molecular.

e Son insolubles en agua debido al entrecruzamiento entre sus cadenas
poliméricas. El entrecruzamiento en los hidrogeles, dependen de las
propiedades quimicas de los monémeros presentes, pudiéndose establecer
uniones covalentes, i6nicas (repulsivas o0 atractivas), fuerzas
intermoleculares de Van der Waals, enlaces por puentes de hidrogeno, etc.
Estas interacciones permiten a la macromolécula, también Illamada
elastomero, soportar esfuerzos sin perder su forma original, dado que los
enlaces intermoleculares evitan el flujo relativo de unas cadenas con
respecto a otras.

e El nimero de puntos de entrecruzamiento (nudos) que existen por unidad
de volumen en el material, describe su densidad de entrecruzamiento. Si
esta densidad de entrecruzamiento es muy elevada, el material presentara
poca elasticidad, mientras que en caso contrario, la baja densidad de nudos
permite desplazamientos temporales importantes y conduce a altas
elasticidades.



Presentan una consistencia suave y elastica la cual esta determinada por el
monomero hidréfilo de partida y la baja densidad de entrecruzamiento del
polimero.

Se hinchan en agua aumentando considerablemente su volumen, hasta
alcanzar un equilibrio quimico-fisico sin perder su forma. En el equilibrio
existe el balance entre las fuerzas osmoticas originadas por el agua al
entrar en la red macromolecular (membrana porosa) y las fuerzas
cohesivas (elastica - retractil) ejercidas por las cadenas macromoleculares
gue se oponen a dicha expansion. Es evidente, por lo tanto, que en estos
sistemas existen dos fuerzas distintas: una de origen quimico y otra de
origen fisico. Mientras la primera favorece la solvatacion, la segunda tiende
a impedirla. Estas fuerzas las determinan factores que influyen en el
hinchamiento de los hidrogeles y pueden dividirse en dos grupos: los que
favorecen la entrada del agua dentro de la estructura del polimero y
aguellos que lo inhiben. Entre los que favorecen se puede mencionar las
fuertes interacciones con el agua (enlaces de hidrégeno), volumen libre alto
(porosidad), alta flexibilidad de la cadena macromolecular y baja densidad
de entrecruzamiento. Por el contrario, algunos de los factores que inhiben el
hinchamiento del gel son la inexistencia de interacciones entre los
segmentos de la red macromolecular y el agua, gran cantidad de

entrecruzamiento y baja flexibilidad de la cadena macromoléculas.

2.3.- CLASIFICACION DE LOS HIDROGELES

Los hidrogeles pueden clasificarse de varias formas dependiendo de qué

caracteristicas particulares se tomen como referencia (Issa et al., 1980):

Dependiendo de su composicion: la red resultante puede ser
homopolimérica, donde la cadena principal esta formada por un monémero.
Copolimérica, si la cadena principal estd formada por dos mondémeros.
Multipolimérica, si la cadena principal estd formada por mas de dos

monomeros. Red polimérica interpenetrada o expandida, si una red
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entrecruzada es hinchada en una mezcla de mondmeros, los cuales son
subsecuentemente polimerizados, formandose dos redes poliméricas
independientes. Hibridos o compuestos, son hidrogeles con ensamblaje de
ligandos organicos — inorganicos que permite conjugar propiedades y
caracteristicas de los ligandos organicos con las propiedades intrinsecas de
las especies inorganicas para obtener materiales con mejores propiedades.
En base a la naturaleza de los grupos laterales pueden clasificarse en
neutros o idnicos. Los ionicos se denominan: aniénicos, catidnicos y
zwiterionicos (contiene ambos iones).

En base a la estructura fisica de la red, se pueden clasificar en
hidrogeles no cristalinos y semicristalinos, estructuras por enlaces de
hidrégeno y otro tipo de interacciones supramoleculares (geles
supramoleculares) y agregados hidrocoloidales.

En base a su derivacion (Lee and Mooney, 2001a; Peppas et al., 2006):
Sintéticos, obtenidos por diferentes métodos de sintesis, como iniciacion
quimica, fotopolimerizacién, termoiniciadores, irradiacibn gamma, etc.,
donde la red se forma mediante el enlace entre cadenas poliméricas por
agentes entrecruzantes (Elliott and Bowman, 2001), quedando una red
porosa, elastica y con capacidad de absorber gran cantidad de agua. El
grado de porosidad puede ser controlado durante el proceso de sintesis.
Entre los hidrogeles sintéticos se pueden mencionarse el
polihidroxietiimetacrilato (PHEMA), polietilenglicol (PEG), polivinilalchol
(PVA), poliacrilamida (PAAm), poliacido acrilico (PAA), polimetacrilato
(PMMA), etc.

Biologicos (Peppas et al., 2006; Velasquez, 2006), son hidrogeles de
polimeros naturales como hialuronato (componente glucosaminoglicano en
matrices extracelulares naturales), fibrina (se forman de polimerizacion
enzimatica de fibrinbgenos a temperatura ambiente en la presencia de
trombocitopenia), alginato y agarosa (extraidos desde algas marinas),
quitosano (obtenido de la desacetilacion de la quitina, extraida de

exoesqueletos de crustaceos como camaron, langostas etc.), colageno y
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gelatina (principal componente de las matrices extracelulares de tejidos de
mamiferos incluyendo: piel, hueso, cartilago, tendén y ligamentos).
En base a su capacidad de absorcion: dada la estructura de cada
hidrogel se define el contenido de agua en el equilibrio, el cual se ve
afectado fundamentalmente, por la naturaleza del monémero o monémeros
hidrofilos que lo forman, por el tipo y densidad de entrecruzamiento y por
otros factores como son, la temperatura, la fuerza idénica y el pH del medio
de hidratacién. Las moléculas de agua dentro del hidrogel gel pueden
encontrase fuertemente asociada a las cadenas de polimero de la red
(interacciones hidrofilicas agua - red) o completamente libres (interacciones
de enlaces de hidrogeno agua libre — agua asociada a la red, agua libre-
agua libre). Segun el contenido de agua en el equilibrio se pueden clasificar
como:
o Hidrogel con Bajo hinchamiento — absorbe entre el 20 y el 50% de
su volumen inicial.
o Hidrogel con hinchamiento medio — absorbe entre 50 y 90 % de su
volumen inicial.
o Hidrogel con hinchamiento alto — absorbe entre 90 y 99,5 % de su
volumen inicial.
o Hidrogel superdesecante o superabsorbente — mayor del 99,5 % de

su volumen inicial.

2.4.- HINCHAMIENTO Y DESHICHAMIENTO DE LOS HIDROGELES

Segun la interaccién entre los grupos funcionales de los hidrogeles y el medio

de hinchamiento, se observa que en general se hinchan si se impide la formacién

de enlaces intermoleculares entre grupos iénicos del hidrogel y los iones del

medio; y se deshincha cuando (Issa et al., 1980):

La actividad del agua disminuye (todos los hidrogeles).
El hidrogel pierde grupos ionizables.

Los grupos ionicos del hidrogel se apantallan.
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Se forman enlaces idnicos entre el hidrogel (grupos funcionales) e iones

polivalentes (medio de hinchamiento).

2.5.- INFLUENCIA DE LOS EFECTOS EXTERNOS SOBRE LOS HIDROGELES

El medio externo como la temperatura, pH, sales, tensibn mecanica, presion,

campo eléctrico, luz, etc., afecta la capacidad de absorcion de los hidrogeles y

algunos de los efectos observados se mencionan a continuacion (Issa et al.,

1980):

Influencia de la temperatura en el hinchamiento de los hidrogeles

termosensibles observada en el cambio de sus dimensiones, se puede

clasificar en tres tipos:

o El hinchamiento aumenta con la temperatura, indicando un proceso

endortérmico, donde la red polimérica se expande entropicamente con
el aumento de la temperatura, causando un incremento de su capacidad
de absorcion.

El hinchamiento disminuye con la temperatura, ocurriendo un colapso de
la estructura.

Un efecto combinado de disminucién del hinchamiento hasta un minimo
y un posterior aumento del mismo al aumentar la temperatura, esta
transicion en el volumen esta asociado con la absorcién y expulsion del
solvente, por lo general el proceso es reversible. En el estado colapsado
las cadenas del polimero son hidrofobicas, mientras en el estado lleno

son hidrofilicas.

Si un hidrogel posee grupos funcionales ionizables entonces es muy probable

gue sea sensible a los cambios de pH del medio, experimentando un cambio

brusco o gradual en la dinAmica y en el comportamiento de hinchamiento como

resultado al cambio del pH del medio. Por el contrario, si el hidrogel no posee

ningun grupo funcional ionizable, el pH del medio no tiene ningun efecto sobre

su hinchamiento. El pH afecta a algunos hidrogeles de forma similar a la

temperatura, los hinchan o los contraen. En general, se cumple que los
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hidrogeles con caracter acido se expanden a pH altos mientras que los que
poseen caracter basico lo hacen a pH bajos.

La presencia de sales en el medio de absorcién influye considerablemente su
hinchamiento, dependiendo del tipo de sal que se trate, con respecto a la
naturaleza de los grupos laterales del hidrogel. Por ejemplo, Se puede
deshinchar si se forman enlaces idnicos entre grupos funcionales del hidrogel y
iones del medio, imposibilitando la formacién de puentes de hidrogeno de ese

grupo funcional con el agua.

2.6.- PROPIEDADES DE LOS HIDROGELES

Entre las propiedades de los hidrogeles se pueden mencionar (Issa et al.,

1980):

Propiedades épticas: se observa por el cambio del indice de refraccion de la
luz al atravesar el hidrogel, lo cual depende de la composicién quimica del
monoémero 0 comondomero que se utilicen en la sintesis, del grado de
hinchamiento, naturaleza del disolvente, de la estructura dado que cuando un
hidrogel es inhomogéneo aparecen regiones con diferentes indices de

refraccion.

e Propiedades mecéanicas: En términos mecénicos estos materiales presentan

comportamiento de los materiales viscoelasticos, es decir, combinacion de
viscosos Yy elasticos, no pudiendo despreciarse una componente frente a la
otra, o debiendo considerarse ambas, en funcion de la naturaleza intrinseca
del material, del nivel de tension aplicada y de la temperatura.

Biocompatibilidad: La Biocompatibilidad de un material es su capacidad para
cumplir una funcion determinada con una respuesta adecuada del huésped en
una aplicacién especifica en el cuerpo humano. Algunos hidrogeles son
biocompatibles cuando en contacto con sistemas biologicos no causan
reaccion desfavorable (inflamacion, necropsia, etc.), denominandolos
biomateriales. Dadas sus propiedades fisicas, los hidrogeles se asemejan a

las de los tejidos vivos mas que cualquier otra clase de biomateriales
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sintéticos, particularmente, en lo referente a su contenido en agua
relativamente alto, su consistencia blanda y elastica, y su baja tension
superficial. Estas caracteristicas permiten intercambios de fluidos (corporales)
y adaptacion a la topologia de sus entornos, lo que minimiza irritaciones
friccibnales sentidas por las células circundantes, mientras la baja tension
interfacial con fluidos acuosos reduce la adsorcion y desnaturalizacion de
proteinas.

e Permeabilidad: Las membranas de hidrogeles presentan permeabilidad a
compuestos de bajo peso molecular que pueden difundir a través de la
estructura y la difusién esta gobernada por el contenido de agua en equilibrio.
En el caso particular al oxigeno y los hidrogeles presentan contenidos de agua
menores o iguales al 30% la permeabilidad al oxigeno depende de la
estructura polimérica que condiciona la proporcion de agua ligada (asociada) y
de agua libre; sin embargo, con contenidos de agua en equilibrio superiores al
30%, la permeabilidad al oxigeno esta en proporcién logaritmica al contenido
de agua del hidrogel. La velocidad de transporte del oxigeno es de
fundamental importancia en aplicaciones de lentes de contacto. Cuando se
evalla la baja tension superficial de los hidrogeles con los fluidos acuosos o
biolégicos y su contenido en agua asociada se puede controlar la
permeabilidad. Asi, se ha observado que el transporte de iones a través de la
membrana no solamente depende de su tamafo, sino del contenido de agua
gue es el factor que condiciona el tamafio del poro. Teniendo en cuenta que el
contenido de agua depende de la microestructura del gel, pueden disefarse
membranas de diferente tamafio de poro y que, por tanto, permitan el paso
selectivo de diferentes iones.

2.7. POLIMERIZACION DE HIDROGELES

La sintesis de hidrogeles se realiza mediante un proceso quimico
denominado polimerizacion (Odian, 2004), ver Figura 2.7.1, por el que los
reactivos, llamados mondmeros (unidades simples), se agrupan quimicamente

entre si dando lugar a una molécula de gran peso, llamada polimero (del griego
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‘muchas partes”), produciendo una cadena lineal (ver Figura 2.7.1) o una
macromolécula (ver Figura 2.1.1). En general, los métodos principales de sintesis
de polimerizacion son radicales libres en solucién, emulsién y suspension. Los
elementos habituales de cualquier reaccion de polimerizacidén, son el disolvente,
mondémero o monoémeros y el iniciador. Ademas, se necesita de un agente
entrecruzante, que va a ser el responsable de la estructura reticulada del hidrogel
(Issa et al., 1980).

PolimerizaciOn

M -—> —M—M—M—M—M—M—M—M—M—

MonOmero Poljmero

MonQOmeros de Etileno

Polietileno

-

Figura 2.7. 1. llustracion de la polimerizacion para la molécula de etileno, CoHy (v~ ).
Los carbonos son grises (centro) y los blancos son hidrégenos (extremos).

e Los Monomeros, en general pueden ser divididos en 3 categorias:

o Mondmeros con grupos laterales no ionizables, aportandole naturaleza
neutra a la matriz polimérica.

o Mondmeros con grupos funcionales ionizables, que le confieren a la
matriz cargas fijas que tiende a repelerse o atraerse, segun sea su
carga, provocando expansiones o contracciones de la estructura. Estas
cargas inmersas en solventes i6nicos, pueden ser apantalladas, por los
gue estos hidrogeles son sensibles a la fuerza i6nica del solvente.

o Mondémeros con grupos laterales zwiterionicos, induciendo que el
hinchamiento de la red es mayor en solucion salina.

e El iniciador es un agente desencadenante de la reaccién de polimerizacion,

gue debe elegirse en funcién de los monémeros que se necesitan polimerizar;
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en el caso de las copolimerizacion el iniciador debe serlo de todos los
monomeros que formen parte del sistema.

e Entrecruzante, la eleccion del agente entrecruzante es fundamental para
optimizar las propiedades del hidrogel. Estos agentes han de poseer varios
grupos reactivos en su estructura, siendo habitual la utilizacion de compuestos
bifuncionales, tetrafuncionales y hexafuncionales. Un ejemplo de este tipo de
monomeros y uno de los mas utilizados es la N, N-metilenbisacrilamida
(NNMBAAmM). Existen varios métodos para estimular el entrecruzamiento
durante el proceso de sintesis de hidrogeles:

o Entrecruzamiento por radiacion: Una estrategia utilizada consiste en
utilizar radiaciones de alta energia como la emisién de electrones, rayos
gamma, rayos-X o luz ultravioleta para excitar, romper y/o formar
radicales libres entre los mondmeros o polimero, para producir el
entrecruzamiento entre las cadenas.

o Reaccion quimica: Este método consiste en inducir una reaccién de
polimerizacion (o copolimerizacion) y entrecruzamiento entre uno o mas
monoémeros y un mondmero multifuncional. Este ultimo, se une a
cadenas de peso molecular grande a través de sus grupos
multifuncionales, por lo general estd presente en muy pequefias
cantidades, presenta una masa molecular pequefia, por estas

caracteristica se denomina agente entrecruzante.

2.7. 1. MECANISMOS DE CRECIMIENTO DE CADENAS POLIMERICAS

En los diferentes métodos se sintesis las reacciones de polimerizacion
pueden ocurrir por dos mecanismos (Odian, 2004):
Reaccion en Cadena: donde ocurre una serie de reacciones, cada una de las
cuales consume una molécula reactiva (que tienen 1 o mas enlaces dobles y
triples) y produce otra similar de mayor tamafio, por lo que cada reaccion
individual depende de la anterior. Este mecanismo procede a travées de 3 etapas:

de iniciacion en la cual una molécula llamada iniciador actia como reactivo; la
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propagacion, en la cual la cadena se comienza a alargar por enlaces quimicos que
agregan nuevos mondémeros a la cadena y terminacion, donde se interrumpe el
proceso de propagacion y la cadena termina de crecer porque se han agotado los
monomeros. Estas son reacciones tipicas de las reacciones en cadena entre
especies de bajo peso molecular. La molécula reactiva iniciadora puede ser un
radical libre, anionica o cationica conllevando a procesos de polimerizacion
radicalica, anidnica o catibnica. Este mecanismo por lo general coincide con el
mecanismo por adicion, en el cual simplemente se adicionan las moléculas de
monomeros. La polimerizacion por radicales libres comienzan por producir
moléculas que tengan uno o mas electrones desapareados, denominadas
radicales libres, que poseen una reactividad que depende del entorno. Luego de
ser generado estos radicales libres se transfieren desde la molécula iniciadora a
los mondmeros presentes (por ser moléculas insaturadas), produciéndose asi la
propagacion de radicales libres que afiada unidades de mondmero, con lo que el
crecimiento de la cadena de polimero es constante, hasta que ocurre la
terminacion.

Reaccion por Etapas: consta de una serie de reacciones que, esencialmente,
son independientes entre si; se forma un polimero simplemente porque el
monomero tiene mas de un grupo funcional. Este mecanismo por lo general
coincide con el mecanismo de polimerizacion por condensacién en el que las
moléculas monomeéricas se combinan con pérdida de moléculas sencillas, como el

agua.

2.7.2 MECANISMOS DE INICIACION EN LA SINTESIS DE POLIMEROS

Los mecanismos de iniciaciébn que se emplean comunmente en la sintesis de
polimeros son:
e Descomposicién térmica del iniciador, se utlizan sustancias que al
calentarse producen la formacién de radicales libres por ruptura homolitica de
una molécula que luego reaccionan con los monomeros (molécula reactiva)

radicalizandolos, si las condiciones son adecuadas. Se requieren de
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concentraciones de iniciador muy pequeias, por ser iniciador de reacciones en
cadenas (Issa et al., 1980).

Iniciadores l6nicos, cuando la estructura del mondémero no permite emplear
iniciacion por radicales libres, se utilizan iniciadores ionicos, dichos iniciadores
suelen ser compuestos organometalicos (Issa et al., 1980).

Fotoiniciacion, la luz de longitud de onda suficientemente corta (es decir, de
alta cantidad de energia por cuanto) puede iniciar la polimerizacion
directamente, es decir radicalizando los mondmeros, para luego ocurra la
reaccion en cadena. Sin embargo, se acostumbra emplear iniciadores
fotoquimicos, usdndose a temperaturas lo bastante bajas para que no
experimenten una descomposicion térmica apreciable. Al usar los
fotoiniciadores se inducen el mecanismo de fotopolimerizacién que puede ser
facilmente controlado por el ajuste de la dosis e intensidad de radiacion
ultravioleta (UV), la temperatura a la cual ocurre y la opcion de usar moléculas
de entrecruzante, lo que lo hace atractivo. Sin embargo, esta técnica es
limitada para reactantes volatiles, ya que puede haber pérdida significativa de
la muestra durante el proceso. Esta técnica ha sido usada por (He et al., 2006),
para sintetizar hidrogeles de &cido metacrilico en una mezcla de agua/etanol,
encontrando que la composicion y concentracion del solvente es de gran
influencia en la cinética de las reacciones de fotopolimerizacién, obteniendo
hidrogeles con distintas caracteristicas en morfologia y hinchamiento.
Radiacion lonizante, se utilizan particulas a (alfa), particulas 8 (beta), rayos y
(gamma) o rayos X que provocan la expulsion de un electron de las sustancias
iniciadoras (polimeros, monémeros, etc.), seguido por la disociacién y captura
de electrones para producir un radical. La fuente de radiacion gamma ha muy
utilizada para obtener hidrogeles en el caso de polimeros hidrosolubles. No
requiere de afadir un iniciador quimico. Entre las sintesis de los hidrogeles, la
irradiacion gamma es una técnica que presenta ventajas sobre las otras
técnicas (iniciacion quimica, fotopolimerizacion, etc.) dado que las altas
energias de la radiacion gamma permiten polimerizar y entrecruzar sin

necesitar aditivos que realicen estos procesos (iniciadores, entrecruzantes).
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Ademas, el grado de entrecruzamiento puede ser controlado por las
condiciones de irradiacion y al mismo tiempo los hidrogeles estan esterilizados,
por lo que pueden tener aplicaciones biomédicas (Francis et al., 2009).

Sonicacion, sobre una solucion se aplica una alta intensidad de ultrasonido a
gue induce el efecto de cavitacion que consiste en la formaciéon de formacion y
posterior colapso de burbujas. Al producirse cavitaciones locales, se generan
localmente temperaturas y presiones muy altas. Esto resulta en la formacion de
estados electronicos excitados que a su vez conducen a la rotura del enlace y
la formacién de radicales libres, que inducen la iniciacion del proceso de

polimerizacion (Yin and Chen, 2004).

2.8. ESTRUCTURA DE LOS HIDROGELES

La estructura de los hidrogeles, que le confiere todas sus propiedades, puede

ser caracterizada por tres parametros importantes (Peppas et al., 2006; Ganji et

al.

, 2010):

Fraccion de volumen del polimero en estado hinchado (3.s), la cual mide la
cantidad de fluido embebido y retenido por el hidrogel y es definido como la
relacion del volumen polimérico (V,) y el volumen del gel hinchado (Vg). Es
también definido como el reciproco del la relacién de hinchamiento volumétrico
(Q) el cual puede estar relacionado a las densidades del solvente (pi),
polimero (p2) y la masa de la relacién de hinchamiento (Qn):

1 (2.8.1)
P2
On , 1
P1 +,02

|74
192, :—p:Q_lz
T Y

El peso molecular de la cadena polimérica entre 2 puntos de entrecruzamiento

mas cercano (M,), dependiente del grado de entrecruzamiento del polimero, X

_ Mo (2.8.2)
2M,
donde, Mg es un estimado del peso molecular de las unidades repetitivas.
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Tamano del poro, ¢, aportando la medida del espacio disponible entre las
cadenas moleculares (en valor promedio, debido a la naturaleza aleatoria de
los procesos de polimerizacion, que solo permiten valores medios de M, y €):

£ =0, <Cn2Mc>1/ ’ (2.8.3)

) M,

donde C, es la relacion caracteristica de Flory, la cual es constante para un
sistema polimero-solvente dado, | es la longitud de enlace carbono-carbono y
M es el peso de la unidad repetitiva de la cual la cadena polimérica esta
compuesta.
Estos parametros estan relacionados unos a otros y pueden ser
acertadamente calculados teéricamente o determinados a través del uso de
una variedad de técnicas experimentales.
El método tedrico mas usado para calcular la estructura del hidrogel, combina
las teorias termodinamicas durante el hinchamiento y de elasticidad, que
establecen que un gel polimérico entrecruzado que esta inmerso en un fluido y
permite alcanzar el equilibrio con su entorno, es sujeto a solo dos fuerzas
opuestas:
La fuerza termodinamica de mezcla, resultante de la mezcla espontanea de las
moléculas del fluido entrante con las cadenas poliméricas del hidrogel. Es una
medida de la compatibilidad del polimero con las moléculas del fluido que las
rodea, que es usualmente expresada por el pardmetro de interaccion polimero-
solvente, x. Entre menor es su valor mayor es la solubilidad (en general varia
entre -1 a 1), dado que en ausencia de interacciones, las moléculas de dos
sustancias formarian siempre una mezcla homogénea por la tendencia
entropica al reparto aleatorio de moléculas, descrito por la teoria de llenado en
el equilibrio de Flory (Flory, 1953b).
La fuerza retractiva de las cadenas poliméricas, la cual puede ser descrita por
la teoria de elasticidad del caucho o teoria de Flory-Rehner para hidrogeles

qgue no contienen motivos ionicos (Flory, 1953b).
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2.9 FORMACION DE LA ESTRUCTURA DE LOS HIDROGELES

Segun la clasificacion estructural de los polimeros, la estructura de los
hidrogeles es catalogada como un polimero entrecruzado, como se muestra en la
Figura 2.9.1, (Odian, 2004).

o~ Lineal
A
_ﬂ'/— k\‘*-
/:?' ’f--L o Biburcado (A)
) .

/,--/xjﬁgﬂz{; Bifurcado (B)
<7~ Bifurcado (C)

_ - -
o O

i\j‘“ ( /
I o
\ T . —“7— Entrecruzado

\I', \( f
P S | | R
- e — ——
b

Figura 2.9. 1. Estructura de polimeros lineales, bifurcados y entrecruzados.

En rasgos generales, segun Dusek and Prins, 1969, la formacion de la
estructura se inicia con los radicales libres, formandose moléculas poliméricas
primarias (describiendo polimeros lineales imaginarios, que podrian existir si todos
las conexiones de entrecruzamientos no existieran), en continuidad se llega a un
primer estado (denso), donde el peso molecular incrementa por bifurcacion
(formacion de las cadenas primarias con brazos) y el peso promedio alcanza un
valor infinito, estado llamado punto Gel.

Cuando el proceso de reaccion va mas alla del punto gel, especies finitas
(fraccion sol) pudieran coexistir con la red infinita (enmarafiamientos de las
cadenas poliméricas primarias) y son gradualmente confinadas a esta, cuando las
reacciones de entrecruzamiento de cadenas existentes ocurren. A suficientes altos

grados de entrecruzamiento, la fraccion sol puede ser bastante pequefia y con
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buena aproximacion al material polimérico como un todo, puede ser considerada
como atada a la red (estructura heterogénea).

Después del punto gel, la fraccion gel incrementa rapidamente y la
distribucion del peso molecular de las especies en el sol se pone estrecha debido
a que grandes especies son atadas al gel preferencialmente. En el momento de
altas conversiones solo muy pequefias especies (oligdbmeros y monémeros) estan
presentes en la fraccién sol.

La bifurcacion en polimeros puede estar representada por la probabilidad
arbol, analoga al &rbol familiar humano en el cual uno puede trazar, por instantes,
el nombre de la familia sobreviviente. En polimeros, el brazo representa enlaces
quimicos actuales y su descripcion no es en funciéon del tiempo, sino con
pardmetros estadisticos del polimero resultante. La condicién de sobrevivencia
infinita del nombre de la familia es el analogo al punto gel del polimero.

El entrecruzamiento tiene un remarcable efecto de fijar los rasgos
estructurales del estado que existe en ese momento de entrecruzamiento, por lo
que la red adquiere una memoria relacionada a ese estado particular.

Durante el proceso de la polimerizacion pueden ocurrir recombinaciones de
radicales que generen defectos en la estructura como, las funcionalidades no
reaccionantes, bucles cerrados (loops) y/o entrelazamientos (enmarafiamientos)
permanentes de cadenas, inhomogeneidades en la distribucion del
entrecruzamiento, heterogeneidad de la red debido a la separacién de fases, etc.,
ver Figura 2.9.2.

Estos defectos inducen inhomogeneidades y son desviaciones de la
aleatoriedad completa, como existe en sistema de cadenas no-entrecruzadas, lo
gue puede referirse como un orden pre-existente. Un orden pre-existente puede
existir de manera natural o impuesta en un sistema de cadenas no entrecruzadas,
como secuencias de segmentos no aleatorios (cristalitos), asociaciones de grupos
parecidos o secuencias de segmentos produciendo: micelas, glébulos, cadenas
orientadas artificialmente, etc.

El enmarafiamiento existe en un sistema lineal de cadenas con puntos de

union temporales y su numero puede ser calculado desde el comportamiento
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viscoelastico de una coleccion de cadenas Gaussianas y puede ser descrito por
una fuerte interaccién hidrodindmica entre las cadenas. Las cadenas Gaussianas
estan definidas como una coleccidon de cadenas conformadas por un ndamero
grande de elementos (mondmeros), representadas por la matematicamente
conocida distribucion Gaussiana, que conforman una red ideal.

Una red es considerada ideal cuando su numero de cadenas elasticamente
activas es igual al niumero de cadenas de dicha red, debido a la ausencia de

defectos, con una extensibilidad de cadenas no tan extremas.

KR Xp B

Funcionalidades no reaccionantes Bucles

(a) (b)

X Yk

Enmarafiamientos

(c)

(d) (e)

Figura 2.9.2. Defectos en la estructura como: (a) Funcionalidades no reaccionantes;(b)
bucles cerrados (loops);, (c) entrelazamientos (enmarafiamientos) permanentes de
cadenas. Dos distribuciones espacilaes de la misma distribucion de cadenas: (d)
distribucion aleatoria de cadenas cortas y largas; (e) agrupacion de cadenas cortas.
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2.9.1. COPOLIMERIZACION VINIL-DIVINIL

La mas comun manera de preparar redes mediante reacciones de
entrecruzamiento de cadenas es la copolimerizacion vinil-divinil, dado que los
mondmeros viniles y los diviniles pueden tener reactividades iguales o diferentes.

Los monomeros son frecuentemente designados como simétricos 0 no
simétricos y sus reactividades pueden o no ser independientes. Los viniles son
llamados a ser independientes si la reactividad de los viniles remanentes no
cambia después de que el primer vinil reacciona. Finalmente, la reactividad de los
mondmeros monovinil, pueden o no tener la misma reactividad de cualquier grupo
vinil del mondémero divinil. Las reactividades de los mondmeros pueden estar
afectadas por los efectos estéricos de la conformacion de la estructura gel, en el
momento de la reaccion de entrecruzamiento.

Durante la copolimerizacion vinil-divinil, grupos viniles funcionales son
creados durante el curso de la reaccion cuando uno de los viniles reacciona con 1
divinil y este grupo vinil funcional puede entonces reaccionar o puede permanecer
funcional. Entre las posibles reacciones del grupo vinil funcional y un radical libre,
Okay et al., 1995; Naghash and Okay, 1996, proponen se pueden presentar las

siguientes, ver Figura 2.9.1.1:
/\ /\/\/\/3
C

a ‘\3'1\]\

b

Figura 2.9.1.1. Posibles interacciones de polimerizacion entrecruzante entre grupos
viniles/diviniles (mecanismo de radicales libres en solucién): a) ciclizacion
(entrecruzamiento intramolecular), b) entrecruzamiento (entrecruzamiento
intermolecular), c) multiple entrecruzamiento.
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El mecanismo de reaccion (a), llamado ciclizacion, se produce cuando en la
cinética de recombinacion un macroradical ataca a un grupo vinil funcional en la
misma cadena sin incrementar su peso molecular, conformando anillos (ciclos),
induciendo a un entrecruzamiento denominado intramolecular, su extension
incrementa con el incremento de la diluciéon y su importancia en la estructura
podria disminuir con el incremento de la densidad de entrecruzamiento.

El mecanismo de reaccion (b), llamado entrecruzamiento intermolecular, se
produce si el radical ataca a un doble enlace funcional perteneciente a otra
macromolécula independiente del radical en crecimiento, lo que se interpreta como
mecanismo tipo arbol, ya al menos tres caminos independientes nacen desde el
grupo funcional vinil y se puede propagar hasta la superficie de la muestra. El
mecanismo de reaccion (c), denominado multiple entrecruzamiento, se forma si el
radical ataca a un doble enlace funcional en otra cadena ya quimicamente
conectada con el radical en crecimiento. Estos tres tipos de entrecruzamientos
pueden coexistir simultdneamente durante la copolimerizacion.

Si la reacciébn de entrecruzamiento es controlada por difusion de las
cadenas, anillos con alta densidad pueden ser formados. En soluciones
concentradas de cadenas poliméricas, la concentracion local de segmentos que
pertenecen a un rollo (seccién de enmarafiamiento) al azar, es muy inferior que la
concentracion promedio de todos los segmentos y la formacion de una red
homogénea debe ser esperada. En una solucion diluida, sin embargo, la
concentracion de segmentos dentro de un rollo puede exceder algunas veces la
concentracion promedio de segmentos.

Cuando la velocidad de entrecruzamiento puede ser asumida proporcional a
la concentracibn de segmentos, un excesivo entrecruzamiento (de tipo
intramolecular) toma lugar dentro del rollo individual y resultan regiones de alta
densidad de entrecruzamiento con cadenas cortas. Si ademas, el efecto de
volumen excluido es operativo la distribucion de densidad de segmentos en
solucion es afectada por la funcion distribucion radial del centro de masa de los

rollos (distribucion Gaussiana).
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El volumen excluido es el volumen entre segmentos de cadenas poliméricas
que considera el impedimento termodinamico para que los segmentos de cadenas
no se unan, dado que las cadenas no estan desnudas sino estan solvatadas por
moléculas del solvente, es decir, hay moléculas del solvente que estan
interaccionando con ellas, por lo tanto el volumen excluido no es constante,
depende de la interaccion polimero-solvente (), y se ha determinado que entre
mayor es la interaccion polimero-solvente mayor es el volumen excluido

En polimerizacion entrecruzante, el efecto de reactividad desigual y la
dilucion pueden estar combinados, debido a largas cadenas primarias
posiblemente ricas de unidades diviniles con dobles enlaces funcionales sin
reaccionar, estando predominantemente presentes en el comienzo de la
copolimerizacion en una solucién muy diluida de los monémeros y posiblemente
otros diluyentes. Ademas, entrecruzamientos inhomogéneos pueden inducir
efectos gel locales (aceleraciéon de la polimerizacién en el punto gel) y entonces

contribuye a la inhomogeneidades total del sistema.

2.9.2. MODELOS DE ENTRECRUZAMIENTOS DE CADENAS POLIMERICAS

En general, el proceso de entrecruzamiento conlleva no solo a una muy
ancha distribucion polimodal de longitud de cadenas, sino también una distribucion
de longitud de cadenas en el espacio, dando la posibilidad de entrecruzamientos
inhomogéneos, esto por grandes diferencias en las reactividades de los
mondmeros o condiciones para entrecruzamientos inhomogéneos.

Utilizando diferentes consideraciones existen modelos tedricos que describen
los diferentes mecanismos de entrecruzamientos individuales o simultaneos, como
por ejemplo:

e Un tratamiento estadistico de reacciones para entrecruzamiento gradualmente
aleatorio de cadenas primarias existentes de distribucion de peso molecular
arbitrario despreciando la formacion de anillos (ciclizacion), es explicado por la
teoria de Stocmayer y Flory (Flory, 1953b), donde las unidades repetitivas o
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cadenas primarias son usadas como raiz del arbol, y cada unidad puede ser
parte de un entrecruzamiento (nodo), ver Figura 2.8.4, y permite calcular:
Distribucién de tamafio molecular primario en la solucién y en el gel.

Fracciones de sol y gel.

Punto gel.

Densidad de entrecruzamiento.

Fraccion de funcionalidades libres en el gel.

La probabilidad de formacion de anillos y la extensibn de esta en la
polimerizacion de un monomero difuncional usando estadisticas
conformacional Gaussiana para el crecimiento de cadenas, encontrando que la
probabilidad de formacién de anillos incrementa con la disminucion de su
tamafo, fue propuesta por Jacobson y Stockmayer (Flory, 1953b).

Entre las teoria de probabilidad para la descripcion de bifurcacién y
entrecruzamiento de polimeros incluyendo la formacion de anillos, modelos no
Gaussianos, existen:

o Dusek and Prins, 1969, proponen una funcion distribucion para N
enlaces de longitud del mondmero, para cualquier valor de N (a
diferencia de la Gaussiana, donde N debe ser grande), que forman 3
cadenas independientes, cada una asociada a un vector de final de
cadenas paralelo a un eje de coordenada, con un entrecruzamiento
entre ellas (vértice del sistema de coordenadas).

o La teoria de procesos en cascada propuesta por Dobson and Gordon,
1964, utilizando la probabilidad de funcion generatriz para el efecto tipo
arbol, y permite calcular:

= Punto gel.

= Fracciones sol-gel.

= Extension de formacion de anillos,

= Varios promedios de pesos moleculares de cadenas primarias.

* Numero de cadenas elasticamente activas en una red
entrecruzada aleatoriamente.

= Estadistica configuracional.
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o La teoria de procesos estocasticos graficos o numéricos. Un proceso
estocéstico es un concepto matematico que sirve para caracterizar una
sucesion de variables aleatorias (estocasticas) que evolucionan en
funcién de otra variable, generalmente el tiempo. Cada una de las
variables aleatorias del proceso tiene su propia funcién de distribucion
de probabilidad y, entre ellas, pueden estar correlacionadas o no.

Generacién

'A

Figura 2.9.2.1. Probabilidad tipo drbol donde los circulos denotan funcionalidades:
reaccionantes (negros); no reaccionantes (blanco).

2.9.3. FORMACION DE LOS POROS DE LA RED

Entre los eventos simultdneos que ocurren, durante la formacion de la
estructura en solucion con densidad de entrecruzamientos, esta la coexistencia
sol-gel donde el diluyente interacciona con la red, esta interaccion es enmarcada
por parametro de interaccion de Flory x (Flory, 1953b) y engloba todas las posibles
interacciones entre los grupos funcionales de las cadenas poliméricas y el
solvente.

Durante la reaccion la actividad del solvente puede incrementar hasta que
este alcanza la actividad del solvente puro, o en otras palabras hasta que la
cantidad del solvente en el gel alcanza la maxima capacidad de hinchamiento del
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gel en el mismo solvente y bajo las mismas condiciones. Entonces, una fase de
solvente puro es formada simultaneamente a la red, esto es llamado separacion
de fases del sistema. La red final formada de esta manera no es simple, sino un
compuesto (heterogéneo), debido al entrecruzamiento en diferentes volimenes de
la fase gel.

Dependiendo de los pardmetros de las sintesis, la separacion de fase tomar
lugar en una macro escala (macro sinéresis) o en una micro escala (micro
sinéresis), ver Figura 2.9.3.1, (O Okay, 2000). Si existe una incompatibilidad
polimero - solvente a una micro escala y velocidades de reaccion en diferentes
localidades, puede conducir a redes heterogéneas, es decir, a una separacion de
fases, en este caso por micro sinéresis. Si las condiciones locales no varian vy el
sistema esta en un estado de equilibrio, puede ocurrir una separacion de fases por
macro sinéresis. Continuando el entrecruzamiento después de la separaciéon de

fases, conduce a redes compuestas.

macrosinéresis microsinéres

area blanca = fase liquida
area rayada = fasegel

Figura 2.9.3.1. Representacion esquemdtica de macrosinéresis y microsinéresis durante la
polimerizacion entrecruzante.
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La separacion de fases es ampliamente utilizada para la formacién de
materiales poliméricos porosos y a través del tiempo ha tenido interpretaciones
experimentales entre las que se puede mencionar la investigacion de Elicabe et
al., 1997, 1998; Kwok, Prime, et al., 2003, quienes observan que la polimerizacién
de Acrilamida a una temperatura constante del sistema ocurre una separacion de
fases inducida por polimerizacién (SFIP) que depende de las velocidades relativas
de la separacién de fases y los procesos de polimerizacion. La SFIP puede ocurrir
por el mecanismo de nucleacion y crecimiento en la region metaestable, o por
descomposicion espinodal en las regiones donde coexisten las multifases en el
diagrama de fases.

Ocurre por nucleacién y crecimiento cuando en la primera etapa de un
cambio de fases se generan pequefias superficies de fases distintas a las
existentes, llamados nuicleos, en posiciones concretas del material y crecen hasta
alcanzar un tamafio critico; el cambio de fase que se produce durante el proceso
puede ser la formacion de gas o cristal a partir de un liquido. La SFIP podria ser
por descomposicion espinodal cuando la separaciéon de fases tiene lugar de
manera homogénea en todo el material. Cuando se considera la SFIP en
presencia de un no solvente para la estructura, esta puede ser promovida cuando
el volumen segmental del no solvente incrementa, o cuando la compatibilidad del
no solvente y la PAAmM disminuye.

Durante o al final de la reacciones de polimerizacién el diluyente puede ser
removido de la red, obteniéndose una estructura porosa. Entonces el diluyente
actia como un agente formador de poros, y juega un rol importante en la
designacion en la estructura porosa del material entrecruzado en el estado seco
(O Okay, 2000), entonces en orden de obtener estructuras macroporosas una
separacion de fase puede ocurrir durante el curso del proceso de
entrecruzamiento, asi que la estructura de dos fases es fijada por la formacion del

entrecruzamiento adicional.

31



2.10 ELASTICIDAD DE LAS CADENAS

Cuando un temporal enmarafiamiento de cadenas es atrapado entre dos
enlaces quimicos (entre nodos) de un hidrogel, puede ser elasticamente activo
hasta un cierto nivel de tension proveyendo a la red de un comportamiento
elastico. EI niamero de enmarafiamientos se espera que disminuya con el
incremento de la dilucién y su efecto pudiera esperarse a incrementar con el
incremento del grado de entrecruzamiento.

El nimero de cadenas activas en el comportamiento elastico de la red,
puede ser obtenido desde el comportamiento en el equilibrio de la red sujeto a
varios tipos de tension. La contribucién del enmarafiamiento puede ser encontrado
por extrapolar el nUumero de cadenas elasticamente activas obtenidas desde la
medida tension - estrés a concentracion cero de entrecruzamientos quimicos. Si
después de retirar la tensiébn de las cadenas se recobran las dimensiones
originales de la red de una manera rapida, se puede interpretar la elasticidad de la
red utilizando la teoria de elasticidad de caucho planteada por Flory, 1953,
describiendo la elasticidad de un hidrogel como elasticidad tipo caucho, dado que
estamos en presencia de largas cadenas poliméricas que estan conformadas por

cientos 0 mas enlaces simples entre entrecruzamientos.

2.11. CINETICA DE HINCHAMIENTO EN HIDROGELES

Teniendo en cuenta la elasticidad de las cadenas aportada por los
enmarafiamientos temporales entre entrecruzamientos quimicos, que permiten el
aumento del volumen de la estructura por solvatacién, es interesante examinar los
mecanismos gue controlan la cinética de hinchamiento de los hidrogeles.

El proceso en el cual el solvente penetra en la red del hidrogel carece aun
de una formulacion tedrica simple o modelo matematico que sea habil de
explicarlo completamente. La duracién e intensidad de este proceso debe
considerar las relaciones de efectos simultaneos que ocurren como: la topologia
de la red (largas cadenas moleculares, uniones de red, interacciones

intermoleculares, defectos, tamafio de poros etc.), la elasticidad de las cadenas
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(aportada por su rotacion), la difusion del solvente, interaccion polimero-solvente,
la temperatura, etc.

Entre los modelos que describen el transporte de una pequefia molécula
penetrando a un hidrogel, desde el afio 1932 (James and Guth, 1949; Dusek and
Prins, 1969; Treolar, 1975; Flory, 1985; Erman and Mark, 1997; Kee et al., 2005;
Blanco et al., 2013), se pueden mencionar:

e Modelos cinéticos:
o Leyes de difusion de Fick:

aC 1°2 ey (2.11.1)
J==pDo=

ac _ a 29 Ley (2.11.2)
ot ox

La primera ley asume que el flujo (velocidad de transporte) a través de
una unidad de area del material es proporcional al gradiente de la
concentracion (C), medida normal al &area, donde la constante de
proporcionalidad es conocida como el coeficiente de Difusién, D.

La segunda ley relaciona los cambios de concentracién en funcion del
tiempo con el cambio del flujo con respecto a la posicién. En la
aplicacion de esta ley, los métodos de diferencias finitas y elementos
finitos han sido frecuentemente utilizados para discretizar el sistema de
ecuaciones diferenciales parciales resultantes.

Un criterio fundamental de las leyes de Fick, es que la concentracidon
superficial obtiene su valor de equilibrio inmediatamente después al
contacto con el solvente y permanece constante a través del proceso de
absorcion, es decir, el material inmediatamente alcanza la saturacion
instantanea en su superficie.

Los materiales que ajustan con los mecanismo de absorcidén descritas
por las leyes de Fick, se denomina Fickiano o Caso |. Este mecanismo
aparece cuando la temperatura de transicion vitrea del hidrogel esta
muy por debajo de la temperatura del medio de hinchamiento, en este

caso, las cadenas tienen una alta movilidad y el agua penetra
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facilmente en la red cauchosa, por lo tanto la velocidad de difusion del
solvente es claramente mas lenta que la velocidad de relajacion de la
red. Cuando la velocidad de difusion del solvente es mucho menor que
la velocidad de relajacion de la red, el transporte se denomina Menos
Fickiano.
Algunos de los mecanismos que no describen la absorcion Fickiana
(polimeros cauchosos), son denominados mecanismos no-Fickianos y
ocurre en algunos sistemas poliméricos vitreos, durante el hinchamiento
donde se desarrolla un frente agudo que separa el polimero seco del
polimero hinchado y es asumido a moverse linealmente con el tiempo.
También puede ocurrir que la reorientacidon lenta de moléculas
poliméricas no permitan una rapida penetracion del solvente hacia el
corazén del polimero y puede conllevar a una variedad de efectos
andémalos para la permeacion y absorcion, particularmente cuando tales
experimentos son hechos cerca o debajo de la temperatura de
transicion vitrea del hidrogel. Entre los comportamientos no-Fickiano se
pueden mencionar:
= Clasicos.
= Sigmoidal.
= 2 pasos: la concentracién superficial no obtiene su valor de
equilibrio instantdneamente, ademas, asume que la difusion
ocurre en 2 pasos, el primero donde existe un re arreglo
molecular que puede ocurrir casi instantaneamente y el segundo
un proceso lento que conlleva al estado del equilibrio.
= Caso Il: también presenta como hecho fenomenoldgico que el
frente agudo se mueva en el polimero con una velocidad
constante, causando que la cantidad del fluido absorbido
incremente linealmente con el tiempo y la difusidon sea muy rapida
comparada con la relajacion de la red polimérica.
= Anomalos: es observado cuando las velocidades de difusion y de

relajacion de la red polimérica son comparables.
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o Ecuaciones empiricas de ley de potencias, simples y utiles aplicadas
hasta una absorcion inicial del M/M.=0.60 y estan dada por las

siguientes expresiones:

M, (2.11.3)
F =— = kt"
M

o]

(2.11.4)

Fe= o pen 4 dpetn
M 1 2

[00]

donde M; y M. masa del hidrogel en el tiempo t y tiempo infinito (en el
equilibrio, respectivamente, k, ki, ko, son constantes de difusiébn con
dependencia estructurales/geométricas para el sistema particular y n es
designado como el exponente de relajacibn representando el
mecanismo de relajacion. El primer término del lado derecho de la
ecuacion 2.11.4 representa la difusion y el segundo la contribucién de
relajacion polimérica al perfil de relajacion.
Representando los datos experimentales como In F vs. Ln t, el
coeficiente de difusion (n) y la constante de difusién (k) son calculadas
de la pendiente y intercepcion de la linea de ajuste. Los valores de n
encontrados en la validacion del modelo con los datos experimentales
han sido interpretados como: n < 0,5 ocurre mecanismo de absorcion
Menos Fickiano, n= 0,5 ocurre mecanismo de absorcion Fickiano, 0,5 <
n < 1 se presenta mecanismo de absorcion anédmalo y n =1 ocurre
mecanismo de absorcion denominado Caso |I.

o Ecuacion semi-empirica para pastillas cilindricas:

M, [Dt]'> [Dt]  m[Dt]'/? (2.11.5)

M, [7r7r2] -r [nr2] 3 [wr2]

donde D (cm?min) es el coeficiente de difusién, t (s) es el tiempo y r

F =

(cm) es el radio cilindrico de la muestra polimérica. De la pendiente de la

grafica de F vs. t*2

se puede determinar el coeficiente de difusion.
o Ecuacion de difusion de segundo orden, evaluada en todo el rango de

medidas:
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ds 1.
E = KS (Sméx - S)Z (2 1 6)

donde kg(ggel/gaguamin) es la constante de velocidad de hinchamiento,
Smax (Qagua/ldgemin) es el grado de hinchamiento en el equilibrio.
Después de realizar la integral definida, de la ecuaciéon 2.11.6, aplicando

las condiciones inicialesde S=0ent=0yS=Sent=t sellegaala

expresion:
L (2.11.7)
donde:
q=1 /ksanéx _1 /(dM/dt)O (2.11.8)
es el reciproco de la velocidad inicial del hidrogel y:
B = 1/5 (2.11.9)

max
es el inverso de la absorcion en el equilibrio.
Ecuacion de difusion de Fujita, donde se asume que la Difusividad de
agua o farmaco es significativamente diferentes entre las regiones vitrea
y cauchosa , expresada de la siguiente manera:

G

D, = DiO exp [—ﬁ (1 - C_le)]

donde i representa la especies penetrantes (agua o farmacos), D% es el

(2.11.10)

coeficiente de difusion del agua o farmaco a través del gel hinchado, S;

es una constante del material derivada de la teoria de volumen libre con

. Cq . C .
valores aproximados entre 2y 7y - representa la normalizacién de la
le

concentracion de agua o farmaco con respecto a la concentracion en el
equilibrio.

Segun la longitud de correlacién macromolecular &, entre los siguientes
valores, existen diversas ecuaciones empiricas segun el tamafio de

pOros:
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Hidrogeles no porosos, D, 13/D,1, donde 1, 2 y 3 representan el

agua, soluto y el polimero.

D2'13 k (MC - M;) kz'f:gz l (21111)
= _— ex —
D, \am, —mz) P o—-1

donde k; y k, son parametros basados en la estructura

polimérica, Q es el grado de hinchamiento, r, es el radio del
soluto, M, es el peso molecular de las cadenas poliméricas entre
entrecruzamientos de cadenas poliméricas lineales preparadas
usando las mismas condiciones, en la ausencia del agente
entrecruzante, y M; es el peso molecular critico entre
entrecruzamientos debajo del cual el tamafio r, del soluto no
pueda difundir.

Entre 10 y 100 A, las cadenas poliméricas de estos hidrogeles
son densamente empaquetados y provee la difusiébn como via de
transporte de soluto estrictamente limitado a través del volumen
libre, D213/D2; donde 1, 2 y 3 representan el agua, soluto y el
polimero.

Entre 100 y 1000 A para hidrogeles microporosos, el transporte
de soluto ocurre debido a la combinacién de difusion moléculas y
conveccién en el agua llenando los poros, descrito por una
relacion particular de Dip/Di.

Entre 0,1 y 1 um para hidrogeles macroporosos, es el coeficiente
de difusion efectiva del soluto, Deg.

En el rango de algunos de cientos de micrémetros, son
denominados super porosos, donde muchos de los poros
esféricos dentro del hidrogel estan conectados para formar
sistemas de canales abiertos, los cuales actian como sistemas
de capilaridad causando una rapida absorcion de agua en la

estructura porosa.

Modelos termodinamicos, entre los que se pueden mencionar:
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o Modelo de Tanaka et al., 1980, planteando una difusion colectiva por la
expansion de la red conducida por un gradiente de tension. Este modelo
muestra que geles idbnicos con termo respuesta exhiben una transicion
discontinua en contraste a una transicion continua exhibida por geles no
iGnicos.

o Modelo de Dusek and Prins, 1969, que muestran que las condiciones
criticas para la transicion de fase de geles libremente hinchados,
pueden ser obtenidas por ajustar el entrecruzamiento del gel polimérico
y la calidad del solvente.

o Modelo de (Flory, 1953a) y sus modificaciones (Erman and Flory, 1982),
son una prediccidn cuantitativa del fendmeno del hinchamiento en el
equilibrio. Considerando que el compromiso entre dos fuerzas opuestas
como las fuerzas termodinamicas de mezcla y las fuerzas retractivas de
las cadenas poliméricas describen el comportamiento del hidrogel en el

equilibrio.

2.12. RESPUESTA DE LOS HIDROGELES A ESTIMULOS EXTERNOS

La sensibilidad de los hidrogeles a las caracteristicas de su entorno, ha sido
interpretada por Qiu and Park, 2001, entre otros, resaltando que los hidrogeles
responden de manera programada al estimulo que reciben de su entorno. Hay
respuestas a estimulos fisicos como temperatura, campos eléctricos, composicion
del solvente, luz, presién, sonido y campos magnéticos; mientras los quimicos o
bioquimicos incluyen, iones y eventos de reconocimiento molecular especifico.

La respuesta puede estar dada por cambios en su volumen, de estado
hinchado a estado colapsado, expeliendo parte o toda la solucién que habia
absorbido, estas variaciones en su volumen se interpretan como transiciones de
fases. Se les ha llamado hidrogeles inteligentes, cuando la respuesta ocurre en
condiciones que pueden ser inducidas en el cuerpo humano.

Los mecanismos de respuesta son dependientes de la estructura quimica
de las redes poliméricas (es decir, los grupos funcionales de las cadenas,
entrecruzamientos, etc.)(Peppas et al., 2006). Los hidrogeles sensibles a la
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temperatura manifiestan la transicion de fase en volumen a temperaturas criticas
de miscibilidad superior (UCST) e inferior (LCST), (Issa et al.,, 1980), este
comportamiento en los hidrogeles puede regularse mediante un adecuado control
de las fuerzas hidréfobas e hidréfilas, por ejemplo, modificando la composicién de
los respectivos comondémeros.

Los hidrogeles sensibles al pH de su entorno contienen grupos funcionales
(como entrecruzantes) que aceptan o entregan protones con el cambio del pH del
medio que lo contiene.

Los hidrogeles sensibles al campo eléctrico (también sensibles al pH)
pueden hincharse o deshincharse en presencia de un campo eléctrico aplicado;
algunas veces el hidrogel puede presentar hinchamiento por un lado y
deshinchamiento por otro lado, resultando un doblamiento del hidrogel; el cambio
de forma del hidrogel (hinchamiento, deshinchamiento y doblamiento) depende de
las condiciones del entorno (si toca o no los electrodos o si esta inmerso en una
solucion acuosa que contiene electrolitos). Estos cambios en volumen fisicamente

se describen como transiciones de fase tipo .

2.13 APLICACIONES DE HIDROGELES

Las aplicaciones biomédicas de los hidrogeles estudiadas hace décadas
(Pedley et al., 1980) reportan que pueden ser utilizados, entre otras, como:
e Lentes de contacto, para esta aplicacidon se precisa:

o La lente debe permitir la llegada de oxigeno a la cérnea, siendo este
comportamiento uno de los requerimientos a cumplir entre la interaccion
de las Lentes de Contacto y la superficie ocular definiendo asi una
buena interaccion fisiologica.

o Elfluido lacrimal debe formar una pelicula entre la corneay la lente.

o Dicha lente debe resistir la fuerza del parpado para evitar posibles

inestabilidades visuales.
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o La interaccion microbioldgica debe ser la menor para no producir efectos
contraproducentes como queratitis microbiana (QM), ulcera periférica,
entre otras.

La clasificacion de los hidrogeles para esta aplicacion se hace normalmente
de acuerdo con el contenido en agua de los mismos, puesto que esta
caracteristica condiciona la cantidad de oxigeno que pueden difundir. Es
importante resaltar, que un implante de cornea de hidrogel de
polimetilmetacrilato (PMMA) fue una de las primeras aplicaciones de los
hidrogeles (Park and Bronzino, 2003; Jagur-Grodzinski, 2009). También
referente a esta aplicacion (Gonzalez-Méijome and Collar, 2007) reportan la
aplicacion de hidrogeles de Silicona.

Liberacion controlada de Farmacos, requiriendo de hidrogeles con altos
contenidos de agua en el equilibrio dandole alta permeabilidad vy
biocompatibilidad, pero malas propiedades mecanicas. Para mejorar las
propiedades mecanicas, y al mismo tiempo inducir transiciones de cambio de
volumen se introducen en la cadena polimérica del hidrogel componentes
hidrofilicos y hidrofébicos. A bajas temperaturas y en presencia de agua, la
interacciones de los grupos hidrofilos de la cadena y el agua prevalecen
mediante puentes de hidrogeno, conduciendo al hinchamiento del hidrogel;
cuando aumenta la temperatura prevalecen las interacciones entre los grupos
hidréfobos (debilitAindose las interacciones de puentes de hidrogeno)
induciendo al deshinchamiento (contraccion) del hidrogel. A este
comportamiento de deshinchamiento es conocido como dependencia inversa
(o negativa) con la temperatura. En general, los hidrogeles con gran cantidad
de grupos hidrofobos presentan bajos valores de la LCST, contrayéndose al
aumentar la temperatura por encima de LCST. Para temperaturas por encima
de LCST es liberado el farmaco, pero a temperaturas menores la liberacion se
interrumpe. Interesados en esta aplicacion (Katime et al., 2001), utilizan la poli-
isopropilacrilamida (poli(NIPA)) con acido itaconico cuya LCST es de T.= 33°C,
pudiendo ser activada la liberacibn de aminofilina (farmacos utilizado como

broncodilatador) por la temperatura corporal humana. Los hidrogeles sensibles
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al pH (Qiu and Park, 2001), también son utilizados para la liberacién controlada
de farmacos, siendo en este caso el cambio del pH del entorno lo que estimula
el cambio de fase en volumen (hinchamiento — deshinchamiento) del hidrogel.
Los hidrogeles sensibles al campo eléctrico, al pH y a la temperatura al mismo
tiempo también son utilizados como liberadores de farmacos.

Regeneracion de huesos, el sistema polimero/Hidroxiapatita ha sido muy
estudiado para la regeneracion de huesos, ya que la hidroxiapatita puede
acelerar la formacion del hueso como apatita en la superficie del implante,
siendo la matriz polimérica su inmovilizador. En este sentido, Maachou et al.,
2008, estudiaron el sistema quitosano/hidroxiapatita (CS/HAP), aprovechando
las propiedades del quitosano como biodegradable y biocompatible. El interés
del estudio es la sintesis de membranas de CS/HAP observando la porosidad
en funcion de la concentracibn CS/HAP y la bioactividad “in vitro” de las
membranas en presencia de fluido simulado del cuerpo (SBF), encontrando
gue las membranas obtenidas ofrecen buena permeabilidad al SBF, presentan
buena adhesion entre la HAP (ceramica) y el CS (polimero) y promueven la
precipitacion de Calcio — Fosforo (Ca-P) durante su inmersién en el SBF.
Ingenieria de Tejidos, como lo muestran, Lee and Mooney, 2001, resaltando
que los hidrogeles se han utilizados como andamios poliméricos para la
regeneracion del nuevo tejido. Existen diversas estrategias para la ingenieria
de tejidos, en el caso de auto injerto, se extrae células del mismo paciente,
mediante una biopsia, y se combina con los andamios poliméricos, que hasta
los momentos existen de origen natural (colageno, gelatina, hialuronato,
fibrina, alginato, agarosa, quitosano, etc.) y sintéticos (poliacido acrilico
(PHEMA), poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAmM), polioxido de etileno (PEO),
poli(vinilalcohol)(PVA), etc. Dependiendo del tejido a regenerar, se requieren
de parametros adecuados de los hidrogeles como sus propiedades
mecanicas, mecanismos de degradacion, adhesion celular, biocompatibilidad,
transiciones de fase (LCST y HCST), entrecruzamiento (covalente, idnico,
etc.). Entre los métodos de sintesis, los hidrogeles fotopolimerizados son

investigados por un namero de aplicaciones en ingenieria de tejidos debido a
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la habilidad para formar estos materiales “in situ” de una manera minimamente

invasiva como por inyeccion (Nguyen and West, 2002).

En general, en aplicaciones biomédicas en uso, Peppas et al., 2006, reporta
que existen mas de 40000 preparaciones farmaceéuticas, 800 dispositivos médicos
y 2500 productos de diagnésticos.

2.14 TECNICAS DE CARACTERIZACION
2.14.1 ESPECTROSCOPIA FT- IR

La radiacidon infrarroja se refiere generalmente a la parte del espectro
electromagnético comprendida entre las regiones visible y de las microondas (400
cm™® — 4000 cm™), y se utiliza en la técnica de espectrometria infrarroja para
hacerla incidir sobre una molécula y asi obtener de respuesta un espectro
consistente de bandas, donde se refleja la absorcion caracteristica de la
frecuencia de vibracion y/o rotacion entre atomos o grupos de atomos, de la
referida molécula.

Las vibraciones que se observan son solo las que dan por resultado un
cambio ritmico del momento dipolar de la molécula, donde el campo eléctrico
alternante, producido por la distribucion de cargas cambiante que acomparfa una
vibracion, acopla la vibracion molecular con el campo eléctrico oscilante de la
radiacion electromagnética incidente.

La energia absorbida depende de las masas relativas de los atomos, la
constante de fuerza de los enlaces y la geometria de los atomos. De esta forma,
analizando cuales son las longitudes de onda que absorbe una sustancia en la
zona del infrarrojo, podemos obtener informacion acerca de las moléculas que
componen dicha sustancia.

Las intensidades de las bandas se expresan ya sea como transmitancia (T)
o como la absorbancia (A). La transmitancia es la relacién entre la potencia

radiante transmitida por una muestra y la potencia radiante incidente en la
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muestra. La absorbancia es el logaritmo, de base 10, del reciproco de la
transmitancia; A=logi1o(1/T) (Silverstein, 1967).

Como ejemplos de absorcion de diferentes moléculas se muestra la Figura
2.14.1:

c=c CC::ON
C=N c=C
4000 N-H O H 3200 2600 2300 2100 1800 1500 Huella digital
I' X-H Unidos a heterna’. C-H I Triples '
' [ | ‘ | | l || I A | L || |
| 2,380 460, 1380 cm!
4000 3000 €O, 2000 nujol 1000

Figura 2.14.1. Rango de absorcion de diferentes moléculas en el rango infrarrojo
http://es.wikipedia.org/wiki/Espectroscopia_infrarroja.

2.14.2 DIFRACCION DE RAYOS-X EN MUESTRAS POLICRISTALINA (DRXP)

El arreglo periédico de los atomos de un sélido y en particular su estructura
cristalina, se puede determinar mediante la técnica de difraccion de Rayos-X. Esta
técnica consiste en irradiar con Rayos-X a la muestra para luego registrar e
interpretar los Rayos-X que hayan cumplido con el fenomeno de difraccion. La
expresion que cuantifica los méximos de difraccion es la ley de Bragg, la
informacion obtenida mediante esta ley es el espaciamiento interplanar. Estos
planos que cumplen con la ley de Bragg son planos atbmicos, que se generan por
el arreglo de los atomos en los sdlidos, de donde se obtiene la informacion del

arreglo estructural del material (Jenkins and Snyder, 1996).

2.14.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

El Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) es el mejor método adaptado al
estudio morfolégico de las superficies. La imagen formada en el MEB se genera

por la interaccion de un haz de electrones que barre un area determinada sobre la
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superficie de la muestra. La técnica esencialmente consiste en hacer incidir en la
muestra un haz de electrones, este bombardeo de electrones provoca la aparicion
de diferentes sefales que captadas por detectores adecuados, nos proporcionan
informacion acerca de la naturaleza de la muestra. Entre las sefales se pueden

mencionar (Goldstein et al., 1992):

e La sefial de electrones secundarios, que proporciona una imagen de la
morfologia superficial de la muestra ya que estos electrones son generados
por la interaccion inelastica del haz primario con la muestra, es decir, emergen
de la superficie de la muestra.

e La sefial de electrones retrodispersados proporciona una imagen cualitativa de
zonas con distintos nimeros atoémicos (Z) y estd compuesta por aquellos
electrones del propio haz que son dispersados por atomos de la muestra. La
intensidad de la sefial de retrodispersados, para una energia dada del haz,
depende del numero atdbmico del material (a mayor nimero atébmico mayor es
la intensidad, dado que es mayor cantidad de electrones retrodispersados), las
zonas con menor Z se veran mas oscuras que las zonas que tiene mayor Z.
Este hecho permite distinguir fases de un material de diferentes composicion

quimica.

2.14.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)

Un Microscopio Electrénico de Trasmision, es un equipo que consiste en
hacer incidir en la muestra un haz de electrones y utilizando los electrones
primarios que la atraviesan se obtiene una imagen aumentada de la muestra. Para
utilizar esta técnica debe tenerse muestras suficientemente delgadas para que
sean transparentes al haz de electrones, no mayores de un par de miles de

angstroms (Goldstein et al., 1992).

2.14.5 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (ATG)

El analisis térmico diferencial es una técnica que utiliza los efectos del calor

para determinar las temperaturas de cambios fisicos de las muestras ocurridos
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mediante el calentamiento y enfriamiento, registrandolas en termogramas. Estos
cambios se pueden atribuir a procesos exotérmicos o endotérmicos los cuales
pueden ser causados por transiciones de fases, como: fusion, sublimacion,
inversiones de estructuras cristalinas, modificacion de la estructura de la red,
transiciones sdlido - sélido y afines, liberacion de grupos funcionales,
descomposicion de las macroestructuras, etc., (Hatakeyama and Quinn, 1999).

2.14.6 CAPACIDAD DE ABSORCION

Debido a las propiedades hidrofilicas de los hidrogeles, una vez entran en
contacto con el agua, ésta comienza a penetrar en su interior. Durante este
proceso el agua ocupa espacios entre las cadenas poliméricas, separandolas.Esta
separacion permite a su vez que nuevas cantidades de agua penetren y ocupen
MA&s espacios.

La cantidad de agua presente en el hidrogel, se puede determinar mediante
el porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles, descrito por la siguiente ecuacion
(Issa et al., 1980; Jang et al., 2008):

%S = (M) « 100
my

(2.19.1)
donde la m, es la masa del gel hinchado en un tiempo t y m, es la masa del
xerogelent=0.

La hidratacion del hidrogel continla hasta que es alcanzado un estado de
equilibrio, debido al entrecruzamiento de las cadenas y a la elasticidad de las
mismas, en el cual la presion osmatica ejercida por el agua se balancea con la
resistencia elastica de la estructura. Durante este proceso de absorcion de agua o
hinchamiento, los hidrogeles incrementan su volumen hasta alcanzar su maxima
capacidad de almacenamiento o saturacién de agua, esta cantidad de agua de
saturacion es denominada porcentaje de hinchamiento en el equilibrio, %Seq (Issa
et al., 1980).
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CAPITULO Ill: ANTECEDENTES
3.1 HIDROGELES DE POLIACRILAMIDA

La Poliacrilamida (PAAmM) se obtiene al polimerizar monémeros de
acrilamida en solucion, pudiéndose formar cadenas lineales eléctricamente
neutras con propiedades hidrofilicas aportadas por sus grupos funcionales
(amidas). Copolimerizando la acrilamida con pequefias cantidades de una
molécula multifuncional (bifuncional, cuatrifuncional, hexafuncional) que
establezca enlaces covalente con macromoléculas de acrilamida, entrecruza las
cadenas obteniendo hidrogeles de poliacrilamida, reticulados con estructuras
insolubles en agua y otros fluidos, biocompatibles, estables e inertes a pH vy
temperatura corporal humana.

Las propiedades épticas y mecénicas de los hidrogeles dependen de las
caracteristicas obtenidas durante su proceso de sintesis (Nossal, 1985). Los
hidrogeles de PAAmM se han sintetizado en solucion via radicales libres por
diferentes técnicas como iniciacién quimica, fotopolimerizacion, radiacion gamma,
ultrasonido, microemulsion, etc., (Kurenkov and Myagchenkov, 1991).

Estas matrices tienen variadas aplicaciones, desde hace décadas, como
materiales de soportes para electroforesis (Raymond and Weintraub, 1959;
Chrambach and Rodbard, 1971; Rill et al., 1998), remocion de elementos pesados
de aguas contaminadas (Kasgoz et al., 2003; Xie et al., 2007; Chauhan et al.,
2009), en confinamientos de cristal liquido (Aouada et al., 2006).

En aplicaciones como biomateriales, (Patrick, 2004) ha observado las
propiedades biocompatibles en vivo al no presentar signos de degradacion,
granulomas, inflamacion o fibrosis en pacientes evaluados después de 10 afios del
implante de PAAm en aumento de labios (relleno de tejido humano), ademas se
han utilizado en liberacion de farmacos (Bajpai and Rajpoot, 2001; Bajpai and
Shrivastava, 2002; Corrales et al.,, 2006), preservaciéon de tejido bioprotético
(Oosthuysen et al., 2006), encapsulacion y transporte de hemoglobina (Patton and
Palmer, 2006; Zhao et al., 2008), inmovilizacion de proteinas (Gonzalez-Saiz and
Pizarro, 2001; Xiao and Tolbert, 2009), electro cromatografia de oligosacaridos

(Guryca et al.,, 2007), ingenieria de tejido cardiaco (Kallukalam et al., 2009),
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refuerzo de materiales como sustitutos de cartilagos (Bodugoz-Senturk et al.,

2009), etc.

El proceso de formacion de la estructura de la PAAm entrecruzada con
NNMBAAmM se ha estudiado durante muchos afos, como la combinacion de los
procesos que ocurren durante la homopolimerizacion de la AAm y de la
NNMBAAmM, respectivamente. La homo polimerizacion de la acrilamida descrita
por (Kwok, Qiao, et al., 2003), indica que es dependiente de las concentraciones
monomericas iniciales. El proceso de formacion de la estructura de la homo
polimerizacion de la NNMBAAmM es descrita por Baselga et.al., 1988, indicando se
forman estructuras ciclicas con dominios compactos. Para entender el proceso de
formacion de los hidrogeles de PAAmM entrecruzados, se han utilizado variados
estudios experimentales de donde se han obtenido diferentes informaciones al
respecto, de las que se pueden resaltar las siguientes:

e (Nossal, 1985) utilizando estudios de dispersién de luz dindmica en el
seguimiento de la polimerizacion, espectroscopia laser raman, teoria de
polimerizacion (Person y Graessly) y modelaje por método montecarlo con
criterios especificos de la cinética de formacion, encuentra que la formacion de
la red depende:

o Concentracion de mondémeros viniles (AAm) y diviniles (NNMBAAmMm).
o Cinética de gelacion:
» Viscosidad del solvente.
» Constantes de velocidades de:
e Produccion de radicales libres.
e Adicion polimérica.
o Existe una concentracion de monémeros (vinil+divinil) critica para la
gelificacion.

e Segun Hj Naghash and Okay, 1996, basados en experimentos de métodos
analiticos de titulacion para determinar la conversion de grupos viniles
funcionales y la dilatrometria para estudiar la conversion de monémeros hasta
el inicio de la macrogelacién, de soluciones diluidas de AAm y NNMBAAm e

iniciadores redox, sugieren que ocurre formacion de microgeles (mecanismo
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de ciclizacion) a priori del inicio de la macrogelacion. Cuando el proceso de
reaccion continua, mientras el interior de los microgeles permanecen intactos,
son conectados al macrogel a través de sus grupos viniles periféricos y finales
radicalicos, esto fue planteado por observar que:
e La concentracion de NNMBAAmM aumenta la rapidez de la polimerizacion.
e EI 80% de los grupos viniles funcionales son consumidos por reacciones
ciclicas.
e La conversion critica del punto gel, muestra un minimo de concentracion de
NNMBAAmM en un 7,5%, para las concentraciones utilizadas.
e La reactividad promedio de grupos viniles funcionales, disminuye
abruptamente con el aumento de NNMBAAmM.
e El grado de hinchamiento en el equilibrio de geles de PAAmM es
independiente de su contenido de entrecruzante.
Segun (Kwok, Prime, et al., 2003; Kwok, Qiao, et al., 2003), describen de
manera simplificada el proceso de formacion del hidrogel de PAAmM por la
copolimerizacién de radicales libres de Acrilamida y NNMBAAmM (como
entrecruzante), Persulfato de amonio (iniciador), NNN"N"Tetrametilendiamine
(TEMED, acelerador de la reaccion) en presencia de solventes hidro-organicos
(Agua o mezcla de agua con polietilenglicol (PEG) o Propilenglycol (PPG)),
donde, primero son formados polimeros lineales en la solucion durante el
rapido paso de propagacion y luego entrecruzado con otras moléculas en la
proximidad cercana, por reacciones a través de sus enlaces dobles
funcionales que aun no han reaccionado y las unidades monoméricas
adicionales. Cuando el polimero entrecruzado alcanza un peso molecular
infinito, llamado su punto gel, se forma el primer estado de la red y las
reacciones de entrecruzamiento continian hasta el final de la reaccion. En los
estados de intermedio a alta conversién de mondémeros, puede estar auto
acelerado lo que se conoce como efecto de gel, efecto Trommsdorff o efecto
Trommsdorff - Norrish. Este efecto es un comportamiento peligroso de ciertas
reacciones quimicas como las que tienen lugar en algunos sistemas de

polimerizacion por radicales libres, o la descomposicion exotérmica de algunas
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sustancias, y es debida a que la reaccién se retroalimenta positivamente, pues
uno de sus efectos es hacer crecer uno de los factores que aumentan la
velocidad de reaccion, atribuida a la alta viscosidad de la solucion en la cual la
difusion de los macroradicales es muy baja, entonces el macroradical
preferiblemente reacciona con las moléculas del mondmero vinilico (la difusion
de especies de bajo peso molecular no es fuertemente dificultoso en
soluciones viscosas) (Henglein, 1959). El punto gel es dependiente del
namero de entrecruzamiento y del promedio de la longitud de cadenas de las
moléculas poliméricas primarias. La red formada por moléculas poliméricas
primarias cortas puede ser bastante diferente a aquellas formadas por
moléculas poliméricas primarias largas, en general una red construida por
cadenas poliméricas primarias cortas puede tener una estructura mas
extendida y bifurcada. La descripcién general de los procesos de formacion
del gel indica que la porosidad del gel es determinada por la extension de la
interpenetracion de las cadenas poliméricas dentro de la red, después del
punto gel.

La composicion de la mezcla de reaccion cambia continuamente y la
presencia de la PAAm formada es capaz de afectar la polimerizacion de la
AAm restante, este fenbmeno es interesante y se puede observar en la
polimerizacion de PAAm lineal, ver Figura 3.1.1, para distintas
concentraciones de AAm/PAAm/agua, dada las respectivas interacciones de
PAAm-solvente esperadas a influenciar la interaccion AAm-solvente se forman
regiones miscibles (solucion homogénea de polimero-agua) y inmiscibles
(ocurre la separacion de fases). El eje de 30% de agua representa la
polimerizacion de una solucion al 70% de AAm y puede verse en este eje que
es un sistema inmiscible inicialmente y llega a ser miscible cuando la AAm es
convertida en PAAm, sugiriendo que la cantidad de agua requerida para
solvatar la PAAmM es menor que la requerida para solvatar la AAm, como un
resultado de esto, se espera que la reactividad de la AAm incremente al

incrementar la conversion monomeérica.
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Poliacrilamida (PAAmM)
10% AAm  30% AAm 50% AAm  70% AAm
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\ miscible region immiscible region
A\ A
\ \ \
80%a 60% a 40% a 20% a
agua (a) acrilamida (AAm)

30% eje de agua

Figura 3.1. 1. Diagrama de fase ternario de acrilamida/poliacrilamida (MW 10.000)/agua a
30°C. Concentraciones inmiscibles de AAm/PAAm/agua (donde ocurre la separacion de
fases) son representadas por puntos oscuros (cuadrados); regién miscibles de
concentraciones AAm/PAAm/agua son representados por puntos claros (circulos). El eje
de 30% agua representa la polimerizacion de 70% de AAm.

El efecto del etilenglicol y propilenglicol durante la formacion de red de PAAmM,
obtenido desde *C NMR (resonancia magnética nuclear de carbono 13),
medidas de viscosidad intrinseca, laser pulsado, consisten de:
1.- Reducir la reactividad de la AAm por alterar su configuracién electrénica.
2.- Reducir la probabilidad de acortamiento de solvente entre monomeros.
3.- Reducir la reactividad de la propagacion de radicales por disminucion de

la dimension molecular de la cola polimérica.

La polimerizacion via fotoiniciacion por radiacion en el rango UV-visible (FI-UV/vis)
para hidrogeles de PAAm, ha sido mas eficiente en agua que en solventes
organicos y un mecanismo de transferencia de electrones ha sido postulado para
la generacién inicial de radicales libres, como lo indican Rivarola et al., 2001,
donde la transferencia es desde la molécula fotoiniciadora hasta los monomeros
de AAm, luego el radical aniénico de AAm protona el agua, quedando el radical

neutro de la AAm, iniciando de esta manera la polimerizacion en cadena. En el
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acercamiento experimental para la descripcién de la polimerizacion de PAAm via

fotoiniciacién y sus aplicaciones, se pueden mencionar:

Lees and Balcom, 2003, utilizando imagenes de resonancia magnética
examina espacial y temporalmente la fotopolimerizacion de geles de PAAm,
analizando el tiempo de relajacion spin-spin del agua (libre a ligada)
encuentran que disminuye por la formacion polimérica, también observan que
no se forman hidrogeles de PAAm para concentraciones menores a 5% m/v de
AAm. Para concentraciones de 10%AAM+5%NNMBAAmM (m/v) utilizan 1 h de
irradiacion mas 60 minutos adicionales, antes de las medidas de spin-spin en
un campo magnético, observando que la irradiacion incrementa 5 °C la
temperatura de sintesis, y que la reaccion de polimerizacion por ser exotérmica
aumenta la temperatura de (3 - 4)°C transitoriamente y la formacién polimérica
es uniforme, a través de la region irradiada, aun considerando que la luz
absorbida sugiere una velocidad entre el frente y el reverso de las caras de la
cubeta menor de un 25 %, entre ellas, también apuntan que debido a que los
radicales libres son paramagnéticos podrian funcionar como agente de
contraste en la disminucion del tiempo de relajacion de una manera
relacionada a su concentracién, por lo que la polimerizacion de la AAm podria
funcionar como dosimetros de radiacion.

Los autores Aouada et al., 2006, exploran la aplicacion de los hidrogeles de
PAAmM sintetizados via fotopolimerizacion, como dispositivos opticos dado a la
propiedad birrefringentes (materiales con doble refraccién de la luz incidente en
dos rayos linealmente polarizados de manera perpendicular entre si, como si el
material tuviera dos indices de refraccion) obtenida al sintetizarlos en presencia
de un 1 ml de cristal liquido liotrépico, LLC (laurato de potasio, KL), 1% (m/m)
de entrecruzante (NNMBAAmM) y diferentes concentraciones de AAm (2,0; 3,5y
5 mol/L) y el fotoiniciador (Peryodato de Potasio, KIO4) bajo una lampara de
vapor de mercurio (Hg) (longitud de onda de (254-580) nm) ubicada a 10 cm de
la solucién por 40 min, obteniendo hidrogeles con hinchamientos entre 51,5%
(10 °C) y 33,4% (45 °C) respecto a hidrogeles sin LLC con 15% (10 °C),
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indicativo de que el LLC le afiade propiedades hidrofilicas al hidrogel y lo
compacta.

Es importante sefialar que durante la sintesis de hidrogeles de PAAm via
irradiacion y en solucién, la radiacion radicaliza los mondmeros presentes y
ademas ocurre la radidlisis del agua (es.,» OH,» H,H*, H,0,, H,) induciéndose la
polimerizacion y el entrecruzamiento (entre macroradicales de grupos laterales),
aportando inicialmente mas sitios de iniciacion radicalica que en los otros métodos
de sintesis mencionados. Entre las reacciones que pueden darse durante la
irradiacion, se resalta que luego de formarse las macromoléculas poliméricas
primarias la radiacion tiende a degradarlas y a inhibir el crecimiento y/o
entrecruzamiento, por lo que existe una competencia entre la velocidad de
disociacion (agua y moléculas poliméricas) y la velocidad de formacion de
macroradicales y entrecruzamientos como lo sefiala (Henglein, 1959), estas
velocidades dependen de las concentraciones de mondémeros, agua, dosis de
irradiacion y, etc. En soluciones poliméricas se espera que la dosis requerida para
formar una red completa disminuya a mayor concentracion polimérica. En el
interesante acercamiento para estudiar la formacion de la estructura, interaccion
con su entorno y sus posibles aplicaciones, se mencionan los siguientes trabajos
experimentales:

e En estudios de viscosidad, Zhang and Easteal, 2003 encontraron que
hidrogeles de AAm copolimerizado con 2-acriloamide-2-acido sulfénico
metilpropano, con concentraciones 0,5 mol/L y 0,05 mol/L en solucién de 100
ml gelifica a una dosis de 6,571 kGy, con morfologia superficial homogénea
atribuido a baja concentracion de comondémeros en la solucion pregel y a
entrecruzamientos tipo-X. Ellos refieren requieren de: 0,88 por 100 eV para
generar radicales libres, 1,33 (vacio) y 0,62 (aire) por 100 eV para entrecruzar,
0,45 (vacio) y 0,52 (aire) por 100 eV para romper cadenas.

e Entre las aplicaciones de hidrogeles de PAAmM entrecruzados con NNMBAAmM
via radiacibn gamma, esta la dosimetria de radiacion Gamma en tratamiento

de tumores, durante muchos afios Koeva et al., 2008, en la verificacion de
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distribucion de dosis espacial y asi conocer la dosis correcta hacia el tumor, sin

dafar tejido circundante sano.

Para interpretar la data experimental de los hidrogeles de PAAmM entrecruzados
y envejecidos (6 h-30 dias) e hinchados en mezclas de agua-acetona, Janes et al.,
1980, utilizan el modelo de dos fases y aplican la ecuacién de Herman a cada fase
separadamente encontrando que el fendmeno de envejecimiento puede ser el
resultado del desarrollo de estructuras inhomogéneas, con parametro de
interaccion x, que varia entre 0,4860-0,6452 con el aumento de la concentracion
de acetona y en agua pura es 0,48.

En el estudio de las propiedades de hinchamiento de los hidrogeles de PAAmM
entrecruzada por los distintos métodos de sintesis, clasifica a estos materiales
como superabsorbentes (Caykara and Dogmus, 2004; Luo et al., 2005; Francis et
al., 2006), dado que el hinchamiento en el equilibrio esta en el rango (34-12500)%.
También se puede resaltar que se pueden obtener cambios en el volumen,
durante el hinchamiento de hidrogeles de PAAm iénicos en solventes adecuados
como acetona, etc. Los hidrogeles i6nicos se obtienen utilizando procesos de
hidrélisis durante la sintesis, como lo observan llavsky, 1982; Caykara and
Dogmus, 2004; Ceylan et al., 2006.

En el estudio de la cinética de hinchamiento (Saraydin, Karadag, et al., 2004)
de hidrogeles de PAAm entrecruzados, con diferentes entrecruzantes
(NNMBAAm, Etilenglicol, Butanedioldimetacrilato) y dos métodos de sintesis como
iniciacién guimica y irradiacion gamma (dosis 5,2 kGy) a 25 °C, encuentran que
los hidrogeles son superabsorbentes (375 -1450)% con constante de velocidad de
hinchamiento entre 0,001-0,014 (g/min), coeficiente de difusion, k, entre 0,0046-
0,0243, exponente difusional, n, entre 0,52-0,73 indicando mecanismo de difusion
no fickiano, densidad del polimero 1,302 g/cm?®, parametro de interaccién de Flory-
Huggins de 0,494, peso molecular entre entrecruzamientos Mc entre (990 —
130953) g/mol, densidad de entrecruzamientos, g, entre 0,0006 — 0,0756, nimero
de enlaces, N, entre 13 — 1692, tamafio de poro, & entre 26 — 534 A.
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3.2 QUITOSANO

El Quitosano (CS) es un polisacarido natural que se encuentra en las
paredes celulares de algunas plantas y hongos, ver anexo 1. Otra fuente de
quitosano, es la desacetilacion de la quitina (50%). La Quitina es un polisacarido
que es el principal componente de exoesqueletos de crustaceos (camardn,
langostas etc.) y alas de insectos (escarabajos, cucarachas) y en paredes
celulares de hongos, algas, etc.

Es un polimero cationico dependiente del pH, el cual es soluble en agua a
pH mayores a 6.2, la basificacion de quitosano en solucibn (a bajas
concentraciones poliméricas de 2%) por encima de este pH conlleva a la
formacion de un precipitado tipo gel hidratado (Ruel-Gariépy and Leroux, 2004)

Posee propiedades biocompatibles, biodegradable, baja toxicidad,
bioactivo, antimicrobial, etc. Se ha aplicado como biomaterial en cicatrizacion de
heridas, suturas quirargicas, cremas bactericidas para tratamiento de quemaduras.
Ademas, en cosméticos como capsulas para adelgazar, aditivo bactericida en
jabones, champus, cremas de afeitar, cremas para la piel, pasta dental, agente
hidratante para la piel. También como biosensores en inmovilizacion de encimas,
como glucosa en sangre humana, etc. Entre las aplicaciones, también se puede
mencionar que se utilizan en tratamiento de aguas como floculante para la
remocion de particulas coloidales sélidas, aceites de pescado, captura de metales
pesados y pesticidas (Velasquez, 2006).

3.3 HIDROXIAPATITA (HAP)

Es una ceramica porosa inorganica, con composicion nominal
Cay0(PO4)s.0OH, ver anexo 1, cuya relacion calcio-fosforo, Ca/P = 1,67 y es similar al
componente mineral del hueso humano. Puede ser obtenida a partir de corales
marinos, como por ejemplo de las familias de poroties y gonioporas por
transformacion hidrotérmicas con intercambio iénico.

Posee propiedades mecanicas que soportan bajos esfuerzos con

resistencia a la fractura de 1,0 MPa.m? comparada a la del hueso humano que es
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2-12 MPa.m¥?, biocompatibles con tejidos duros y también con la piel y tejidos
musculares, osteoinductivas, bioactiva, sin embargo muestra una baja velocidad
de reabsorcion (Macias, 1999).

Debido a sus propiedades, de bajo soporte de esfuerzo y velocidad de
absorcién, es generalmente utilizado como material de refuerzo en polimeros y
metales, en diversas aplicaciones biomédicas, como en el disefio de materiales
regeneradores de hueso (andamios de regeneracion celular), Di Silvio et al., 2002,
utilizan polietieno de alta densidad (HDPE) reforzado con diferentes
concentraciones de HAP, observando que al incrementar el volumen de HAP,
aumenta la respuesta celular, ya que la HAP puede proveer sitios de anclaje para
las células osteblastas, dado a su superficie actiia como un soporte biolégico.

También se ha utilizado en recubrimiento de metales, en materiales
sustitutos de tejidos duros (huesos o dientes), aportando al implante mejores
propiedades biocomplatibles con el entorno biolégico (Suchanek and Yoshimura,
2011). También se utilizan en aplicaciones no biomédicas como en medio de
empaquetamiento para columnas de cromatografia, en sensores de gas, en

catdlisis, etc.

3.4 NANOPARTICULAS DE PLATA

Las nanoparticulas de Plata, son solidos inorganicos con al menos 1
dimension entre 1 y 100 nm que poseen diversidad de propiedades entre las que
se mencionan las termodinamicas, 6pticas, cataliticas, electrénicas, magnéticas y
biolégicas que les aportan interesantes aplicaciones como actividad catalitica,
biosensores, fabricacion de nanodispositivos, liberadores de farmacos,
antibacteriales, antifungicida, entre otras. Estas propiedades, son determinadas
por un conjunto de parametros que pueden incluir su composicion, estructura,
tamafio y forma (Xia et al., 2009; Perez, 2010).

En general, en el estudio de sus propiedades, existen modelos que
consideran atomos esféricos con superficies homogéneas que cristalizan (en su
mayoria) en estructuras de empaquetamiento compacto cubico (fcc) y/o hexagonal

(hpc) que predicen, por ejemplo, que la temperatura de fusion, el coeficiente de
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expansion térmica, la temperatura de Debye, la energia de activacion de difusion,
la energia de formacién de vacancias, las temperaturas de transicion criticas de
ferromagnetismo y superconductoras de los nanocristales dependen de sus
tamafnos. Esta dependencia, que aun estan siendo estudiadas, ha sido asociada
con el dominante efecto de los atomos superficiales respecto al volumen que
ocupan las nanoparticulas, cuando esto se compara con el observado en las
particulas volumétricas (bulk) (Xia et al., 2009; Perez, 2010).

La formacion de los nanocristales, en una aproximacion gruesa se divide en
3 etapas distintas: 1) nucleacion; 2) evolucion del ndcleo a semilla (aglomerado de
atomos y/o iones mas grande que el nucleo, en la cual la fluctuacion estructural no
es una opcion); 3) crecimiento de semilla a nanocristal, ver Figura 3.4.1. Para
algunas nanoparticulas se ha comprobado que su forma final es determinada
primariamente por la estructura interna de la correspondiente semilla.

La nucleacidon representa el estado inicial de cualquier proceso de
cristalizacion, consistente de un minusculo aglomerado (closter) de muy pocos
atomos y/o iones, que juegan un rol muy importante en direccionar el ensamble de
atomos hasta ser nanocristales. Por sus pequefios tamafios, es muy poco lo que
se conoce acerca de los nucleos durante la sintesis.

Una vez el aglomerado en crecimiento pasa un tamafio critico, las
fluctuaciones estructurales llegan a ser energéticamente tan costosas que el
aglomerado se estabiliza en una estructura bien definida, como ejemplo ver la
columna de semillas (seed) en la Figura 3.4.1.

En este punto critico se inicia el nacimiento de una semilla. En general, la
semilla puede tomar una estructura de cristal Unico, individualmente hermanado
y/o multiplemente hermanado (ver Figura 3.4.1); todas pueden coexistir en una
sintesis tipica y dependen de factores termodinamicos y cinéticos. En esencia, la
poblacion de diferentes estructuras de semillas es determinada por la estadistica
termodinamica de las energias libres de diferentes especies en combinacién con
efectos cinéticos en relacién a la generacion y adicién de atomos metélicos a los

nucleos.
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Con respecto a la morfologia de la semilla, se pueden formar aglomerados
de capa llena, explicado a través de los numeros magicos, los cuales indican el
maximo empaquetamiento compacto de los atomos que requieren de 10n?+2
atomos en cada capa “n” que rodean a un atomo central, ver Figura 3.4.2, como
ejemplo se puede resaltar que para formar aglomerados de Mi3 atomos metalicos
con un alto empaquetamiento, se comienza con un atomo central y se requieren
de 12 atomos en la primera capa (n=1); y para formar aglomerados de Mss se
organiza un atomo central rodeado de 12 atomos en la primera capa (n=1) y 42
atomos en la segunda capa (n=2). Este tipo de aglomerados permiten identificar
su porcentaje atomico superficial, que le confiere el dominio de sus propiedades
Gnicas. Para el menor tamafio del aglomerado, menor es la cantidad de atomos
qgue lo conforman, pero a su vez aportan un mayor porcentaje atbmico superficial

(respecto a los que conforman al closter), ver Figura 3.4.2.
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Figura 3.4. 1. Posibles camino de reaccion que conllevan a una estructura fcc a tener
diferentes formas. El color verde, anaranjado y purpura representan las caras
cristalogrdficas {100}, {111} y {110}, respectivamente. Los planos doblemente hermanados
son delineados con lineas rojas. El pardmetro R es definido como la relacion entre leas
velocidades de crecimiento a lo largo de las direcciones cristalogrdficas <100> y <111> (Xia
etal., 2009).
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Figura 3.4. 2. Representacion idealizada de aglomerados de metales con “numeros
mdgicos” de dtomos, los cuales estdn con un mdximo empaquetamiento compacto de
esferas (Xia et al., 2009).

Existen diferentes métodos de sintesis de las nanoparticulas como fase en
solucion, fase en vapor, superenfriamiento (cristalizar nanoparticulas desde el
estado liquido de la plata, para generar nanocristales de diferentes formas), etc.
(Xia et al., 2009; Perez, 2010).

Cinéticamente hablando en una sintesis en solucion, la nucleacion se inicia
con un componente (precursor) que es descompuesto o reducido para generar
atomos de valencia cero que seran los bloques de construccion de los
nanocristales metalicos. Dependiendo de la ruta explicita de los &tomos el proceso
de nucleacion puede tomar diferentes caminos.

Para la ruta de descomposicién, la nucleacién es esperada a seguir el
mecanismo propuesto por LaMer y colaboradores en los afios 50 (ver Figura 3.4.3)
para la sintesis en solucion de coloides de sulfuros mono dispersos. En este
contexto, la concentracion de los atomos metalicos sostenidamente incrementa
con el tiempo, mientras el precursor es descompuesto (tipicamente por calor o
sonicacion).

Una vez la concentracion de los atomos metalicos alcanzan un punto de
saturacion, los atomos comienzan a agregarse en pequefios closter (es decir, el
nacleo) via auto (0 homogénea) nucleacion. Una vez formados estos nucleos
entonces crecen de una manera acelerada y la concentracién de atomos metalicos

en la solucion disminuye. Si la concentracion de los atomos cae rapidamente
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debajo del minimo de supersaturacion, no pueden ocurrir nuevos eventos de
nucleacion.

Con un continuo suministro de atomos via descomposicion del precursor, el
nacleo puede crecer hasta nanocristales de gran tamafio, hasta que un estado de
equilibrio es alcanzado entre los 4tomos de la superficie del nanocristal y los
atomos en la solucién. Ademés del crecimiento via adicion atémica, el nucleo y
nanocristales pueden fusionarse en grandes objetos via aglomeracion.

Para la ruta por reduccion, el componente precursor esta en un mayor
estado de oxidacién que la especie atomica. En este caso no es claro si primero el
componente es reducido a atomos de valencia cero y luego entonces crecen a
nanocristal, o si la especie metalica no reducida comience a formar nucleos antes
de la reduccion.

Como se observa en la Tabla 3.4.1, las nanoparticulas metélicas, aun de un
mismo metal, pueden tomar diferente formas genéricas, entre las que se observan
a partir de semillas de cristal unico como esféricas, cubicas, cuboctahédricas,
dependiendo de la velocidad crecimiento relativo a lo largo de las direcciones
cristalogréficas <111>. y <100>. Si se presenta un crecimiento uniaxial de las
semillas cuboctahedricas y cubicas pudieran crecer en forma de barras

octagonales y rectangulares.
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Figura 3.4. 3. Cinética de la concentracion atomica en funcidon del tiempo, ilustrando la
generacion de dtomos, nucleacion y subsecuente crecimiento (Xia et al., 2009).
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Desde semillas simplemente hermanadas se pueden formar bipiramides
rectas delimitadas por las caras {100}, también tetrahédros simétricamente rectos
base a base. Interesantemente, estas semillas también pueden evolucionar a
nanorayos cuando el crecimiento uniaxial es iniciado. Desde semillas
multiplemente hermanadas, se pueden producir, icosahedros, decahedros y
nanovarillas hexagonales (o nanoalambres), dependiendo de cuales planos {100}
sobre la superficie son estabilizados o no. Finalmente, cuando la semillas
contienen defectos de empaquetamiento, ellas pueden crecen como platos con las
caras del tope y fondo entre las caras {111} y los lados encerrados por una mezcla
de caras {100} y {111}. Debido a la simetria seis veces degenerada de un sistema
fcc (estructura cubica centrada en las caras), estas semillas llegan a ser platos
delgados con una seccion transversal hexagonal y cuando el crecimiento es
continuado, el producto final puede tomar la forma de triangulos por la eliminacion
de las caras {111} desde las superficies de los lados.
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Tabla 3.4. 1. Formas de nanocristales metalicos (Xia et al., 2009).
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Estas diferentes morfologias se consideran una desviacion del teorema de
Wulff, que indica que un cristal Unico de una estructura metélica fcc asume la
forma del poliedro de Wulff (un octaedro truncado) como su fase en el equilibrio en
un gas inerte o en el vacio (esto es solo valido a 0 K), (Xia et al., 2009; Perez,
2010).

Estando las desviaciones calificadas como: 1) la condicién del equilibrio
nunca es alcanzado durante la sintesis; 2) la energia superficial de varias caras es
diferente de aquellas en el vacio, debido a las anisotropicas interacciones con el
agente captante, impureza o solvente; 3) defectos gemelos formados durante la

nucleacion y el crecimiento para formar decahedros y icosahedros con una



energia libre total menor que la del poliedro de Wulff; y 4) aplicar una temperatura
elevada de sintesis.

3.4.1 RESONANCIA PLASMONICA SUPERFICIAL LOCALIZADA (RPSL)

Entre las propiedades O6pticas de las nanoparticulas de plata se puede
mencionar la Resonancia Plasmoénica Superficial Localizada (RPSL) de los
electrones libres 0 de conduccion de los atomos que las constituyen, con la
componente del campo eléctrico alterno de luz incidente sobre las nanoparticulas,
al oscilar los electrones libres en fase con la radiacion incidente absorben energia
e inducen una polarizacion de cargas superficiales y campos eléctricos locales
intensos, aumentados unas 100-1000 veces al campo incidente debido a su
confinamiento en volimenes nanométricos, que dependen del entorno, la
composiciéon, tamafio y la morfologia de las nanoparticulas con la longitud de la
onda incidente (igual o muy mayor al tamafio de la particula), como se observa en
la Figura 3.4.1.1.

(B)

Figura 3.4. 1.1. llustracion esquemdtica de dos tipos de nanoestructura Plasmonica, en
resonancia con un campo eléctrico E, de la luz incidente con vector de onda (k). En (A) la
nanoestructura es mds pequefia que la longitud de onda de la luz y los electrones libres
pueden ser desplazados desde la red de iones positivos (consistente del nucleo y electrones
libres) y oscilan colectivamente en resonancia con la luz, efecto conocido como la
Resonancia Plasmdnica Superficial Localizada. En (B) los nanoalambres tienen una
dimension mucho mds grande que la longitud de onda de la luz. En este caso, la luz
acoplada a la nanoestructura puede excitar a los electrones libres para crear un plasmon
superficial propagado (PSP) que puede viajar a lo largo de la superficie de la
nanoestructura metdlica.(Rycenga et al., 2011)
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La RPSL para nanoparticulas de plata se observa en el rango de energia
visible e infrarrojo cercano de (300 - 1200) nm del espectro electromagnético,
debido a sus diferentes morfologias, tamafos y entorno dieléctrico, como ejemplo
se muestra en la Figura 3.4.1.2 (a - f), para nanoparticulas de un mismo tamario
(40 nm) y diferentes morfologias (Xia et al., 2009) y en la Figura 3.4.1.2g, para
nano cubos de plata de diferentes longitud de borde (Rycenga et al., 2011).
Existen modelos para simular los espectros de RPSL (Fuchs, 1975; Jones et al.,
2011; Morton et al., 2011), como la teoria de Mie, quien resuelve analiticamente
las ecuaciones de Maxwell calculando el espectro de extincion que considera la
absorcibn mas la dispersion de la luz por esferas metdlicas coloidales de
diferentes tamarfos; y modelos de aproximacién discreta de dipolos (DDA) para
otras morfologias de los nano cristales, entre otros.

Como se observa en la Figura 3.4.1.2, los modelos te6ricos pueden explicar
que en el espectro de absorcion, las bandas corresponden a la simetria de formas
y su tamafo (respecto a la longitud de onda incidente), interpretando que el
namero de bandas observadas esta correlacionada con el nUmero de maneras en
las cuales la densidad electronica superficial pueda ser polarizada al interaccionar
con la onda electromagnética incidente, pudiéndose formar dipolos, cuadripolos,
etc.

Para el caso de nanoparticulas con mayor simetria de forma (esféricas,
isotrépicas) y tamafio menor a la longitud de la onda incidente, se observa una
Unica banda aguda (en 400 nm), correspondiente a la oscilacién de un solo dipolo
eléctrico superficial, dado que la distribucion de carga completa de Ila
nanoparticulas oscila a la frecuencia del campo eléctrico incidente, (ver Figura
3.4.1.2a).

Para nanoparticulas de la misma composiciéon y forma, pero de mayor
tamafio (respecto al misma radiacion incidente) se presenta una banda de
absorcion aguda debido a la LSRP asociado a un dipolo eléctrico en 410 nm y un
pequefio hombro en 370 nm (Figura 3.4.1.2a) debido a la generacién de

cuadruplos, dado que durante la excitacion de los electrones de conduccion por la
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radiacion electromagnética, la mitad de la nube electronica se desplaza

paralelamente al campo incidente y la otra mitad moviéndose anti paralelamente.
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Figura 3.4.1.2. Cdlculo de extincion en el visible (negro), absorcion en rojo y espectro de
dispersion en azul de nanocristales de Ag (40 nm), ilustrando el efecto de la forma sobre
las caracteristicas espectrales de: a) esferas, b) cubos, c) tetraedros, d) octaedros, e) plato
triangular, f) plato circular. g) nanocubos de diferentes tamarfios (36, 58, 99 y 172 nm, con
madximos que se corren hacia el rojo, respectivamente), dispersos en agua. H) picos de
absorcidon de nanoparticulas esféricas de diferentes tamafos (20-80 nm),(Xia et al., 2009).
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Es decir, para grandes particulas se pueden exhibir bandas adicionales,
correspondientes a la excitacién Plasmonica de cuadruplos y maltipolo (Jin et al.,
2001), asi mismo se observa para nanoparticulas acopladas con pequefias

distancias de separacion.

3.4.2 PROPIEDADES ANTIBACTERIALES DE LAS NANOPARTICULAS DE
PLATA

El tamafio de las nanoparticulas de plata le permite permear en bacterias,
hongos o virus aportdndole propiedades terapéuticas antimicrobianas como
bactericidas, fungicidas, etc., que han sido aplicadas en trabajos dentales, catéter,
heridas de quemaduras, etc., (Kim et al., 2007; Varaprasad et al., 2011).

Estudios de tamafios y concentracion de las nanoparticulas de plata en su
actividad bactericida, indica que didmetros menores de 10 nm y concentraciones
nano molares pueden perforar efectivamente la pared celular iniciando un proceso
degenerativo y finalmente la muerte celular, lo que puede controlar el crecimiento
bacterial. Alun se requieren investigaciones que precisen el mecanismo del
proceso del ataque de las nanoparticulas a las paredes celulares y otras posibles
partes internas de las células, (Gogoi et al., 2006; Lok et al., 2006; Kim et al.,
2007).
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CAPITULO IV: METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Enmarcados en el objetivo de evaluar matrices con los mejores parametros
de aplicabilidad con respecto a su estructuras y propiedades: biocompatibilidad,
osteoinductivas y/o bactericidas, se disefio la sintesis de PAAm pura por
diferentes mecanismos de iniciacion de la polimerizacion como iniciacion quimica
(IQ), fotoiniciacion por radiacion UV-visible (FI-UV/vis), irradiacibn gamma
(irradiacion y) y ultrasonido de alta frecuencia (USAF).

También se sintetizaron hidrogeles de PAAmM compuesta adicionando
Quitosano (CS), nanoparticulas de Hidroxiapatita (nHAP) y AQNO3z como portador
de la Ag®, con diferentes concentraciones y combinaciones de los aditivos via
iniciacion quimica. Los hidrogeles hibridos con AgNO3; también fueron sintetizados
por los mecanismos de iniciacion FI-UV/vis y irradiacibn y. Obtenidos los
hidrogeles se procedié a determinar algunas de sus propiedades mediante
diferentes técnicas de caracterizacion como se muestra en la Figura 4.1. Todas las
combinaciones de aditivos utilizadas con las respectivas condiciones
experimentales y tiempos de gelificacién se muestran en la Tabla 4.1.

Los reactivos utilizados en las sintesis fueron adquiridos desde Sigma
Aldrich, la Acrilamida (C3HsNO), que es un sélido cristalino blanco e inodora, con
masa molecular de 71,08 g/mol, densidad de 1,13 g/cm®y punto de fusién de 84,5
°C; el N,N"Metilenbisacrilamida (C;H10N20O2) con 99% de pureza, que un sélido
cristalino blanco, con masa molecular de 154,17 g/mol, densidad de 1,2 g/cm®y
punto de fusion >300 °C; el Persulfato de Amonio (HgN2OgS;) con 98% de pureza,
que es un sodlido cristalino blanco e higroscépico, con densidad de 1,769 g/cm?,
masa molecular 132,14 g/mol, punto de fusién 257 °C; Nitrato de Plata (AgNO3) al
99% de pureza, que es un sélido blanco con densidad de 4,4 g/cm® masa
molecular de 169,87 g/mol, puntos de fusion y ebullicibn de 212 °C y 444 °C,
respectivamente; y el CS (bajo peso molecular).

Luego de obtener los hidrogeles mediante los diferentes métodos de
sintesis, se lavaron con agua destilada por 4 dias, cambiandoles el agua

diariamente, para eliminar los mondmeros no reaccionantes. Para obtener los
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xerogeles (geles en estado seco), requerido por algunas de las caracterizaciones
hechas en este estudio, se secaron al vacio a 40 °C.

Cabe resaltar que los hidrogeles de PAAmM pura obtenidos por el método de
iniciacion USAF con morfologia tipo laminar se disolvieron al estar en contacto con
el agua para su respectivo lavado, lo que no permiti6 hacer las planificadas
caracterizaciones, por lo cual este método de iniciacion de radicales libres con las
concentraciones utilizadas se descarto.

La descripcion detallada de las sintesis realizadas se muestra a continuacion.
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Objetivos Especificos

PAAM pura <€ -d PAAmM Compuesta

Mecanismos de Iniciacion:

1) Iniciacién Quimica (I1Q)

2) Fotoiniciacién UV-vis (FI-UYV)

3) v- Irradiacién

4) Ultrasonido de alta frecuencia (USAF)

Estructural: FT-IR; * Capacidad de Absorcién
ATG, MEB; MET; * Modelo de cinética de absorcién Biocompatibilidad

(Elementos Finitos)

Rayos-X

Figura 4.1 Esquema de la Metodologia Experimental utilizada.
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Tabla 4.1. Hidrogeles Sintetizados.

Hidrogeles Sintetizados

Aditivos (%om/m)

Tiempo . :
PAAM NMBA PSA HA AgNO, Cs Ne: IQ/VE  (min/h) Color Atribuidoa:  # de Hidrogel

Gotas

0 4 min Transparente Caracteristico

1 min
1 min

1 min Presencia de
Gris Oscuro NpAg Y su

1 min tamafno
IQ/VF 1min-1h
IQ/VF 1 min-1h
IQ/VF 1min-1h
1Q 6-7min ;
Presencia de
IQ 6-7min Mostaza  NpAg, Csy sus
tamanos

w & 0l |jO O O O O o o

2
2
2
2
2
0
(0]
P
2
P

1Q 6-7min
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CONTINUACION TABLA 4.1

Aditivos (%om/m) Ti
iempo

PAAM % NMBA% PSA HA AgNO, Cs AC IQ/VF/ Atribuido a: # de Hidrogel
% % % %  Gotas RG

NpAg y su
tamano
Vino Tinto

Transparente

Amarillo .
Presencia del

Claro Cs

- Amarillo 28

=

2,0 [0) 1 min Amarillo Claro 29
Presencia de

2,0 1Q 1 min Amarillo Suave NpAg y su 30

[e) tamano

2,0 1 min AmarilloIntenso 31

2,0 1Q 1 min Ambar Claro 32

0.0 RG I Transparente 36




CONTINUACION TABLA 4.1

Aditivos (Y%em/m) Dosi
osis

PAAM % NMBA% PSA HA AgNO, IQ/VF/  KGy Color Atribuidoa:  # de Hidrogel
rRcg \elocida

d: 1,1

KGy

0,0 2,5 5

% % ppm

(ON0) 5,0 5

Aditivos (%om/m) UAF Tiempo Color Atribuidoa: # de Hidrogel

NMBA PSA  Surfactant Burbujeo Amplitud Gel

e con N, de
Sonicacio

(t) N

9 Si 5 min Transparente Es solo PAAM

Si 2 min Transparente




4.1. SINTESIS DE PAAM PURA

4.1.1. VIA INICIACION QUIMICA (IQ)

Utilizando el mecanismo de descomposicion térmica del iniciador (iniciacion
quimica) para generar los radicales libres en solucion durante la sintesis de
Poliacrilamida, se utiliz6 monémeros de Acrilamida (100% m/m, 1 g), como
entrecruzante la N, N° Metilenbisacrilamida (1,1% m/m) y Persulfato de Amonio
(0,5 - 2% m/m) como iniciador de la reaccion de polimerizacién (iniciacion quimica,
Q). En la preparacion de la sintesis, la cantidad de mondomero utilizado se
disuelve en agua destilada (0,7 ml) por 5 minutos, dentro de un tubo de ensayo
(pyrex) sumergido en un bafio termostatado (Thermo Scientific Thermolyne-
CIMAREC) a una temperatura controlada de (30 + 2) °C con agitacion de 200
revoluciones por minutos (rpm); manteniendo la agitacion se afiade el agente
entrecruzante (disolviendo por 5 minutos) y por ultimo el iniciador, hasta que
ocurre la gelacion en aproximadamente 4 min, contados a partir de afiadir el PSA.
Es importante sefialar que la gelificacion de la PAAmM con las concentraciones de
sintesis utilizadas, no se presenta si la temperatura del bafio térmico es menor a
30 °C.

Utilizando la ecuacion 4.1.1.1, (Kwok, Prime, et al., 2003) y las
concentraciones utilizadas, se determina la concentracion total de monomeros de
nuestras sintesis como porcentaje en peso de 58,1%, lo que clasifica a la solucion
con alta concentracion de monémeros en las sintesis de las matrices poliméricas
de PAAM.

masa total de monémeros (g) (4.1.1.1)

masa de la mezcla de reaccion (g)

4.1.2. VIA FOTOINICIACION POR RADIACION EN EL RANGO UV-Visible (FI-
UV/vis)

Para realizar la sintesis de PAAmM via FI-UV/vis, las soluciones fueron

preparadas con el protocolo descrito en las sintesis de iniciacién quimica pero sin
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afadir el PSA, luego se colocaron frente a una lampara de radiacién Ultravioleta
(UV) de 100 W de longitud de Onda del Mercurio (365 nm) para irradiar las
soluciones en el rango de longitud de onda Ultravioleta. El tiempo de exposicion a
la lampara para la polimerizacion del hidrogel de PAAmM fue de 24 horas (1440

min).

4.1.3. VIA RADIACION GAMMA (irradiacion y)

Durante las sintesis de PAAm via irradiacion y, se prepararon las
soluciones con el protocolo descrito en las sintesis de iniciacion quimica pero sin
afadir el PSA, se colocaron a temperatura ambiente frente una mini fuente de
irradiacion Gamma (v) tipo ®°Co que tiene una apreciacion de 30 segundos (s) de
tiempo de dosis (8,3 Grey). Se evalu6 el mejor montaje de las soluciones ante la
fuente (Ver anexo 1), para que la irradiacion fuera lo mas homogénea posible, las
dosis utilizas durante estos procedimientos fueron de 1,1 kGy, 5 kGy y 25 kGy y
con velocidad de dosis de 1,1 kGy/h o 2 kGy/h.

4.1.4. VIA ULTRASONIDO DE ALTA FRECUENCIA (USAF)

Las sintesis de PAAmM via USAF se realizaron preparando las soluciones
por el protocolo descrito en las sintesis de iniciacion quimica, utilizando una
concentracion con un factor de 10 para todos los componentes de las soluciones,
requerido por las condiciones del equipo de ultrasonido de alta frecuencia MSE-
150 Watt Ultrasonic Disintegrator MK2. MEASURING & SCIENTIFIC
EQUIPMENT. Ltd. Manor Royal-SUSSEX-ENGLAND. Sintetizando en segundos
luego de requerir el PSA.

4.2. SINTESIS DE HIDROGELES COMPUESTOS

Para estudiar la sinergia entre la PAAmM y varios modificadores como

nanoparticulas de Hidroxiapatita (nHAP), Nitrato de Plata (AgNO3) como portador
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de iones Ag” y el Quitosano (CS) como polimero biocompatible, se sintetizaron
hidrogeles compuestos con estos aditivos y sus combinaciones, utilizando el
protocolo descrito anteriormente para la PAAm via IQ y afadiendo los

modificadores en momentos predeterminados durante la sintesis.

4.2.1. SINTESIS DE HIDROGELES COMPUESTOS CON 1 ADITIVO

4.2.1.1. HIDROGELES DE PAAmM CON nHAP

Las sintesis de la PAAmM modificada con nHAP se realizaron por el mecanismo de
iniciacion quimica. Las nanoparticulas de HAP utilizadas fueron sintetizadas por el
método de precipitacion (Spadavecchia and Gonzélez, 2007). Se utilizaron
concentraciones de 2; 5; 10; 15; 20 %m/m y fueron dispersadas durante 15
minutos en la solucion de AAm y NNMBAAm, antes de afiadir el PSA. Se observé
que este aditivo no influye en el tiempo de polimerizacion de la matriz de PAAmM,
dado que la gelacion ocurre en aproximadamente 4 min, contados a partir de

afiadir el PSA, como en el caso de la sintesis de la PAAmM pura.

4.2.1.2. HIDROGELES DE PAAM CON AgNO3

La sintesis de hidrogeles de PAAmM con AgNOs se realiz6 por 3 mecanismos
de iniciacion de radicales: 1Q, FI-UV/vis e irradiacion y. Se utilizé dos grupos de
concentraciones de AgNO3z uno en ppm (partes por millon) que vario en el rango
de (2,5 - 15) ppm, y otro entre (0,31 — 2) %m/m.

En la preparacion de las soluciones para la sintesis de PAAm con AgNO;
en el rango de concentraciones en ppm, se prepararon soluciones de AgNO3; de
las respectivas concentraciones (2,5; 5; 10 y 15 ppm). En la preparacion de la
mezcla de los aditivos, la disolucion de los monémeros de AAm y NNMBAAmM se
realiz6 en 6 ml de agua por 5 minutos (cada uno) y luego se le agregé 1 ml de la
correspondiente concentracion en ppm de AgNOs.

Durante la preparacion de las soluciones para las sintesis de PAAmM con

AgNOs3 en el rango de concentraciones de (0,31; 0,64; 0,95 y 2) %m/m se
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disuelven los monémeros de AAm y NNMBAAmM en 7 ml de agua y luego se
agrega la correspondiente concentracion de AgNO; disolviéndolo durante 5
minutos.

Luego de tener las disoluciones de AAm, NNMBAAmM y AgNO3 se procede a
culminar los procedimientos correspondientes a cada uno de los mecanismos de
sintesis, descritos anteriormente para la sintesis de PAAm pura (1Q, FI-UV/ivis y

irradiacion y).

4.2.1.3. HIDROGELES DE PAAmM CON CS

La sintesis de hidrogeles compuestos de PAAm y CS, se realizd por el
mecanismo de iniciacion quimica, para ello primero se disolvio el CS en 0,7 ml de
agua, en bafio helado, utilizando acido acético (2 - 15 gotas) y luego se contindian
afadiendo los aditivos (AAm, NNMBAAmM y PSA) con el protocolo descrito

anteriormente.

4.3. SINTESIS DE HIDROGELES COMPUESTOS CON 2 y 3 ADITIVOS

Durante las sintesis por el mecanismos iniciacion quimica con aditivos
simultaneos de CS, nHAP e AgNO3; (concentraciones % m/m) primero se disuelve
el CS en 0,7 ml de agua, en bafio helado, utilizando acido acético (2 - 15 gotas) y
luego se contintan afiadiendo los aditivos (AAm, NNMBAAmM, nHAP, AgNO; vy

PSA) con el protocolo descrito anteriormente.

4.4. CARACTERIZACION DE LAS MATRICES POLIMERICAS

En el estudio de las propiedades de las matrices poliméricas sintetizadas se

utilizaron las siguientes técnicas:

4.4.1. ESPECTROSCOPIAFT- IR

Para obtener los espectros y asi identificar los grupos funcionales en

nuestros xerogeles, se prepararon pastillas delgadas de la mezcla en polvo de los
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xerogeles y Bromuro de Potasio (KBr), registrandolos en un Espectrémetro Nicolet

is 10 Thermo Cientific (resolucién 1 cm™).

4.42 ANALISIS POR DIFRACCION DE RAYOS-X EN MUESTRAS
POLICRISTALINA (DRXP)

Se realizaron los patrones de difraccion de rayos X de las muestras en
polvo utilizando radiacion CuKa en un Difractometro-D8-Focus-Bruker (resolucion
0,02°), para verificar y/o identificar la presencia de las particulas inorganicas
presentes en los hidrogeles modificados (HAP, Ag, etc.), dado que las matrices de

los xerogeles de PAAm pura presentan estructuras amorfas.

4.4.3. ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Con esta técnica se realizd6 el estudio morfolégico de los hidrogeles
sintetizados, utilizando un microscopio Electronico de Barrido (MEB), marca FEI
modelo quanta 200, y un FEI Inspect, ambos con un cafién de emision de campo,
y acoplados con un microanalizador de analisis elemental por separacién de
valores de las energias (EDX, siglas en ingles) con una resolucién de 126 eV.

Los xerogeles, para ser observados en el MEB fueron fracturados en
Nitrégeno Liquido (N.) y luego cubiertas de carbono - platino en un evaporador de
alto vacio (BALZERS BAE 301). Se realizaron analisis semicuantitativos de los
elementos presentes determinados por separacion por energias de rayos-X (EDX),
utilizando esta informacion de complemento a otras técnicas. Es de hacer notar
qgue la cuantificacion del Carbono (C) no es representativa, pues incluye el
aportado por la matriz y por el recubrimiento utilizado en la preparacion de las

muestras para ser observadas por MEB, alterando todas las cuantificaciones.

4.4.4, ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
(MET)

Para obtener imagenes de nuestros xerogeles se utilizaron Microscopios
Electronicos de transmision (MET) FEI CM10 y JEOL JEM 2100 de 200 kV de
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voltaje acelerador y filamento de hexaboruro de lantano (HR-TEM). Las muestras
para ser observadas se utilizaron en polvo preparadas por suspension en etanol o

cortadas con un ultracriomicrotomo.

445 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (ATG) Y CALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Esta técnica ha sido utilizada para determinar las transformaciones fisicas
de los hidrogeles de interés en esta investigacion, encontrado las temperaturas
asociadas a la descomposicion de las cadenas poliméricas.

Los termogramas realizados a los materiales fueron en un TGA/SDTA851e
Mettler Toledo y un SDT Q600 V7.0 Build 84, siendo el intervalo de temperatura
utilizado de 30 — 700 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, las
medidas térmicas fueron obtenidas bajo atmosfera de Nitrégeno o Argdn con
velocidad de flujo de 50 ml/min y 10 ml/min respectivamente, y las masas de las
muestras vari6 entre 5y 23 mg.

4.4.6 ANALISIS POR ABSORCION EN EL RANGO UV-VISIBLE

Se realiz6 la espectroscopia de absorcion a los hidrogeles (discos) en el
intervalo UV-Visible en un espectrofotometro Genesys UV-Vis 105 (resolucién
5nm), la cual mide la cantidad de luz absorbida por un compuesto en funcion de la
longitud de onda de la luz incidente, informacion que permite medir la Resonancia
Plasmonica Superficial Localizada (RPSL) de los electrones libres de las
nanoparticulas de Ag (NpAg). Se tomaron los espectros con 3 repeticiones a la

misma muestra.

4.5 CAPACIDAD DE ABSORCION

Las isotermas de hinchamiento de los hidrogeles sintetizados se realizaron
a 37 °C, en agua destilada y para algunos casos en Fluido de Cuerpo Simulado
(SBF, preparado por la formulacion de Kokubo (Kokubo, 1991)). Durante este

procedimiento los hidrogeles hinchados fueron removidos de la hidratacién en
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tiempos predeterminados, secados con papel absorbente y pesados en una
balanza (Adventure-OAUS con apreciacion de +0,0001 g), que se encuentra a
temperatura ambiente, y luego llevados a una estufa a 37 °C, itinerantemente.

El hinchamiento se realizé en réplicas (2 a 5) de cada composicion, por lo
que el promedio del %S fue calculado utilizando la siguiente expresion:

%5 = (M) « 100
my

(4.4.1)
Aplicando la expresion del célculo de la propagacién de errores para una
medida indirecta, dada por:

%S 0%S
Am, +

A% = Amo

om, o, (4.4.2)

a la ecuacién 4.5.8.1, se obtiene:

— 1 _ my _
A%S = — %100 * Am; + — = 100 * Am,

Mo Mo (4.4.3)
donde:
e [BEG = m)] P D
2 Iy R Y L Iy R (4.4.4)

El error relativo porcentual de las medidas se calcula mediante la expresion:
E. % A%S 100
= — %k
T %S (4.4.5)

4.6 MODELADO DE LA CINETICA DE HINCHAMIENTO

Como ya se menciono en la seccion 2.11, es bien conocido que los procesos
de absorcion de sistema polimero — solvente frecuentemente no confirma el

comportamiento esperado desde la teoria clasica de difusion, dado que la difusién
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depende de muchos parametros, en consecuencia la descripcion de transporte

Fickiano no es adecuado para polimeros vitreos, sino para polimeros cauchosos.

Considerando que aun no hay un modelo totalmente descriptivo, tenemos la

intencidn de acercarnos a interpretaciones de nuestros datos realizando ajustes

con los siguientes modelos:

La ecuacion de Ley de difusion de Fick, 2.11.2, para determinar el coeficiente
de difusion K, utilizando el método de elementos finitos para discretizar el
sistema de ecuaciones diferenciales parciales en coordenadas cilindricas,
desarrollado por (Blanco et al, 2013) y aplicado satisfactoriamente a
hidrogeles de Poliacrilamida con diferentes relaciones de aspecto. Este
método, considera:

o La topologia de la estructura fue interpretada como discos cilindros, lo
que permite resolver las ecuaciones diferencias parciales en
coordenadas cilindricas.

o Para deformar el dominio computacional de los cilindros, se utiliza
elementos finitos triangulares, tal como se muestra en la Figura 4.2,
como rejillas deformables en el tiempo, utilizando nodos en los ejes que
representan el radio y la altura. En nuestro caso se usaron 6 nodos en el
radio y 6 nodos en la altura.

o El coeficiente de difusibn fue interpretado con la dependencia
exponencial de tipo Fujita, ecuacién 2.11.10.

o El modelo no considera los efectos elasticos debido al cambio de la
estructura polimérica.

Relacion empirica de ley de potencias, ecuacion 2.11.3, para determinar ny k
calculadas de la pendiente y intercepcibn de la linea de ajuste,
respectivamente.

Ecuacién de difusibn de segundo orden, evaluado en todo el rango de
medidas, para determinar las constantes de velocidad inicial y velocidad de
hinchamiento (ky, ks) y el porcentaje de hinchamiento teorico, S,,;,, utilizando

las ecuaciones 2.11.6 — 2.11.9.
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Figura 4.2. Discos cilindricos. (a) Dominio computacional para el método de elementos
finitos; (b) en un t = 0; (c) en un t >0. Los colores en (c) representan distintos valores del
solvente a medida que penetra en el hidrogel, azul: polimero seco; rojo: agua.

En el presente trabajo se utiliza el modelo de (Blanco et al., 2013) en pastillas
cilindricas de PAAm pura y PAAm modificadas con nHAP, Ag, etc., sintetizadas
por los distintos métodos de iniciacion de radicales con el fin de determinar el

mecanismo de hinchamiento en cada caso.

4.7 MEDICION DE LA TEMPERATURA

El proceso de sintesis de la PAAm por el mecanismo de IQ,
simultdneamente y de manera novedosa, curiosa y no invasiva fue seguido
paralelamente con un sensor infrarrojo de temperatura, MLX90614 con una
resolucion de salida 0,14 °C, automatizado mediante una interfaz Arduino con

lenguaje de programacion Labview.
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El sensor fue colocado a 1,5 cm sobre el nivel de la soluciéon y se
registraron curvas de Temperatura en funcion del tiempo, con una alta
reproducibilidad en mas 20 sintesis. A la par, y de manera comparativa, la
temperatura de la solucién fue medida simultdneamente con una termocupla (no
automatizada), obteniendo temperaturas con aproximadamente =5 °C de
diferencias con respecto a las medidas con el sensor infrarrojo, por lo que nos
atrevemos a aproximar la temperaturas medidas por el sensor como las
temperaturas de sintesis considerando un error de £ 5 °C. Adicionalmente, se
realizaron registros audiovisuales de los procesos de polimerizacion in situ con

una camara de alta velocidad.

4.8 BIOCOMPATIBILIDAD

Se evalud la biocompatibilidad de los geles preparados (Contreras et al.,
2012), para ello se realizo la citotoxicidad (efecto de las nanoparticulas de Ag
presentes sobre las células) y adhesién de células osteoprogenitoras sobre
matrices de PAAm, PAAmM/20%nHAP, PAAmM/5%CS, PAAmM/0,95%AgNOs3,
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3; y PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/3%CS, todas sintetizadas
por el mecanismo de iniciacion quimica de radicales libres, realizado en 3 réplicas
de cada matriz.

La citotoxicidad se determin6 evaluando la difusion de potenciales agentes
toxicos, realizando los cultivos con las células osteoprogenitoras en medio
condicionado (Dulbecco's Modified Eagle Medium, (DMEM)) complementado con
10% de suero fetal bobino, (SBF)) con las matrices a evaluar por 48 h.

La adhesidon celular se determiné sobre las matrices empleando el kit
comercial CellTiter® 96R (MTS). En la evaluacién, se sembraron los hidrogeles
(realizando 3 réplicas de cada condicién) en una densidad de 9300 cel/cm? para
determinar las células adheridas/viables, en comparacion a un grupo control con
células cultivadas con el medio habitual sin pre-condicionamientos de ningun tipo,
por 16 h.

Las células osteoprogenitoras utilizadas fueron obtenidas a partir de ratas
neonatas (Sprague dowley), en un medio condicionado.
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Este estudio requiere de muestras esterilizadas y después de cortadas en
discos de aproximadamente 0,7x0,2 cm? fueron tratadas en ambiente estéril con
etanol 70% en combinacion de un sistema de vacio, que permite eliminar el aire
atrapado en el material, a fin de garantizar la remocion de aire de los xerogeles.
Para eliminar la solucién alcohdlica se lavaron las muestras 2 a 3 veces con agua
destilada estéril y finalmente se realiz6 un lavado con tampon fosfato salino (PBS,
por sus siglas en inglés), se secaron a temperatura ambiente y se expusieron a

radiacion UV por 10 min. .
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CAPITULO V: SINTESIS DE HIDROGELES DE PAAm POR DIFERENTES
FUENTES DE INICIACION DE RADICALES LIBRES

En la busqueda de materiales con estructuras macroporosas y propiedades
adecuadas para ser utilizados como andamios de regeneracion Osea, se
sintetizaron hidrogeles de PAAmM a partir de soluciones concentradas de AAm
(vinil) con NNMBAAmM (divinil) como agente entrecruzante (en bajas
concentraciones), lo que puede inducir inhomogeneidades durante la formacién de
la estructura, y conducir a separacion de fases y a su vez a la formacion de
macroporos.

Las sintesis se realizaron por diferentes técnicas de iniciacion de
polimerizacion en solucion via radicales libres, como iniciacion quimica,
fotopolimerizacién por energias en el rango Ultravioleta visible e irradiacion y. La
comparacion simultanea de las propiedades fisicas y estructurales de hidrogeles
de poliacrilamida por los diferentes métodos de sintesis utilizados, no se
encuentran reportados en la literatura, al menos no son del conocimiento de los

autores, hasta los momentos.

HIDROGELES OBTENIDOS:
POR MECANISMO DE INICIACION QUIMICA

La reaccion via iniciacion quimica es exotérmica, dado que la
polimerizacion de la PAAm finaliza durante una reaccion violenta que calienta el
sistema y se observa evaporacion del solvente.

En la Figura 5.1, se muestra el registro la temperatura del proceso de
gelificacion y se indica el tiempo desde que esta comienza hasta alcanzar la
maxima temperatura. Este experimento se replico cinco veces en las mismas
condiciones, con el fin de estimar la reproducibilidad del mismo. En la Figura se
muestran los resultados de estos cinco experimentos y como se puede observar
se alcanzan unas temperaturas en un rango de (219 — 266) °C, y los tiempos de
gelificacion estan entre 2 a 4 s.
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Es decir, para las condiciones de sintesis empleadas para la PAAm por 1Q,
la temperatura promedio de gelificacion alcanza un maximo de (243 + 8) °C, en un
tiempo promedio de (3 + 0,4) s. Esto sugiere que el sistema es reproducible con
un tiempo total de sintesis de 4 minutos contados a partir de la adiccion del PSA,
mas 3 s de gelificacion.

300 D66 °C
270
240
210
180
8 150
(- 120

t(s)

Figura 5.1. Temperatura maxima de gelificacién de la PAAm por IQ, se indican el tiempo
desde que se inicia la gelificacién hasta que se alcanza el maximo.

Como se observa en la Figura 5.1, las reacciones comienzan en una
temperatura aproximada de 30 °C (303 K) equivalente a una energia térmica de
4,18x10%" J, luego se observa un aumento fuerte de la viscosidad aparente de la
solucion (el agitador magnético pierde movimiento hasta mantenerse estatico) y un
aumento en la temperatura hasta alcanzar un maximo.

Los maximos obtenidos corresponden a una energia térmica entre 6,8x10%
J a 7,44x10% J, indicativo de un proceso de polimerizacién exotérmico, donde la
temperatura local del medio de reaccion puede alcanzar temperaturas mayores a
la temperatura de ebullicibn del agua (condicion de sobrecalentamiento),
presentandose la evaporacion del solvente (ver Figura 5.2).
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Adicionalmente se realiz6 un registro con una camara de alta velocidad
para seguir el proceso de polimerizacion in situ, observando la formacion de una
gran cantidad de burbujas en el interior del medio de reaccion, las cuales actian
como un agente porogeno, conduciendo a la formacion de macroporos en la
estructura del hidrogel. En la Figura 5.2 se muestra una secuencia de este
proceso.

Figura 5. 2. Imdgenes fotogrdficas secuenciales de la formacion del hidrogel de PAAm por
iniciacion quimica, donde se observa la formacion de los macroporos y la evaporacion del
solvente.

El monolito final es opaco y se muestra en la Figura 5.3 (a), con
dimensiones de aproximadamente 1 cm de didmetro y 1,2 cm de longitud, la
opacidad se atribuye a la macroporosidad, como lo observan Tamagawa et al.,
2000; y a la alta concentracion de AAm en la solucion. Dado a su gran capacidad
de absorcion de agua, en su estado hinchado presenta cambio en su volumen,

con un tamafio aproximado de 6 cm, es de color transparente y también logra
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observarse burbujas dentro del hidrogel, (Figura 5.3 (b)), lo que puede conferirle

inhomogeneidades macroscopicas a los monolitos.

Figura 5. 3. Imagen de los hidrogeles de PAAm sintetizados via IQ: (a) recién sintetizados
(b) hinchados en el equilibrio.

POR FOTOINICIACION

La polimerizacion de la matriz de PAAm via fotoquimica, se realizo
mediante irradiacion de la solucién con energias en el rango Ultravioleta-Visible
(UVIvis). El tiempo de sintesis fue aproximadamente de 1440 min (24 h), con un
aproximado de energia requerida para las sintesis de las matrices de PAAmM de
(5,51 — 13,42) J (ver Anexo B).

Los hidrogeles obtenidos se muestran en la Figura 5.4. Como se ve en la
Figura, los hidrogeles son opacos siendo consistente a los obtenidos por otros
autores (Lees and Balcom, 2003) para altas concentraciones de AAm. Estos
autores no reportan la temperatura de gelificacion, solo miden el incremento en la
temperatura de la solucién, alrededor de 7 °C. Si este incremento de temperatura
de sintesis coincidiera con nuestras sintesis, el cual no pudimos medir por las

particulares condiciones experimentales, se esperaria que nuestras matrices
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presenten menos inhomogeneidades macroscopicas, que las obtenidas para las

sintesis por iniciacion quimica.

Figura 5.4. Imagen fotogréfica de hidrogeles de PAAm recién sintetizados por FI-UV/vis.

POR IRRADIACION GAMMA (irradiacién y)

Las sintesis de los hidrogeles de PAAm via irradiacion y se realizaron con
dosis de 1,1 kGy, 5 kGy y 25 kGy y velocidad de dosis de 1,1 kGy/h y 2 kGy/h,
para estudiar sus caracteristicas y efecto de la dosis suministrada, obteniendo
monolitos como el que se muestra en la Figura 5.5.

Evaluando el umbral de dosis de gelificacion de la solucién, encontramos
que a 3 min de exposicion y una velocidad de 1,1 kGy/h, correspondiente a una
dosis de 55 Gy de irradiacion, la solucion gelifica. Considerando que para las
condiciones de sintesis empleadas se utilizaron 0,001711 Kg de masa total, la
energia necesaria para la gelificacion es de 0,094 Joules. Es decir se necesita una
energia de 0.018 joule por Kg de muestra.
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Figura 5.5. Imagen fotogréfica de un hidrogel recién sintetizado por "-irradiacién con dosis
de 25 kGy.

La sintesis de los hidrogeles de PAAmM via USAF con y sin surfactante
arrojo estructuras que se redisolvian durante el lavado. Por lo tanto, este método

no resulto satisfactorio para las condiciones empleadas.

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

A.- ANALISIS POR FT-IR

Las vibraciones moleculares obtenidas a través de los espectros de FT-IR
de los reactivos utilizados (AAm, NNMBAAmM y el PSA) se observan en sus
correspondientes picos caracteristicos de vibracion, (ver Figura 5.6 (a-c)).

Para los xerogeles sintetizados por los distintos mecanismos de iniciacién
de radicales libres, se pudo corroborar la formacion de la PAAm (Figura 5.6 (d-f)),
ya que se observan bandas de absorcion, en el intervalo de transmitancia entre
(400 — 4000) cm™.

Las bandas indican la superposicién de los picos caracteristicos de la
vibracion de los enlaces presentes en la AAm y NNMBAAm (sin la presencia del
PSA), entre las que se pueden mencionar el alargamiento de N-H en 3427 cm™;

alargamiento de N-H unida a la vibracién de C=0 en 3203 cm™; alargamiento C—H
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en 2927, 2855, 2785 cm™; alargamiento del grupo Carbonilo (C=0) en 1672 cm™,
flexion N-H (amida secundaria) en 1608 cm™; alargamiento C-N (Amida Primaria)
en 1456, 1421 cm™, flexién C-H acoplados en la cadena de polimérica ramificada
en 1403 cm™, alargamiento de C-N acoplado a los enlaces adyacentes en 1173
cm™, 1107 cm™, alargamiento de C-N en 1045 cm™, bandas también reportadas
por A.K. Bajpai and Bundela, 2009; Verma and Sardar, 2009.

Los espectros de las matrices sintetizadas por iniciacion de radicales libres
via irradiacion y, (ver Figura 5.7), muestran que la matriz de la PAAmM es
independiente de la dosis utilizada, como fue observado previamente por Zhang
and Easteal, 2003, en la copolimerizacién de AAm y AMPS con dosis entre 0,07 a
50 kGy.

: : : =
s N\ W(m
= (c)
i8S
@ (d)
3 (e)
g )
4000 3000 2000 _ 1000 0

1/Longitud de Onda (cm™)

Figura 5.6. Espectros de absorcion en el rango del Infrarrojo de: (a) mondmeros de AAm;
(b) monédmeros de NNMBAAm; (c) iniciador (PSA); (d) PAAm (1Q); (e) PAAm (irradiacion y
con dosis 5 kGy); (f) PAAm (FI-UV/vis).
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Figura 5.7. Espectros de absorcion en el rango del Infrarrojo de: PAAm irradiacion y con
dosis de 1,1 kGy, 5 kGy y 25 kGy.

B.- ANALISIS MORFOLOGICO POR MEB Y MET

La Figura 5.8, muestra la morfologia de la matriz de PAAm sintetizada por
IQ, observando una estructura macroporosa, con tamafio de poros que varian
entre (99 - 1172) um (Figura 5.8 (a)), con pliegues en su matriz (Figura 5.8 (b)).

Estando estos poros (>300 micras) en el rango recomendado para el
proceso de la regeneracion 6sea, (Karageorgiou et al., 2005). En la imagen de
MET del xerogel de la misma muestra, (ver Figura 5.8 (c)), se observa una
estructura nanoporosa (1 — 30) nm. La dimensiones de la nanoporosidad que
hemos obtenido concuerda con la obtenida por Chrambach and Rodbard, 1971,
para sintesis diluidas via iniciacion quimica con tamafios de (0,5 a 4) nm, en

hidrogeles de PAAm utilizados para aplicaciones de electroforesis.

93



Figura 5.8. Xerogel de PAAm por iniciacién quimica (a) y (b) Imagenes de MEB del
a 2 diferentes magnificaciones; (c) imagen de TEM. Algunas imperfecciones de las
red son sefaladas con ovalos (nanoporos) y rectangulo (microgeles, estructuras

tipo globular o anillo inelastico).

También se observan en la Figura 5.8 (c), algunas estructuras tipo globular,
gue pudieran asociarse a los microgeles reportados por Hj Naghash and Okay,
1996, a priori del inicio de la macrogelacion de la PAAm. Estas estructuras
globulares también han sido reportadas por Oppermann et al., 1985 en geles de
PAAmM entrecruzada, obtenidas a partir de sintesis diluidas (7,5 — 25) %wt con
temperatura controlada de 20 °C, atribuidas a anillos elasticamente inefectivos,

considerados como una cantidad significante de imperfecciones de red.
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En cuanto a la presencia simultanea de nano y microporos observada en
las imagenes de microscopia, encontramos coincidencia en hidrogeles de PAAm
sintetizados via iniciacion quimica pero con otras condiciones experimentales de
concentracion (soluciones diluidas), iniciadores (Persulfato de Amonio y Persulfato
de Potasio, PSP), aceleradores (N,N,N’,N’-tetrametiletiiendiamine, TEMED) vy
temperatura (50, 60, 70 y 80) °C sintetizados por Tamagawa et al., 2000. Ellos
interpretan que el iniciador trabaja como un nudcleo de poros y a las mayores
cantidades (utilizadas) acelera la velocidad de la reaccién. El acelerador juega un
rol de agente de crecimiento de los macroporos, hay un incremento en cantidad y
tamafio de los poros a mayor temperatura de calentamiento de la solucién pregel,
reportado por el aumento en el tamafio de los macroporos atribuyéndolo a la
coalescencia de poros mas pequefos, dado que el contenedor de la solucién
utilizado previene la formacion de macroporos de grandes tamafos (efecto de
confinamiento).

La morfologia de los xerogeles de PAAm sintetizados via FI-UV/vis se
observa inhomogénea, con glébulos a escalas nano y macro, (ver Figuras 5.9),
ademas, presenta estructura nanoporosa con tamafos de poros de (5 — 30) nm,
ver Figuras 5.9 (c-d). Esta morfologia observada no concuerda con la reportada
por Aouada et al., 2005, 2006, quienes muestran estructuras extremadamente
porosas de PAAmM sintetizada via fotoquimica utilizando diferentes condiciones
experimentales a las nuestras, como moléculas fotoiniciadoras de radicales
(Peryodato de Potasio, KIO,), bajo irradiacion de luz de vapor de mercurio (Hg)
con longitud de onda de (254 - 580) nm y las muestras fueron liofilizadas a 25 °C
para ser observadas en el microscopio.

Las micrografias de MEB de los xerogeles de PAAmM sintetizados via
irradiacion y, con dosis de (1,1; 5 y 25) kGy, muestran unas morfologias
macroscopicas altamente homogéneas y plegadas a las velocidades utilizadas,
(ver Figura 5.10). Esta morfologia observada, concuerda con las reportadas por
Karadag et al., 2002; Zhang and Easteal, 2003, utilizando diferentes dosis (0,06 —
50) kGy y con velocidades de dosis (0,69 - 6,92) kGy/h para la sintesis de PAAmM
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pura y PAAmM copolimerizada, realizadas a temperatura ambiente y utilizando la
radiacibn gamma para entrecruzar la estructura.

En nuestro caso utilizamos tanto la irradiacion como el agente
entrecruzante. En las imagenes por MET, (ver Figura 5.10 (e y f)), se visualiza

nanoporosidad (1 — 10) nm en la estructura.

Figura 5.9. Morfologia del xerogel de PAAm por FI-UV/vis: (a) y (b) Imagenes de MEB a
diferentes escalas; (c) y (d) imagenes de MET; (d) es una imagen ampliada de una zona de

(c).
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Figura 5.10. Imdgenes de MEB y MET mostrando la morfologia de los xerogeles de PAAm
via irradiacion y a diferentes dosis. (a) -( c) dosis de 1,1 kGy; (d) - (f) dosis de 5 kGy; (g) - (i )
dosis de 25 kGy.
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C.- ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (ATG)

En la Figura 5.11, se presentan los respectivos termogramas mostrando el
proceso de degradacion de las matrices de PAAm en funcion de la temperatura
para los tres métodos de iniciacion de radicales libres, donde se observa que las
matrices presentan 3 etapas de pérdidas (Tabla 5.1).

Interpretando la primera etapa como deshidratacion del hidrogel; la segunda
etapa por pérdida de grupos laterales (Imidizacion) y la tercera etapa la pérdida
por descomposicion de las cadenas poliméricas de la PAAm, en concordancia a lo
reportado en la literatura (EI-Nesr, 2002; Zhang and Easteal, 2003; Moharram and
Allam, 2007; A. K. Bajpai and Bundela, 2009).

Los valores de pérdida de masa, temperatura del maximo de velocidad de
descomposicion (determinado de la primera derivada de los respectivos

termogramas), residuos a 700 °C, se presentan en la Tabla 5.1.

Tabla 5. 1. Porcentaje de pérdida de masa en funcién de la temperatura de PAAm,
por diferentes mecanismos de iniciacién de radicales libres, en el intervalo de
temperatura de (30 - 700) °C. Temperatura de los maximos de velocidad de
descomposicion de las matrices. Residuos de las matrices a 700 °C.

% de pérdidas (%W) Temperaturas  Residuos
Matrices 1@ 2da 3% de los g/leaXImos a 700 °C

(agua) (Imidizaciéon) (Descomposicion Desco”lgosmié” (%)
de las cadenas (°C)

poliméricas)
PAAm (IQ) 8 22 33 71, 294, 397 20
PAAM 4 23 56 296, 388 17
irradiacion y
(1,1 kGy)
PAAM 6 19 61 297, 381 14
irradiacion y
(5 kGy)
PAAM 4 17 65 298, 397 14
irradiacion y
(25 kGy)
PAAm (FI- 6 19 58 115, 295,389 18
UV/vis)
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Figura 5.11. Porcentaje de pérdida de masa en funcion de la temperatura de los hidrogeles
de: (a) PAAm (1Q); (b) PAAm (irradiaciéon y 5 kGy); (c) PAAm (FI-UV/vis); (d) PAAm
(irradiacion y 1,1 kGy); (e) PAAm (irradiacion y 25 kGy).
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En los termogramas se observa que a la temperatura corporal (37 °C) las
estructuras de las matrices son estables para los diferentes mecanismos de
iniciacion de radicales, informacion importante en caso de posibles aplicaciones
médicas. En la primera etapa se presenta un maximo de velocidad de
deshidratacion, en caso de ser xerogeles no presenta este maximo, (ver Tabla
5.1). En la tercera etapa existen ciertas diferencias siendo la velocidad de
degradacion a mas alta temperatura, para matrices sintetizadas por FI-UV/vis y
irradiacion y que en aquellas sintetizadas por 1Q.

Los residuos a 700 °C de los hidrogeles de PAAm sintetizados por los
diferentes mecanismos de iniciacion de radicales corresponden a sus estructuras
carbonizadas. Las diferencias de las pérdidas de masas y residuos en las tres
etapas para los distintos mecanismos de iniciacion de radicales pueden estar
asociadas al mayor o menor grado de entrecruzamiento de los geles, siendo esto
mayor para los hidrogeles preparados por irradiacion UV/vis o y (ver seccion de

hinchamiento).

CAPACIDAD DE ABSORCION

Para observar el efecto de los diferentes métodos de iniciacion polimérica
en las propiedades hidrofilicas de las matrices de PAAm, se realiz6 el
hinchamiento de los hidrogeles en agua y SBF (solo para los hidrogeles obtenidos
por 1Q) todos a 37 °C. El porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles se calcula
mediante la ecuacion (4.4.1).

En la Figura 5.12, se observan las isotermas de hinchamiento al graficar el
promedio %S de las réplicas medidas, en funcion del tiempo; los insertos en las
graficas muestran las diferentes cinéticas de los hidrogeles al inicio del

hinchamiento y el tiempo en que tarda en llegar al equilibrio.
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En hidrogeles de PAAmM obtenidos via 1Q, se pudo determinar la capacidad
de absorcion tanto en agua, como en SBF a 37 °C, encontrando que €l %S¢ es de
(742 £ 0,17) % y (638 = 0,18) % respecto a su masa inicial, respectivamente. La
absorcion en SBF es menor respecto a la del agua pura, (ver Figura 5.12 (d) y
Tabla F.1 (Anexo F)), debido a que los iones del SBF interactian con los grupos
funcionales del hidrogel, apantallando su disponibilidad de interaccion con el agua,
como lo observa el grupo de Saraydin et al.,, 2004 al hacer el hinchamiento de
hidrogeles con concentraciones de las soluciones pregel parecidas a las nuestras
a 37 °C, en distintos fluidos fisiolégicos simulados (buffer de fosfatos, buffer de
glicina, solucién salina fisiologica, etc.).

El promedio de %S¢y determinado para los hidrogeles via FI-UV/vis es de
(315 + 0,22) %.

El %Seq €s de (380 — 402 + 0,09-0,017) % en los hidrogeles de PAAm
sintetizados via irradiacion y, para las 3 dosis utilizadas en nuestras sintesis. La
dispersiéon en el porcentaje de hinchamiento en el equilibrio de los hidrogeles por
irradiacion y se puede asociar a la fragilidad que presentaron los discos con dosis
5y 25 kGy, los cuales se fracturaron durante los hinchamientos, mostrando mayor
estabilidad los discos sintetizados con la dosis de 1,1 kGy los cuales se
mantuvieron intactos durante todo el hinchamiento, informacion importante para
proximos estudios. Es importante sefialar que el tiempo de alcanzar el %S¢ fue de
1500 min.

Un estudio a diferentes dosis de radiacion y (1, 2, 4, 6, 8 10, 12 y 14 kGy) y
concentraciones (20, 25 y 30 Vol %) para hidrogeles de PAAm realizado por Alam
et al., 2003, encuentran que los valores de hinchamiento se reducen con el
aumento de la concentraciébn de mondmeros, como por ejemplo de 1600 % para la
concentracion de 30 %, hasta 3000 % para la concentracion de 20 %. Estos
autores determinan que a menores dosis es mayor el valor de hinchamiento, todos
estos resultados pueden deberse al incremento de la densidad de

entrecruzamiento con el aumento de la concentracion y la dosis.
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Figura 5.12. Isotermas de absorcién de: (a) Hidrogeles de PAAm por 3 métodos de
iniciacion; (b) Iniciacién irradiacion y (3 dosis); (c) Porcentaje de hinchamiento en el
equilibrio (%Seq) en funcion de los distintos métodos de iniciacién, en agua. En SBF (d) via
IQ. Todos a 37°C.

Ademas reportan, que el hinchamiento incrementa drasticamente en los
primeros 1440 min, y luego es lento hasta las 2880 min, para luego no observarse
considerable variacion desde las 2880 h hasta las 20160 min. Comparando estos

resultados con los nuestros, los valores de hinchamiento que obtuvimos en el
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presente estudio, son mas bajos y esencialmente independientes de la dosis
suministrada. Esto puede deberse a que nuestra concentracién de monémeros es
muy alta y a que nuestros geles pudiesen tener un mayor grado de
entrecruzamiento, ya que en nuestros caso adicionalmente a la radiacion se utilizo
agente entrecruzante (NNMBBAmM).

El hinchamiento comparativo entre los métodos de sintesis de la PAAmM
utilizados en este trabajo, presenta mayor absorcion de agua para el hidrogel via
IQ, seguido por la sintesis via irradiacion y y la de menor absorcion las sintesis via
FI-UV/vis. Este comportamiento esta en concordancia con las microestructuras
observadas por MEB, donde se pudo apreciar una disminucion de la
macroporosidad de los xerogeles en funcion del método de iniciacion, debido
posiblemente a los diferentes mecanismo de generacién de radicales libres.

Saraydin, Unver-Saraydin, et al., 2004 reportan un estudio comparativo de
la capacidad de absorcién de hidrogeles de PAAm con respecto a los métodos de
sintesis por 1Q e irradiacion y (dosis Unica de 0,72 kGy/h) y diferentes
concentraciones de 3 moléculas entrecruzantes como: NNMBAAm, etilenglicol
dimetacrilato, butanodioldimetacrilato, encontrando que %Scq es de 445 % y 410
% para 1Q vy irradiacion y respectivamente, para una relacion de concentraciones
de AAM/NNMBAAmM de 99,0/1,0 (cercana a la nuestra) a una temperatura de 25
°C. Estos resultados concuerdan con los nuestros para el método de iniciacion por

irradiacion y pero no por 1Q.

CINETICA DE HINCHAMIENTO

Examinando los posibles mecanismos que controlan la cinética de
hinchamiento de los hidrogeles sintetizados, utilizamos la ecuacién empirica de

Ley de Potencias dada por ecuacion 2.11.3, aplicada hasta una absorcién inicial

del Ss—t=0.60. Graficando los datos experimentales como LnF vs. Lnt, (ver

[ee]

Figura 5.13), se pueden determinar el coeficiente de difusion (n) y la constante de
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difusion (k) calculados de la pendiente y intercepcién de la linea de ajuste,

respectivamente.

B PAAm IQ
2 PAAmM Gamma (1 kGy) A
B PAAm Gamma (5 kGy)

¥ PAAmM Gamma (25 kGy)

Ln (% S/ % S,)
S

20 PAAmM UV
Y24 30 36 42 48 54
Ln(t)

Figura 5.13. Ln (%S/%Seq) Vs. Ln(t) hasta S;/5-.=0.60 para los hidrogeles de PAAm por
diferentes métodos de iniciacién de radicales via IQ(W ), irradiacién y (X, H, x), FI-
uvyvis ().

Los valores obtenidos del coeficiente de difusion (n) utilizando la empirica
Ley de Potencias, para el promedio del hinchamiento de nuestros hidrogeles son
presentados en la Tabla F.1 (Anexo F), donde se observa que los hidrogeles
sintetizados tienen tendencia a mecanismos de absorcion anémalo, indicando que
las velocidades de difusién y de relajacién de la red polimérica son comparables,
caracteristico de hinchamientos realizados a 37 °C, la cual es una temperatura por
debajo de la temperatura de transicion vitrea del hidrogel de PAAm entrecruzado,
reportada entre (150 - 222) °C para los diferentes métodos de sintesis (ver Tabla
F.1 (Anexo F)).

Este mecanismo de absorcion andémalo para nuestros hidrogeles de PAAm,
concuerdan con los reportados para la PAAmM por (Karadag et al., 2002; Saraydin,
Unver-Saraydin, et al., 2004; Kundakci et al., 2009; Benitez et al., 2015).
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Para determinar el porcentaje de hinchamiento maximo (Smax) y algunos
paradmetros cinéticos, como constantes de velocidad inicial (ky) y de velocidad (ks),
se utiliza la ecuacién de difusién de segundo orden, evaluado en todo el rango de
medidas, dada por la expresion 2.11.6 - 2.11.9 y realizando los respectivos
ajustes, ver Figura 5.14, se obtiene los parametros mostrado en la Tabla F.1
(Anexo F).

PAAM IQ

PAAmM Gamma (1 kGy)
PAAmM Gamma (5 kGy) .
PAAmM Gamma (25 kGy)
PAAm FI-UV

40}

D3

t/ %S

0 4000 8000 12000 16000
t (min)

Figura 5.14. t/%S vs. t para los hidrogeles de PAAm por diferentes métodos de iniciacion de
radicales via 1Q( | ); irradiacion y ( JK, B, X); FI-UVyvis ().

Graficando los pardmetros obtenidos para la cinética de hinchamiento en
funcion de los diferentes mecanismos de iniciacion de radicales libres de la PAAmM,
ver Figura 5.15, se puede interpretar:

La velocidad de hinchamiento inicial, k,, es dependiente del mecanismo de
iniciacion, siendo menor para hidrogeles de PAAm via irradiacion y, aumentando
para hidrogeles sintetizados via UV/vis y 1Q, respectivamente, (ver Figura 5.15
(@), lo que se puede atribuir a la distribucion de porosidad observada en cada una
de las matrices.

La constante de velocidad de hinchamiento, kg, varia dependiendo del

mecanismo de iniciacion, siendo menor para hidrogeles de PAAm via irradiaciéon y
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y aumentando para hidrogeles sintetizados via I1Q y FI-UV/vis, respectivamente,
(ver Figura 5.15 (b)), lo que se puede atribuir a la distribucion de porosidad
correlacionado con la capacidad de absorcién observada en cada una de las
matrices.

El porcentaje de hinchamiento maximo, Smax, determinado del ajuste con la
data experimental, concuerda para todos los hidrogeles sintetizados con los %Seq
determinados experimentalmente, (ver Tabla F.1 (Anexo F)).

El tiempo para alcanzar el equilibrio, teq (ver Tabla 5.3), tomado de la zona
del equilibrio de hinchamiento de las isotermas de absorcion para los hidrogeles
sintetizados por los diferentes mecanismos, (ver Figura 5.15 (c)), varia
dependiendo de los mecanismo de iniciacion y se puede interpretar que hidrogeles
sintetizados via irradiacion y con menor constante de velocidad inicial y de
hinchamiento presentan mayor t., requerido para llegar al equilibrio. Mientras que
los obtenidos via FI-UV/vis que tienen constantes de velocidades iniciales
intermedias y de hinchamiento presentan el menor teq, €s decir, son lo que mas
tardan en llegar al equilibrio. El hidrogel sintetizado via IQ que presenta mayor
velocidad inicial e intermedia constante de velocidad, tienen teq intermedio para
llegar a su maximo hinchamiento, lo que se puede atribuir a las correspondientes
nano y macroestructuras.

Para determinar el coeficiente de difusion, K, se utiliz6 el modelo propuesto
por nuestro grupo y reportado por Blanco, et. al., 2013, donde se resuelve la
segunda Ley de Difusion de Fick, dada por la expresion 2.11.2, en coordenadas
cilindricas por el método de elementos finitos, evaluado en hidrogeles de PAAmM
con superficies variables (cilindros, conos, etc.) y en pastillas cilindricas Blanco, et.
al., 2014. En este trabajo de investigacion, se evalla el modelo comparativamente
en pastillas cilindricas de PAAmM sintetizadas por diferentes mecanismos de
sintesis, donde hemos encontrado un buen ajuste a la data experimental, ver
Figura 5.16.

Graficando los coeficientes de difusion, K, determinados en funcion de la
densidad de los discos considerados soélidos, ver Figura 5.17, se observa que a

medida que aumenta la densidad de los discos es menor el coeficiente de difusion,
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con una relacion de 1Q > FI-UV/vis > irradiacion y lo que concuerda con las

correspondientes morfologias observadas (ver seccion A) y las temperaturas de

degradacion (ver seccion C).

La relacion entre el Coeficiente de Difusion, K, y la densidad de los discos

utilizados en los respectivos hinchamientos, nos parece un aporte importante del

modelo evaluado, por ser la densidad una de las caracteristica fisicas de los

discos.
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Figura 5.15. (a) Constante de velocidad inicial de hinchamiento,k(,(b) constante de

velocidad de hinchamiento, kg, (c) tiempo en llegar al equilibrio del hinchamiento,t

eq

para los hidrogeles sintetizados con los distintos mecanismos de iniciacién (IQ; irradiacion

y (1,1; 5; 25 kGy) y FT-UV/vis).
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Figura 5. 16. Ajuste del modelo de difusién del agua en el hinchamiento de hidrogeles: (a)
y (b) disco 1y 3 de PAAM IQ; (c) y (d) disco 1 y 2 PAAmMm Gamma 25 kGy; (e) y (f) disco 1y 2
de PAAm UV/vis; respectivamente. Datos experimentales (o) - modelo numérico (linea).

Detalles de los hidrogeles Tabla F.2 (Anexo

F).
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Figura 5.17. Coeficiente de difusion del agua en funcién de la densidad de los discos para
los hidrogeles de PAAm por diferentes métodos de iniciacién de radicales via 1Q(Il),
irradiacion y (&), FI-UVyvis (0).

Entre las bondades del modelo utilizado para determinar el Coeficiente de
Difusion, K, se puede evaluar la difusibn del agua en los discos durante el
hinchamiento, como lo plantean los autores: considerando la posible deformacién
real de los discos llevada al dominio computacional que represente a los cilindros
en hinchamiento como rejillas deformables en el tiempo, utlizando nodos
independientes que permitan la deformacion de los discos durante la difusion del
agua, con elementos finitos triangulares con simetria axial representada en un
cuadrante del disco (los ejes que representan el radio y la altura), como se
muestra en la Figura 5.18. En nuestro caso se usaron 6 nodos en el radio y 6
nodos en la altura, para la deformacion que causaria la difusiébn del agua en
nuestros discos, como se muestra en las imagenes de la Figura 5.19.

En las imagenes de la Figura 5.1.19, se muestra un cuadrante del disco
evaluado y se observa que en el tiempo inicial es maximo hinchamiento en la
superficie de los discos (Figura 5.19 (a)), luego para tiempo posteriores penetra el
agua y se difunde dentro del hidrogel y existe mayor absorcion de agua en las

intersecciones entre las caras planas y la periferia circular, dado que es alli donde
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se produce un mayor flujo de agua, (ver Figura 5.19 (b-e)). Sin embargo, en el
estado de total hinchamiento el disco recupera su forma original, (ver Figura 5.19
(f)). Este comportamiento durante la evolucion de la forma es soportado
experimentalmente, como se muestra para uno de los discos de PAAmM, (ver
Figura 5.20).

h/2

-

.“

7 ZZ" —
=

Figura 5.18. Discos cilindricos. (a) Dominio computacional para el método de elementos
finitos; (b) en unt = 0; (c) en un t >0. Los colores en (c) representan distintos valores del
solvente a medida que penetra en el hidrogel, azul: polimero seco; rojo: agua.
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Figura 5.19. Penetracion tipica del agua y evolucion de la forma en el cilindro (solo el
plano de simetria es mostrado). Los colores indican: azul: polimero seco; rojo: agua en
tiempos: (a) t =1 min; (b) t = 10 min; (c) t = 100 min; (d) t = 700 min; (e) t = 1200 min vy (f) t
= 1800 min.
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(d)

Figura 5.20. Evolucidon temporal de la forma de un disco durante el hinchamiento en
tiempos: (a) t =5 min; (b) t = 15 min; (c) t = 35 min; (d) t = 4320 min.

(a) (b)
(c)

En resumen, a partir de soluciones concentradas al 58,1% de Acrilamida se
forman matrices de Poliacrilamida por los mecanismos de iniciacion de radicales
libres aplicados, como: iniciacion quimica, fotoiniciacion, irradiacion y y USAF.

Se encontré que la morfologia de las matrices de PAAm obtenidas
dependen de los mecanismos de iniciacion de radicales libres utilizados, ya que
via iniciacibn quimica tiene superficies plegadas y estructuralmente son
inhomogéneas, dado que presentan nano, macroporosidad y algunos globulos
(anillos, microgeles). Las matrices obtenidas via fotoiniciacion son inhomogéneos
con nanoporos y globulos a escalas nano — micrométricas. Las obtenidas via
irradiacion y son nanoporosas y plegadas. Las morfologias de las matrices de
PAAmM obtenidas via USAF son de tipo laminar, las cuales se disolvieron al estar
en contacto con el agua para su respectivo lavado, por lo cual este método de
iniciacion de radicales libres se descartd en este estudio.
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Cabe resaltar que la macroporosidad obtenida para las matrices
sintetizadas por 1Q, se encuentra en rangos mayores a 300 um recomendado en la
literatura, para favorecer la adhesion celular, Io que hace a estas matrices posibles
candidatas para aplicaciones biomédicas.

Las estructuras de las matrices obtenidas de PAAmM por los diferentes
mecanismos de iniciacion se degradan en 3 etapas, interpretando la primera etapa
como deshidratacion del hidrogel; la segunda etapa por pérdida de grupos
laterales (Imidizacion) y la tercera etapa de pérdida por descomposicion de las
cadenas poliméricas de la matriz, en concordancia a lo reportado en la literatura.

Es de hacer notar, que a la temperatura corporal la estructura es estable
para los hidrogeles sintetizados por los diferentes mecanismos de iniciacion de
radicales, informacion importante en caso de posible aplicacion médica.

Los hidrogeles de PAAmM obtenidos por los distintos mecanismos, poseen el
aporte hidrofilico dado por grupos funcionales (amidas y carbonilos) y las
respectivas nano — microporosidad, que les confieren caracteristicas
superabsorbentes tanto en agua como en fluido de cuerpo simulado a 37 °C, con
una relacion: via iniciacién quimica > via irradiacion y > via Fl-UV/vis.

Durante el hinchamiento los hidrogeles sintetizados presentan tendencia de
mecanismos de absorcion anémalo, indicando que las velocidades de difusién y
de relajacibn de la red polimérica son comparables, caracteristico de
hinchamientos realizados a 37 °C, en concordancia a lo reportado en la literatura.

Los parametros cinéticos de absorcion como la velocidad de hinchamiento
inicial, ky; la constante de velocidad de hinchamiento, kg, y ademas el tiempo que
tarda en llegar al hinchamiento en el equilibrio, teq, concuerdan con la distribucion
de porosidad y la capacidad de absorcion observada en cada una de las matrices,
dependientes del mecanismo de iniciacion utilizado. Estos resultados de los
parametros cinéticos comparativos entre los tres mecanismos de iniciacion
radicales libres son un aporte novedoso para estas matrices.

El modelo planteado por nuestro grupo, donde la segunda Ley de Difusion
de Fick es resuelta por elementos finitos y aplicada a pastillas cilindricas que

inicialmente presentan mayor absorcion de agua en las intersecciones entre las
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caras planas y la periferia circular, dado que es alli donde se produce un mayor
flujo de agua, para luego seguir difundiéndose radialmente dentro del hidrogel
durante el hinchamiento, ajustada con la data experimental de hinchamiento para
los correspondientes mecanismos de iniciacion de radicales, presentdé buenos
ajustes, permitiendo determinar que el coeficiente de difusion del agua en cada
una de las matrices sintetizadas disminuye a medida que aumenta la densidad de
los discos utilizados, resultado razonable dado que el coeficiente de difusion indica
la cantidad de agua que difunde en mm? por minuto, entonces para mayor
densidad de la estructura menor sera el coeficiente de difusion.

Los valores obtenidos para el Coeficiente de Difusion, K, del agua en estas
matrices soportada en la adecuada reproduccién computacional de la evolucién de
la forma del hidrogel durante la absorcion del solvente, relacionada con las
densidades de los discos de las matrices utilizadas se considera un gran aporte de
este trabajo, ademas, permite la validacion del modelo utilizado para matrices
sintetizadas por distintos mecanismos de iniciacion de radicales libres que
presentan diferentes nano y microestructuras.

La diferencia entre los coeficientes de difusién del agua en los hidrogeles de
PAAmM para los correspondientes mecanismos de iniciacion de radicales,
determinados por los ajustes utilizando la empirica Ley de potencias (n) y la
segunda Ley de Difusién de Fick, puede deberse a la diferencia de rango de datos
experimentales a la cual ajusta cada aproximacion, es decir, la Ley de potencias
ajusta hasta un hinchamiento de un 60%, mientras que la segunda Ley de Difusion
de Fick ajusta toda la data experimental.

Ademas, segun los respectivos modelos presentan informaciones distintas:
(n) el exponente de relajacion representando el mecanismo de relajacion y (K) la
cantidad de agua que se difunde en mm?/min. Soportados en modelos aislados
propuestos en la literatura, para la descripcion de mecanismos de polimerizacion
gue interpreten las estructuras de algunas matrices poliméricas, nos atrevemos a

proponer:
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POSIBLES MECANISMOS PRESENTES EN LA FORMACION DE LAS NANO Y
MICROESTRUCTURAS OBTENIDAS

Las diferentes nano y microestructuras presentadas por los hidrogeles con
las tres fuentes de iniciacion de polimerizacion de la PAAm, se pueden explicar
por la preferencias en los procesos de copolimerizacion de mondémeros vinilicos y
divinilicos por radicales libres en solucion de AAm y NNMBAAm, reportados por
Okay, 1996, 2000, ver Figura 2.9.1.1.

La parte estructural altamente densa, para los hidrogeles de PAAmM via I1Q e
irradiacion y, (Figuras 5.8 y 5.10), se puede interpretar por la ocurrencia de
manera mayoritaria del mecanismo (b) de la Figura 2.9.1.1, que indica
entrecruzamiento intramolecular entre cadenas, durante la propagacion de la
polimerizacion y entrecruzamiento gradual aleatorio de cadenas poliméricas
primarias. Y la ocurrencia de manera minoritaria del mecanismo (a), lo que
explicaria algunas microestructuras tipo glébulos observada en la Figura 5.8 (c). El
mecanismo mayoritario para la copolimerizacion de la AAm y/o AM (Acido
Maleico) con NNMBAAmM ha sido propuesto por (Chrambach and Rodbard, 1971;
Rojas de Gascue et al., 2007; A.K. Bajpai and Bundela, 2009; Pirela et al., 2014).

La nano y macroestuctura globular de los xerogeles via FI-UV/vis, (ver
Figura 5.9), se puede atribuir a la recombinacion de radicales libre de manera
mayoritaria por el mecanismo (a) de la Figura 2.9.1.1, es decir, debido a
entrecruzamientos intermoleculares produciendo estructuras inhomogéneas con
zonas muy densas y otras no tan densas, como lo obtiene HJ Naghash and Okay,
1996b; O. Okay, 2000.

La formacion de los poros (nano y/o micro) de las matrices de hidrogeles de
PAAmM por las 3 vias de iniciacion (ver Figuras 5.8- 5.10), puede estar asociado a
la separacibn de fases (estructura — solvente) via microsinéresis vy
consecutivamente el camino recorrido por el solvente evaporado para salir a la
superficie de la estructura del hidrogel.

La evaporaciéon del solvente (agua) puede claramente explicarse por las
temperaturas alcanzadas durante la fase final de la polimerizacién (mayores a 100

°C), medidas en las sintesis via IQ, (ver Figura 5.1). Las temperaturas alcanzadas
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por las sintesis, mayores a 100 °C, que se interpretan como una condicién de
sobrecalentamiento, pudiera estar influenciado por la concentracion de la solucién
en el volumen del molde utilizado.

Esta condicion de sobrecalentamiento que se presenta de manera violenta
también fue observada por Kwok, Prime, et al., 2003; Kwok, Qiao, et al., 2003, en
la auto aceleracion de los estados de intermedio a alta conversion de monomeros,
lo que se conoce como efecto de gel, efecto Trommsdorff o efecto Trommsdorff-
Norrish, en el proceso de formacion del hidrogel de PAAmM.

La microsinéresis ha sido explicada para estructuras de redes poliméricas
no cristalinas por Dusek and Prins, 1969; Okay and Naghash, 1994; Naghash and
Okay, 1996; Okay, 2000, durante la polimerizacibn de monoméros viniles —
diviniles, que forman una estructura tipo expandida, dado que se copolimerizan los
mondmeros, que poseen diferentes reactividades dadas por rl = 0,95 y r2= 0,85
respectivamente (reportadas por Zhang and Easteal, 2003 para la
copolimerizacion de (1) AAm y (2) NNMBAAm, por iniciacion de radicales libres),
indicando que en estas reacciones, los primeros copolimeros formados contienen
un exceso de unidades de NNMBAAm relativa a la proporcion de AAm,
entrecruzando la red. Esta red entrecruzada se forma en una mezcla de
monomeros (transicion sol-gel), esta mezcla solvata la red (se hincha por tener
estructura hidrofilica aportada por las amidas como grupo funcional) vy
subsecuentemente se copolimerizan, por lo que las moléculas del diluyente
guedan dentro del gel en forma de gotas o burbujas (dos fases gel-diluyente), las
cuales en su mayoria son evaporadas al final de las reacciones de polimerizacion.

Una manera experimental e ilustrativa de describir los mecanismo de
polimerizacion de PAAm para hidrogeles por irradiacion y la presentan Zhang y
Easteal, 2003, estudiando la viscosidad y el estado fisico de las soluciones
copoliméricas de AAm y AMPS (2 acrilamido-2-metilpropano acido sulfénico)
diluidas (100 mL de la solucién acuosa, con 0,5 mol/L en AAm y 0,05 mol/L de
AMPS) en un rango de dosis entre 0,7 — 50 kGy, encontrando que la viscosidad de
las soluciones irradiadas incrementa rapidamente con el incremento de la dosis,

en los estados iniciales de la formacion del gel.
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El aumento de la viscosidad a dosis menores de 2,2 kGy lo asocian a la
gran probabilidad de que ocurra la propagacion de la cadena principal de los dos
monomeros. Para dosis entre 2,2 y 3,2 kGy, el aumento de la viscosidad lo
relacionan con el enmarafiamiento de la cadena principal y algunos
entrecruzamientos intramoleculares (tipo glébulos). Para dosis alrededor de 3,2
kGy la viscosidad incrementa muy rapidamente posiblemente a incrementos en la
proporcion de enlaces covalentes entre cadenas (entrecruzamiento
intramolecular). A dosis alrededor de 6,6 kGy geles firmes fueron formados, algun
encogimiento de las muestras ocurrié en la expulsion parcial del agua y burbujas
fueron formadas en aproximadamente 11 kGy. Observandose estructuras con
morfologias superficiales altamente homogéneas, lo que se podria explicar
considerando que la irradiacién de rayos-v pueden formar radicales libres desde el
agua, monomeros Yy entrecruzante, reaccionando de manera simultdnea y
aleatoria causando la polimerizacion y la formacion de las estructuras (Saraydin,
et. al., 2002).

En resumen, en la Figura 5.21, se presenta un esquema de los posibles

procesos que ocurren en los diferentes métodos de iniciacion de radicales libres.

Etapa 1 (solucion)
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Etapa 3 (Propagacion: crecimiento de cadenas principales, entrecruzamiento, hinchamiento

y separacion de fases - microsinéresis).
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Etapa 4 (Final de las reacciones de polimerizacion)
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Figura 5.21. Esquema hipotético de la formacidn de los hidrogeles Etapa 1: Moléculas
utilizadas en las sintesis. Etapa 2: iniciacién de radicales (a) via iniciacién quimica, (b) via
fotopolimerizacion, (c) via irradiacién y. Etapa 3: Propagacién de la polimerizaciéon que
induce el (a) crecimiento y (b) entrecruzamiento, solvatacién de las cadenas primarias y la
separacion de fases (formacién de los poros). Etapa 4: Finalizacidon de la polimerizacién.
Etapa 5: Estructuras nano y micro estructuradas de las redes de PAAm por los diferentes
via de iniciacién de radicales libres.

Los diferentes tiempos de polimerizacion, para los 3 vias de iniciacion
pudieran estar asociados a la energia aportada por las fuentes de iniciacion, lo

gue podria determinar la cantidad de radicales libres al inicio de la polimerizacion,
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y la cantidad de estos radicales libres inducir la velocidad de polimerizaciéon y la
temperatura de la sintesis.

La presencia de PSA en 1Q, actia como iniciador de las reacciones de
polimerizacién, con concentracién del 2% m/m requiere de 4,18x10% J, para
iniciar la formacion de radicales libres consecutivamente la propagacion y
formacién de cadenas poliméricas, para luego llegar a méximos de energias entre
6,8x10% J a 7,44x10%' J. Esta pequefia energia concuerda con la pequefia
cantidad de moléculas de sales ionicas de PSA, que debe radicalizar, a una
temperatura de 30 °C, quienes a su vez son responsables de la reaccion en
cadena para que ocurra la radicalizaciéon aditiva de todas las moléculas presentes
que forman las grandes cadenas, formandose asi las nano y microestructuras
obtenidas.

Para los hidrogeles de PAAm via FI-UV/vis la polimerizacion ocurre en 1
dia, siendo la radiacion UV/vis la Gnica fuente de generacion de radicales libres de
AAmM y/o NNMBAAm (sin PSA), requiriendo de aproximadamente 5,51 J — 13,42 J.
Estas energias, concuerda al considerar que la lampara UV/vis utilizada presenta
diferentes intensidad de potencia en funcién de la distancia que se este de la
lampara. Nuestras soluciones estuvieron a una separacion de (10,3 — 12) cm, lo
gue indican que nuestras soluciones con las concentraciones utilizadas, requieren
de una dosis de energias entre 5,51 J — 13,42 J por 24 h para generar los
radicales libres de moléculas de AAm y/o NNMBAAm, para que inicien la reaccion
en cadena, y asi ocurra la polimerizacion que generan las nano y microestructuras
obtenidas.

Para las sintesis via irradiacion y se estima una energia umbral de sintesis
de 0,094 J, donde se radicalizan tanto los monémeros de AAm como los de
NNMBAAm y el agua (radiolisis: e_.,» OH,» H,H*,H,0,, H,) lo que podria inducir a
una gran cantidad de radicales al inicio de la polimerizacion, induciendo a una
rapida recombinacion para formar las nano y microestructuras de la PAAmM.
Recordando en nuestro caso se tiene una solucion concentrada de monémeros y
gue la radiacibn gamma es una radiaciéon altamente ionizante (posee mayor poder

ionizante que la UV/vis).
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Segun lo expuesto anteriormente, en referencia de las energias de sintesis
estimadas para cada uno de los mecanismos de iniciacion de radicales libres, se
observa correlacion entre las fuentes utilizadas y sus respectivas condiciones
experimentales de sintesis, ademas, si se comparan entre ellas, se refuerza que
se pueden considerar estas energias adecuadas para cada sintesis. Esta
informacion se puede considerar un gran aporte, al estudio de las sintesis de las

respectivas matrices.
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CAPITULO VI: HIDROGELES COMPUESTOS CON 1 ADITIVO

Aprovechando la sinergia entre materiales cuando estos se combinan
pudiéndose aportar nuevas propiedades, se encuentran en la literatura una
variedad estudios de materiales, como por ejemplo de hibridos de PAAmM con
hidroxiapatita (PAAM/HAP) o HAP/PAAmM como materiales reparadores de hueso
(Bajpai & Bundela, 2009; Yokoi et al. 2010), en absorcion de iones pesados (Jang
et al., 2008; Ulusoy and Akkaya, 2009), ingenieria de tejidos (Jie and Yubao, 2004)
and obteniéndose resultados promisorios como biomateriales.

También se encuentran estudios de hidrogeles hibridos con nanoparticulas
de plata (nAg) para aplicaciones antibacteriales (Malmsten, 2011), o como
andamios para la sintesis de nanoparticulas (Murali et al. 2010), etc. Existen
estudios de matrices poliméricas compuestas de Quitosano (CS) con injerto de
PAAmM o viceversa, con potenciales aplicaciones en liberacion prolongada de
farmacos, limpiezas de aguas y/o recuperacion de metales pesados, etc. (Li et al.,
2004; Laue and Hunkeler, 2006; Mahdavinia et al., 2006, 2008; Mochalova et al.,
2006; Akkaya and Ulusoy, 2008).

En nuestro caso, estamos interesados en hacer un estudio sistematico de
matrices hibridas o compuestas de PAAm, utilizando de partida la misma
concentracion de monomeros de AAm y NNMBAAmMm, sintetizadas en presencia de
diferentes aditivos (modificadores) como nanohidroxiapatita (nHAP), nitrato de
plata (AgNO3) o CS, por diferentes mecanismos de iniciacion de radicales libres
como iniciacion quimica, fotoiniciacion y irradiacion y para continuar y profundizar
en el estudio y disefio de nuevos materiales con posibles aplicaciones médicas.

Las aplicaciones de estas nuevas matrices estarian dirigidas por los aditivos
utilizados, dado que intentamos sumarle a la matriz de PAAmM propiedades
biocompatibles adicionando diferentes concentraciones de quitosano o
nanoparticulas de hidroxiapatita, ademas, la nHAP pudiera afiadirle propiedades
osteoinductivas y estabilidad a la estructura; y diferentes concentraciones de
AgNO3 con la intencion se formen in situ nanoparticulas de plata simultdneamente

a la formacion de la matriz sintetizada con el interés de aportarle propiedades
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bactericidas, estrategia denominada one pot. Estos estudios y las estrategias

utilizadas, segun los autores no estan reportados en la literatura.
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HIDROGELES HiBRIDOS DE
PAAM/NHAP POR INICIACION
QUIMICA



6.1 HIDROGELES HIBRIDOS DE PAAM/NHAP POR INICIACION QUIMICA

En el estudio de materiales compuestos con potenciales aplicaciones
biomédicas en el area de huesos, se encuentra el Polimetiimetacrilato (PMMA)
modificado con acetato de vinilo y cargados con 30% de HAP coralina (56 a 80)
pm para ser utilizados como cementos 0seos (Brizuela, N., et. al., 2008). Los
compuestos de HAP/PAAmM [3g/28,13mM] en 15mL de agua destilada, sintetizados
por el mecanismo de radicales libres via iniciacion quimica para ser utilizados
como sustitutos de huesos (A. K. Bajpai and Bundela, 2009). El polietilenglicol de
alta densidad (HDPE) y polimetiimetacrilato (PMMA) con HAP preparados via
sonoquimica y radiacién ultrasénica (Parra et al., 2009; Albano et al., 2010). El
poliacido lactico (PLLA) y PLGA con HAP (Gonzalez et al., 2012, 2013).

En este sentido y con la finalidad de agregar propiedades biocompatibles y
osteoinductivas a la matriz de PAAm, se sintetizd via iniciacion quimica en
presencia de diferentes porcentajes nanoparticulas de HAP (2, 5, 10, 15 y 20
%(m/m)), como se observa en la Figura 6.1.1. Dado que entre las propiedades
mecanicas de la HAP destacan la rigidez y la dureza, las diferentes
concentraciones de nHAP utlizadas pudieran afadirle a la matriz mayor
estabilidad estructural (similar al comportamiento en el hueso reportado por
(Suchanek and Yosh, 1998).

La temperatura que alcanzan las sintesis de las matrices hibridas, estan en
el mismo rango de valores, (238 — 292) °C, que presentan las sintesis de las
matrices de PAAmM pura, (237 - 263) °C, como se observa en la Figura 6.1.2. En
esta Figura, se muestra el registro la temperatura del proceso de gelificacion y se
indica el tiempo desde que esta comienza hasta alcanzar la maxima temperatura.
Este experimento se replico cuatro veces para las concentraciones de
PAAM/2%nHAP y PAAM/20%nHAP en las mismas condiciones, con el fin de

estimar la reproducibilidad del mismo.
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>
PAAmM/2%nHAp por iniciacion quimica, donde se observa la formacidén de los macroporos y
la evaporacion del solvente.
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Figura 6.1.2. Curvas de Temperatura en funcién del tiempo durante la sintesis de los
hidrogeles de PAAm pura, PAAM/2%nHAP y PAAmM/20%nHAP, trasladadas para
comparacion visual.
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A continuacion se presenta la caracterizacion de las matrices sintetizadas:

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

A.- ANALISIS POR FT-IR

Los espectros de las vibraciones moleculares de los xerogeles de PAAm y
de PAAmM modificada con diferentes concentraciones de nanoparticulas de HAP,
muestran las vibraciones caracteristicas de la PAAm y ademas solapamiento con
las vibraciones de los grupos fosfatos de la HAP en el rango de 1180 a 1000 cm’
! ver Figura C.1 (Anexo C), también identificados por Sahiner et al., 2005; Francis
et al., 2006; Caykara et al., 2007; Wang et al., 2007; A.K. Bajpai and Bundela,
2009. Debido al solapamiento de las bandas caracteristicas no es posible concluir

sobre alguna interaccion entre la matriz de PAAm y la nHAP.

B.- ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (ATG)

Se observa en los respectivos termogramas de los hidrogeles de
PAAM/NHAP que las matrices hibridas presentan las mismas 3 etapas de
degradacion que la matriz de PAAm, ver Figura D.1 (Anexo D), es decir la
presencia de las nanoparticulas de HAP durante la sintesis no afecta la formacion
de la estructura de la matriz de PAAm.

Los valores de pérdida de masa, temperatura del maximo de velocidad de
descomposicion determinado de la primera derivada de los respectivos
termogramas, residuos a 700 °C y diferencias de residuos en valor absoluto con
respecto al residuo de la PAAm, se presentan en la Tabla 6.1.1. Las muestras que
no estan hidratadas en el momento de hacer el respectivo termograma, no
presentaron el maximo de velocidad correspondiente a la deshidratacion.

Analizando los residuos de todas las matrices a 700 °C, se determina que el

hidrogel de PAAm presenta un residuo de 20% de su masa inicial que puede ser
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su estructura carbonizada, y los hidrogeles hibridos con concentraciones
nominales utilizadas durante las sintesis de 2, 5 10, 15y 20 % de nHAP muestran
residuos mayores a los de PAAm pura de 27, 27, 30, 35, 37 % de su masa inicial,
respectivamente. Al comparar los porcentajes de residuos de los hidrogeles
hibridos con el de PAAm, se obtienen diferencias de 7, 7, 10, 15, 17 %W, ver
Tabla 6.1.1, diferencias que se puede asociar con la carga de particulas nominales
de nHAP, resultados esperado ya que la HAP presenta descomposicion a
temperaturas mayores de 1200 °C (punto de fusién 1670 °C). Las diferencias entre
las concentraciones nominales de nHAP durante las sintesis (2, 5, 10, 15 y 20)
%m/m y la correspondiente a los residuos obtenidos de los ATG (7, 7, 10, 15, 17)
%W, puede indicar inhomogeneidades en la distribucibn de la nHAP en las

matrices hibridas.

Tabla 6.1.1. Porcentaje de pérdida de masa (% W) en funcién de la temperatura, en
el intervalo de temperatura de (30-700) °C. Temperatura de los maximos de
velocidad de descomposicién de las matrices. Residuos de las matrices a 700 °C.
Diferencia de los residuos de las matrices modificadas con respecto a la de PAAm
pura, T=700 °C.

% de pérdidas (%oW) Tempergtgras Residuos |AR|
Matrices 1@ 2da 3@ de los g/leaX'mOS a700°C 700°C
(agua) (imidi-  (Pescompo- Descomposicion (%)
L, sicion de las (OC)
zac:|on) cadenas
poliméricas)

PAAmM (IQ) 8 22 33 71,294, 397 20 0
PAAM/2%nHAP 8 21 38 81,293,391 27
PAAM/5%nHAP 6 21 41 290,404 27 7
PAAM/10%nHAP 8 22 28 77,295,398 30 10
PAAM/15%nHAP 9 19 30 76,295,395 35 15
PAAM/20%nHAP 8 19 28 74,292,397 37 17
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C.- ANALISIS MORFOLOGICO POR MEB Y MET

La Figura 6.1.3 muestra imagenes comparativas de las estructuras
macroporosas del xerogel de PAAm, ver Figura 6.1.3 (a), con las estructuras de
los xerogeles hibridos de PAAM/nHAP, donde se puede observar que se mantiene
la inhomogéneidad en las matrices hibridas y la presencia de las nanoparticulas
de HAP en la matriz de PAAm induce a hidrogeles hibridos con poros de menor
tamafo, (ver Tabla 6.1.2), como se muestra para los hidrogeles de
PAAM/5%nHAP, PAAM/10%nHAP y PAAM/20%NnHAP en las Figuras 6.1.3 (b-d).

Esto podria deberse a que las nanoparticulas de HAP sélidas que estan
bajo agitacion magnética durante las sintesis via iniciaciébn quimica, (ver Figura
6.1.1), pueden estar cumpliendo el rol de “perlas de ebullicion” en proceso de
destilacidon, evitando la formacion de grandes burbujas, aun presentando las
mismas temperaturas de sintesis para la matriz de PAAm (ver Figura 6.1.2). En
consecuencia las estructuras macroporosas de los hidrogeles hibridos se ven
reducidas.

En la Figura 6.1.3 (e) se observa la nanoestructura del hidrogel hibrido de
PAAM/20%nHAP, con nanoporos entre (200 — 1000) nm, indicativo de que las
estructuras hibridas con diferentes concentraciones de nHAP son nanoporosas.

La presencia de las nHAP durante la sintesis de las matrices hibridas, no
altera el posible mecanismo preferencial de copolimerizacibn de monémeros
vinilicos y divinilicos por radicales libres en solucion de AAm y NNMBAAmM, como
se propone para la sintesis de la PAAm, (ver Capitulo V).

Con respecto al tamafio de los macroporos de las matrices hibridas
PAAM/NHAP, se observa tendencia a la disminucion con el aumento de la
concentracion de las nanoparticulas de HAP utilizadas. Sin embargo, los valores
nominales presentados son recomendados para biomateriales usados como
andamios en regeneracién 6sea (Karageorgiou and Kaplan, 2005; Roeder et al.,
2008), lo que le aporta a este material propiedades atrayentes para ser aplicado

biomédicamente.
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{.

Figura 6.1.3. Imdgenes de MEB mostrando las morfologias de xerogeles de: (a) PAAm; (b)
PAAM/5%nHAP; (c) PAAM/10%nHAP; (d) PAAm/20%nHAP; (e) Imagen de MET, del xerogel
de PAAm/20%nHAP, las manchas negras corresponde a grdnulos de nHAP.
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Tabla 6.1. 2. Tamafios de poros de los Hidrogeles de PAAm y PAAm modificados
con diferentes concentraciones de nHAP.

Xerogel Rango (um)
PAAmM 100-1200
PAAM/2%nHAP 20-800
PAAM/5%nHAP 30-400
PAAM/10%nHAP 20-500
PAAM/15%nHAP 20-700
PAAM/20%nHAP 10-300

D.- ANALISIS POR DIFRACCION DE RAYOS - X

Se identifico la fase de HAP a través de la difraccion de Rayos-X en
muestras Policristalinas (DRXP) en la muestra de PAAmM/2%nHAP (menor
contenido de nHAP), obteniendo un patron de difraccion (ver Figura 6.1.4), donde
se observa una fuerte contribucién de la parte amorfa del xerogel y algunos
méaximos de difraccion correspondiente a la HAP, como fase Hexagonal con grupo
espacial P6s/m y parametros de celda a = b = 9,4166 A, ¢ = 6,8745 A, (ver Tabla
6.1.3), (esta fase fue identificada utilizando la base de datos Inorganic Crystal
Structure Database ficha No. 01-084-1998).

Tabla 6.1. 3. Maximos de Difraccién identificados como HAP.

Pos. [2Th.(°)] /o d [A] Int. Rel.
[%0]
25,9436 103,60 3,43443 56,89
31,7819 182,13 2,81560 100,00
32,9509 92,71 2,71834 50,90
46,7456 31,08 1,94171 17,06
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1000

20 (°)
Figura 6.1.4. Difractograma de DRXP del xerogel de PAAM/2%nHAP. Picos de HAP (+).

CAPACIDAD DE ABSORCION EN AGUA Y SBF

Las isotermas de hinchamiento en agua destilada y en Fluido de Cuerpo
Simulado (SBF) a 37 °C, se muestran en la Figura 6.1.5 (a y c), obtenidas
utilizando la ecuacion 4.4.1. El tiempo que tarda en llegar al equilibrio, el %Seq y €l
error relativo porcentual del hinchamiento en el equilibrio, se presentan en la Tabla
6.1.5.

En las curvas se observa que la presencia de las nanoparticulas de HAP
(ver Figura 6.1.5 (b y d)) en la matrices hibridas de PAAm, tienden a disminuir el
%Seq €n funcion del aumento de la concentracion nominal de la nHAP en ambos
medios de hinchamiento, sin embargo es mucho méas acentuada la disminucion,
durante el hinchamiento en agua (desde 742 %S¢, hasta 496 %Seq para la mayor
concentracion de HAP, que corresponde a un 33 %) comparado al hinchamiento
en SBF (desde 638 %S¢y hasta 530 %Seq para la concentracion de 2%nHAP,que
corresponde a un 12,5 %).

La tendencia de la disminucion del %Seq en funcion de la concentracion de
nHAP, en ambos medios de hinchamientos, se puede deber a la disminucion de

tamafio de poros de los hidrogeles hibridos con respecto a los de la PAAm, (ver
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Tabla 6.1.1). Aunque se observa que el %S¢, en el agua tiende a ser menor al
obtenido para el SBF.

El retardo en alcanzar el equilibrio del hinchamiento, menor %Seq Yy
diferencias de cinética de hinchamiento en SBF con respecto al hinchamiento en
agua para la PAAm pura, ver insertos Figuras 6.1.5 (a y c), puede ser atribuido al
apantallamiento de los grupos funcionales de la estructura por los iones de las
sales presentes en el SBF, lo que impediria la espontanea formacion de puentes

de hidrégeno con el agua.

Tabla 6.1.5. Tiempo e hinchamiento en el equilibrio de los hidrogeles de PAAm y
PAAm cargados con nHAP. Correspondientes errores relativos porcentuales de los
%Seq.

Hidrogel t eq %Seq Er % t eq %Seq Er%
Agua Agua SBF SBF
Destilada Destilada
PAAmM 600 742 0,17 1500 638 0,70
PAAM/2%nHAP 400 459 0,07 400 530 1,39
PAAM/5%nHAP 300 628 0,43 500 559 1,08
PAAM/10%nHAP 150 561 0,46 200 623 1,57
PAAM/15%nHAP 150 527 0,46 200 555 1,09
PAAM/20%nHAP 120 496 0,68 300 558 0,42
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Figura 6.1.5. Curvas de absorcion y %Seq en funcion de la concentracion de HAP de los
hidrogeles: PAAm (), PAAM/2%nHAP (®), PAAM/5%nHAP( & ),PAAM/10%nHAP (W),
PAAM/15%nHAP (® ), PAAM/20%nHAP (4). (a) y (b) en agua destilada; (c) y (d) en SBF.
Todos a 37 °C. Magnificacién en minutos iniciales del hinchamiento, inserto en las curvas

(a)y (c).
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CINETICA DE HINCHAMIENTO

Debido a las diferencias en las cinéticas de hinchamientos de las matrices
puras e hibridas en los dos medios de hinchamiento, ver insertos Figura 6.1.5 (ay
c), es interesante determinar los parametros cinéticos: coeficiente de difusion, n, y
constante de difusion, k, utilizando la ecuacién 2.11.3 ajustada a los resultados
experimentales con la data del hinchamientos menor al 60 %, como se observa en
la Figura D.1 (Anexo D); y las constantes de velocidad inicial, ko, y constante de
velocidad, ks, utilizando las ecuaciones 2.11.6 - 2.11.9 que ajusta a los datos
experimentales como se observa en la Figura D.2 (Anexo D).

Los parametros obtenidos se muestran en la Tabla E.3 (Anexo E), donde se
observa que los valores del coeficiente de difusion, n, estan 0,5 < n < 1, e indican
que el mecanismo de difusion del SBF en las matrices hibridas es anémalo como
para las matrices de PAAm por los distintos mecanismos de iniciacion de radicales
libres. Los valores de la constante de difusion, k, para los hidrogeles hibridos
tienden a ser mayores a las constantes de difusién k, de la PAAm, pero no se
observa alguna tendencia con respecto a las distintas concentraciones de nHAP
utilizadas.

Graficando los parametros cinéticos determinados para los hinchamientos
en agua y SBF en funcién de las concentraciones de nHAP utilizadas, ver Figura
6.1.6, se observa que la velocidad inicial de hinchamiento, ko, y la constante de
velocidad de hinchamiento, ks, tienden aumentar a medida que aumenta la
concentracion de nHAP utilizada, lo que respectivamente concuerda con la
disminucién del tiempo en llegar al equilibrio a medida que aumenta la
concentracion de la nHAP.

Para determinar el coeficiente de difusion, K, en los medios de
hinchamientos, se utiliza la segunda ley de Difusion de Fick, dada por la expresion
2.11.2, resuelta por el método de elementos finitos propuesto por nuestro grupo de
investigaciéon (Blanco et al., 2013, 2014) que tiene entre sus bondades utilizar toda
la data experimental de hinchamiento, es decir, desde el inicio del hinchamiento
hasta el hinchamiento en el equilibrio.
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Figura 6.1.6. (a) Constante de velocidad inicial de hinchamiento, kg,(b) constante de
velocidad de hinchamiento, kg, (c) tiempo en llegar al equilibrio del hinchamiento, t,,,
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Esta ecuacion se ajusta comparativamente a las curvas de absorcion de
pastillas cilindricas de PAAm y PAAm hibrida, encontrando un buen ajuste del
modelo a la data experimental para los casos donde los discos permanecen lo
mas intactos posibles durante el procedimiento del hinchamiento, ver Figura F.1
(Anexo F). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla E.4 (Anexo E) y las
constantes de difusion, k, aumentan con la disminucion del coeficiente de difusion.

El coeficiente de difusion en funcion de la densidad de los discos hibridos
se presenta en la Figura 6.1.7, observandose una tendencia ligeramente mayor
respecto al coeficiente de difusion de los hidrogeles de PAAm pura, esto pudiera
ser atribuido a la distribucién de macroporosidad obtenida por la técnica 1Q, que
conlleva a una distribucion en las densidades de los discos con diferentes

concentraciones de nHAP.
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Figura 6.1.7. Coeficiente de difusiéon del agua, K, en funcién de la densidad de los discos
para los hidrogeles de PAAm (), PAAM/2%nHAP(®), PAAM/5%nHAP( &),
PAAM/10%nHAP (W), PAAM/15%nHAP ( .), PAAmM/20%nHAP (4.
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INMERSION EN SBF

Para observar el efecto de la nHAP presente en los hidrogeles de PAAmM en
Fluido de cuerpo Simulado (SBF), se dejaron inmersos discos de
PAAM/20%nHAP (mayor concentracion utilizada) en el SBF a temperatura de 37
°C, por diferentes periodos de tiempo: 1 semana, 1 mes, 2 meses, 6 meses y 8
meses, cambiando el SBF semanalmente. Donde determind que la masa de los
discos aumenta, respecto a la que obtienen en su hinchamiento en el equilibrio,
(ver Tabla 6.1.6), lo que puede ser indicativo de tener deposicion de particulas
sobre su superficie.

Mediante imagenes de los xerogeles por MEB, (ver Figura 6.1.8), se
observa la formacién de Fosfato Calcico y deposicion de cristales cubicos de
Cloruro de Sodio (NaCl), siendo una de las sales presentes en el SBF, (ver Tabla
6.1.2), por lo que sugiere el lavado de los discos después de sacarlos del SBF,
para luego hacer las respectivas caracterizaciones, informacion que se seré
tomada en cuenta en futuros estudios.

Estos resultados muestran la bioactividad de estos hidrogeles hibridos,
dado que en presencia del SBF presentan deposicion de fosfato de calcio en su
superficie. Otra caracteristica que le aporta a este material propiedades atrayentes

para ser aplicado biomédicamente.

Tabla 6.1.1. Masa de los discos de Hidrogeles de PAAm/20%nHAP en el
hinchamiento en funcién del tiempo de inmersién en SBF.

tiempo 1 semana 1mes 2meses 6 meses 8 meses

Masa Disco  0,1317 g 0,1173 g 0,0887 g 0,2350 g 0,2698 g

Masa en el 0,8896 g 0,8362 g 0,7905 g 1,5074 g 1,4951 g
Equilibrio

Masa en el 0,8896 g 0,8450 g 0,8291 g 1,6294 g 1,6598 g
Tiempo
Final
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En resumen, la presencia de diferentes concentraciones de nanoparticulas
de HAP durante las sintesis de matrices de PAAm hibrida via iniciacion quimica,
(ver Figura 6.1.1), cumplen el rol de “perlas de ebullicion” en una destilacion,
evitando la formacion de grandes burbujas, en consecuencia las estructuras
macroporosas de los hidrogeles hibridos se ven reducidas, esto pudiera deberse a
que parte de las nHAP estd en granulos, como se aprecia en los respectivos
xerogeles de las imagenes de MEB y MET. Las burbujas se forman por las
temperaturas de sintesis mayores a 100 °C, (ver Figura 6.1.2), alcanzado durante
el proceso de sintesis (efecto Trommsdorff), denominado condicion de
“sobrecalentamiento” para la sintesis por el mecanismo de iniciacién quimica (ver
Seccion 5.1).

Las concentraciones de nanoparticulas de HAP utilizadas de pruebas en
estos estudios no alteran las estructuras moleculares de las correspondientes
matrices hibridas de PAAm, (ver ATG y FT-IR) por lo que entonces las nHAP
guedan inhomogéneamente embebidas en las estructuras poliméricas, (ver
imagenes de MEB y MET).

Tabla 6.1.2. Semicuantificaciones del EDX correspondientes a particulas de Fosfato
Calcico y sal de NaCl, precipitadas y encontradas en los xerogeles de
PAAmM/20%nHAP inmersa por 1 mes en SBF.

EDX Elemento Atémico
(1 mes) (%)
CK 60,84
N K 12,85
O K 15,66
Figura Na K 4,78
6.1.8 (b) PL 0,90
CIK 3,57
CakK 1,38
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Figura 6.1.8. Imagenes de MEB de hidrogeles de PAAM/20%nHAP en diferentes tiempos
inmersos en SBF: (a) 1 semana, (b) y (c) 1 mes, (d) 6 meses, con sus correspondientes
imagenes de EDX.
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Los hidrogeles hibridos con diferentes concentraciones de nHAP presentan
estructuras inhomogéneas nano y macroporosas, como la observada para la
matriz de PAAm sintetizada por el mismo mecanismo de radicales libres por 1Q,
indicativo de que el posible mecanismo preferencial de copolimerizacion de
monomeros vinilicos y divinilicos por radicales libres en solucion de AAm vy
NNMBAAmM, no se ve alterado por la presencia de las nanoparticulas de HAP
durante las respectivas sintesis.

El aporte hidrofilico dado por grupos funcionales (amidas y carbonilos) de
las matrices hibridas y las respectivas nano — macroporosidad de las estructuras
les confieren caracteristicas superabsorbentes de (628 — 459) %S¢, para el
hinchamiento en agua y de (623 — 530) %S¢y en SBF, realizados a 37 °C para las
distintas concentraciones de nHAP.

Se observa menor absorcién de las matrices hibridas con respecto a la
matriz pura y una tendencia de disminucion del %S¢, en funcion de la
concentracion de nHAP, en ambos medios de hinchamientos. Estos
comportamientos estan asociados a la disminucién de tamafio de los macroporos
de los hidrogeles hibridos con respecto a los de la PAAm. Las diferencias
nominales en la absorcién de agua y SBF pueden ser atribuidas al apantallamiento
de los grupos funcionales de la estructura por los iones de las sales presentes en
el SBF, lo que impediria la formacion de puentes de hidrogeno con el agua.

Los parametros cinéticos determinados por los respectivos ajustes a la
capacidad de absorcion de las matrices hibridas reflejan que la velocidad inicial de
hinchamiento, ko, y la constante de velocidad de hinchamiento, ks, tienden
aumentar a medida que aumenta la concentracion de las nHAP utilizadas, lo que
concuerda con la disminucion del tiempo en llegar al equilibrio a medida que
aumenta la concentracion de las nanoparticulas de HAP. Ademas, indican que el
mecanismo de difusion del SBF en las matrices hibridas es anémalo.

Es importante sefalar que el determinar valores del coeficiente de difusion,
K, que presentan correspondencia con los hidrogeles hibridos de PAAM/nHAP
estudiados, nos permite evaluar satisfactoriamente la Ley de Fick resuelta por

meétodo de elementos finitos, propuesto por nuestro grupo de investigacion, que

142



esta mostrando bondades como utilizar toda la data del hinchamiento para realizar
el ajuste y ademas, que puede presentar relacion con propiedades fisicas de los
hidrogeles en estudio, como su densidad.

La induccion a la formacion de Fosfato Calcico del hidrogel hibrido de
PAAM/20%nHAP inmerso en SBF por distintos periodos de tiempos, le confiere
propiedades de bioactividad.

Entre las propiedades estudiadas cabe resaltar que las superabsorbentes,
el tamafo de los macroporos, la estabilidad térmica a la temperatura corporal
humana, la bioactividad, pueden atribuirle a estas matrices hibridas de
PAAM/NHAP sean candidatas para aplicaciones biomédicas, dando un aporte
importante al disefio y estudio de nuevos materiales con posibles aplicaciones

biomédicas.
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HIDROGELES DE PAAm/Ag+
POR DIFERENTES METODOS
DE SINTESIS



6.2 HIDROGELES DE PAAM/Ag* POR DIFERENTES METODOS DE SINTESIS

Con la intencidén de sumarle propiedades bactericidas a la matriz de PAAmM
se sintetizaron hidrogeles de PAAm con AgNOsz como portador de Ag®, con
concentraciones de 2, 5, 10 y 15 ppm y porcentajes 0,31%; 0,64%; 0,95% y 2%
(m/m) por los mecanismos de iniciacion quimica, fotoiniciacion y irradiacion y (solo
0,31%m/m), para asi estudiar el efecto de AgNO3y los métodos de sintesis sobre
las propiedades de la matriz de PAAm.

El interés de sintetizar estas matrices hibridas por los mecanismos
irradiativos es aprovechar la fotoreactividad de la plata. Las diferentes
concentraciones utilizadas es por conocer que la actividad antibacterial se da en
rangos de ppm, mientras que para mayores concentraciones puede utilizarse en
otras aplicaciones (Thomas et al., 2007; Gupta et al., 2008; Murali Mohan et al.,
2010; Perez, 2010).

SINTESIS POR INICIACION QUIMICA

En las sintesis de PAAmM en presencia de diferentes concentraciones de
AgNO3; también se observa la reaccion exotérmica, la formacién de los
macroporos, y la evaporaciéon del solvente, como se puede visualizar en la Figura
6.2.1y6.2.2.

El tiempo promedio de la reaccién exotérmica de sintesis de las matrices
hibridas con diferentes concentraciones de AgNO3; se observa en 3 s en promedio,
de después de afadir el PSA. Esta diferencia de tiempos en las sintesis de las
matrices hibridas con diferentes concentraciones de AgNO3 y la matriz pura en 4
min, puede estar asociada a la violenta reactividad de las sales de AgNO3 y el
PSA.

Para las concentraciones en %m/m utilizadas de AgNO3; se presenta una
coloracién amarilla, como se muestra para la mayor concentracion del %AgNO3 en
la Figura 6.2.2, la cual aumenta en intensidad a medida que aumenta la
concentracion del %AgNOgs, lo que podria ser indicativo de la formacion de

particulas in situ durante las sintesis de las matrices hibridas.
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La reaccion de polimerizacion exotérmica para estas matrices hibridas, la
formacién de los macroporos, independiente de las concentraciones de AgNOg3,
muestra que este aditivo no modifica el mecanismo de polimerizacion de la matriz
de PAAmM.

Figura 6.2.1. Imdgenes fotogrdficas secuenciales de la formacion del hidrogel de
PAAM/15ppmAgNOs por iniciacion quimica, donde se observa la formacion de los
macroporos y la evaporacion del solvente.

Figura 6.2.2. Imdgenes fotogrdficas secuenciales de la formacion del hidrogel de
PAAM/2%AgNO3 por iniciacion quimica, donde se observa la formacion de los macroporos,
la evaporacion del solvente y la coloracion amarilla.
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Un registro de la temperatura del proceso de sintesis por iniciacién quimica
en funcion del tiempo, se realizé para los dos rangos de concentraciones de
AgNO3 utilizadas. En estas graficas se indica la temperaturas alcanzadas y el
tiempo desde que esta comienza hasta alcanzar la maxima temperatura. Este
experimento se replico cinco veces para las concentraciones de PAAM/ppmAgNO3
y 2 veces para la sintesis de PAAM/%AgNO3 en las mismas condiciones, con el fin
de estimar la reproducibilidad del mismo, (ver Figura 6.2.3). En estas Figuras se
observa que las temperaturas de sintesis dependen de las concentraciones de
AgNO; utilizada.
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Figura 6.2.3. Curvas de Temperaturas en funcion del tiempo, trasladadas en el tiempo de
manera comparativa de: (a) PAAmM/ppmAgNOs; (b) PAAm pura y PAAmM/%AgNO;,
sintetizadas por 1Q.
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SINTESIS POR FOTOINICIACION

De manera ilustrativa, la polimerizacién de la matriz de PAAm via FI-UV/vis
se sigui6 mediante la radiacion de la solucibn con energias en el rango
Ultravioleta-Visible (UV/vis), registrando espectros de absorcion en tiempos
predeterminados. El espectro se muestra invariante durante 80 min de exposicion
para la PAAm pura, como era de esperarse (ver Figura 6.2.4 (a)), dado que la
PAAmM polimeriza en 1440 min (1 dia), ademas la polimerizacibn no presenta
absorcion en el rango UV/vis.

Luego se siguié el mismo procedimiento anterior, para la solucién con
0,31% de AgNOg;, (Figura 6.2.4 (b y c)), a una distancia de la solucién a la lampara
de ~1 cm y 8 cm, respectivamente. Para la distancia de 1 cm y en 2 min de
exposicion ante la lampara UV/vis, se observa una banda de absorcion, de igual
manera para la distancia de 8 cm a 3 min, y a mayores tiempos de exposicién de
la solucién a la radiacion se presentan bandas mas intensas que llegan a una
saturacion en la absorcién, correspondientes al reaccion exotérmica de formacion
de las matrices.

También se observa, que el tiempo de formacion de las matrices hibridas
depende de la separacion entre la solucién y la lampara, siendo de 20 min para 1
cm, y de 45 min para 8 cm, tiempos menores al requerido para formarse la matriz
(1440 min). Esta diferencia en los tiempos de polimerizacién puede atribuirse a la
diferencia de intensidad de energia aportada por la lampara en funcién de la
distancia con respecto a la muestra. Lo cual esta relacionado con una mayor
cantidad de radicales libres, es decir, a menor distancia este la solucion, recibira
mayor intensidad de energia y se podria producir mayor cantidad de radicales
libres, que conllevan a la reaccion de polimerizacién ocurra en menor tiempo.

Un registro fotografico realizado paralelamente a las soluciones, muestra un
cambio de coloracion de las soluciones, que se intensifica con el tiempo de
exposicion ante la lampara de vino tinto a marroén, (ver Figura 6.2.4 (d)).

Las bandas de absorcion de las soluciones se pueden atribuir a la
Resonancia Plasmonica Superficial Localizada (RPSL) de las nanoparticulas de

plata que se pudieran estar formando in situ, durante la sintesis de las matrices
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hibridas y la coloracion esta estrechamente relacionados tanto al tamafio como a
las morfologias de dichas nanoparticulas (Xia et al., 2009; Perez, 2010).

La variacion en el tiempo de polimerizacién de la matriz en presencia de la
sal de plata utilizada respecto a la matriz pura, puede ser indicativo de que la
disolucion (iones) de AgNOs; en el solvente polar, contribuye con la energia
radiativa (aplicada a la solucién), asi como la posibilidad de actuar de catalizador
del proceso de iniciacion de la reaccion de polimerizacién, estabilizando la
generacion de radicales libres y el mecanismo de propagacion, lo que induce
menor tiempo de polimerizacién de la PAAmM.

Esta aceleracion de la polimerizacion de la PAAm también fue observada
por (Gomez et al., 2004) en fototopolimerizacion de PAAmM en solucidon acuosa,
iniciada por un sistema de tres componentes
(safranine/trietanolamine/difeniliodonium), interpretando que la aceleracién de la
polimerizacion puede deberse tanto a la fuente de iniciacion de radicales
aportadas por la descomposicion en radicales del difenilodonium
(diphenyliodonium chloride) después de una transferencia de electrones
segundarios entre el difeniliodonium y la safranina, como por la interaccion de las
cadenas poliméricas con los agregados formados por el difenniliodonium, que
podria reducir la velocidad de terminacion y también afectar la velocidad de
propagacion por un efecto de cambios en la concentracion local.

La formacion in situ de las nanoparticulas de Ag (nAg), puede atribuirse a la
combinacion simultinea de eventos reductivos de los iones de Ag® por la
sensibilidad de la Ag" frente a la luz y la presencia de grupos aminas secundarias
(los NH; de la NNMBAAmM ) (Song et al., 2008).
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Figura 6.2.4. (a) Espectros de absorcion de soluciones de AAm/NNMBAAm a diferentes tiempos. Espectros de absorcion de
soluciones de AAm/NNMBAAmM/0,31%AgNOs a diferentes tiempos (minutos) a una distancia de 1 cm (b) y 8 cm (c). Imagenes
fotograficas de la solucién irradiada a 8 cm de la ldmpara (d).
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SINTESIS POR irradiacion y

Por esta via de iniciacion de polimerizacion se sintetizaron hidrogeles de
PAAmM y PAAmM modificada con AgNO3 en concentraciones de (2, 5, 10 y 15) ppm
y con 0,31%AgNO; (se escogido una sola concentracion dada la cantidad de
combinaciones). Observando que los hidrogeles con concentraciones en ppm de
AgNO3; son transparentes, mientras que los hidrogeles con concentracion de
0,31%AgNO3 son de color vino tinto en xerogel y color mostaza en el maximo de
su hinchamiento, (ver Figura 6.2.5). Se muestran los discos de las matrices
obtenidas, dada las limitaciones experimentales para realizar el registro fotogréafico
de las sintesis por irradiacion y.

Figura 6.2.5. Discos de hidrogeles de PAAm/15ppmAgNOs via irradiacion y con dosis de 5
kGy: (a) xerogeles; (b) hinchados en el equilibrio. Discos de hidrogeles de
PAAmM/0,31%AgNOs via irradiacion y con dosis de 25 kGy: (c) xerogeles; (d) hinchados en el
equilibrio.
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Luego de obtener los monolitos de los hidrogeles hibridos por los distintos

mecanismos de iniciacion de radicales libres se estudiaron de la siguiente manera:

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL
A.- ANALISIS POR FT-IR

Los espectros de las vibraciones moleculares de los xerogeles de PAAmM y
de PAAm modificada con diferentes concentraciones de AgNOs; y sintetizados por
distintos mecanismos de iniciacion de radicales libre (IQ, irradiacion y y FI-UV/vis),
en el intervalo de transmitancia entre 400-4000 cm™, ver Figura C2 (Anexo C),
muestran las vibraciones caracteristicas de la PAAm y ademas solapamiento con
las vibraciones de los grupos resonantes nitro del Nitrato de Plata, como el
alargamiento asimétrico en 1626 cm™ y simétrico en 1387 cm™ del enlace N=0, y
el alargamiento correspondiente a la ligadura simple del enlace N-O en 813 cm™,
ver Figura C.2 (k) (Anexo C). Debido al solapamiento de las bandas caracteristicas
de la flexién C-H acoplados en la cadena de polimérica ramificada en 1403 cm™ y
la vibracion simétrica del N=0O, no es posible concluir sobre alguna interaccién

entre la matriz de PAAm y las particulas formadas in situ durante las sintesis.

B.- ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (ATG)

La degradacion de los hidrogeles hibridos con AgNO3; en el intervalo de
temperatura entre (30 — 700) °C, presenta las mismas tres etapas de
descomposicion térmica de la matriz de PAAm, (ver Figura D2, Anexo D). Los
porcentajes de pérdidas, las maximas velocidades de pérdidas y residuos a 700
°C, se presentan en la Tabla 6.2.1. Los valores nominales de los residuos varian,

indicando heterogeneidad de las matrices.
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Tabla 6.2.1. Porcentaje de pérdida de masa (% W), temperatura correspondiente a la
maxima velocidad del Pico (obtenidos de la primera derivada de los termograma),
porcentaje de residuos a 700 °C.

% de pérdidas (%W) Temperaturas  Residuos

de los 0
(agua)  (jmidi-  (Descompo- Descomposicid (%)
L sicion de las n
ZaClon) cadenas (OC)
poliméricas)

PAAM 8 22 33 71,294, 397 20
PAAM/15ppmAgNO; 5 12 54 288,399 16
1Q PAAM/0,31%AgNO; 15 19 42 78,311,429 23
PAAM/0,64% AgNO; 9 15 36 68,292,402 41
PAAM/0,95% AgNO; 9 18 44 80,285,402 29
PAAM/2,00% AgNO; 15 19 40 74,280,409 26
PAAM 6 19 61 297,381 14

5
PAAmM/15ppm AgNO; 5 20 59 291,396 16

kGy

PAAM 4 17 65 297,397 14

25
kGy PAAM/0,31% AgNO; 5 19 53 298,398 23
PAAM 6 19 58 115,295,389 14
FI- PAAmM/0,95% AgNO; 19 15 49 67,257,375 18
UVNVS  paAAm/2,000 AgNO: 16 16 33 73,278,390 35

C.- ANALISIS POR MEB y MET

Los macroporos formados durante las sintesis de PAAM/ppmAgNO; por 1Q,
se observan en la Figura 6.2.1, presentan tamafios entre (184 - 1000) ym, (ver
Figura 6.2.6). Para las mismas concentraciones de ppmAgNQO; y sintetizados via
irradiacion y se observa una matriz superficialmente densa sin macroporosidad,
(ver Figura 6.2.7). Lo cual es consistente con la menor capacidad de absorcion

observada, (ver Seccién de Capacidad de Absorcion). En las imagenes de MEB y
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MET se observan aglomeracion de particulas, logrando identificar algunas fases
con la ayuda de la Inorganic Crystal Structure Database, (ver Tabla 6.2.2).

Los macroporos formados durante las sintesis de las matrices de
PAAM/%AgNO3 por 1Q, como se observan en las imagenes de la Figura 6.2.2, no
lograron observarse en las imagines de MEB para los respectivos xerogeles, (ver
Figura 6.2.8).

Las particulas que se formaron durante las respectivas sintesis, como se
evidencio por la coloracion y las bandas de absorcién en el rango UV/vis, de las
soluciones, presentan morfologias de microesferas para la concentracion de
0,31%AgNO3 (ver Figura 6.2.8 (b)) mientras que para concentraciones de (0,64 —
2,00)%Ag se observan microplatos con distribucion en tamafos de (0,13 — 1) um,
(ver Figura 6.2.8 (e-h)), con aglomeracién dendritica y cuyas paredes (caras) van
engrosando a medida que aumenta la concentracion del AgNO3s, como lo observan
Jin et al., 2001.

Mediante imagenes de MET, se pudo observar nanoparticulas esféricas de
(2 - 8) nm y aglomerados de ellas, logrando identificar en la imagen 6.2.8 (i), una
distancia interplanar de 2,37 A, que puede corresponder a la familia de planos
(111) caracteristica del maximo de difraccion de mayor intensidad de la Plata.

Las matrices de PAAM/0,31%AgNOj3 sintetizadas por irradiacién y con dosis
de 25 kGy presentan morfologias densas y particulas dispersas en la matriz con
diversas morfologias, (ver Figura 6.2.9). Esta morfologia se observa mas densa
que la obtenida para la matriz de PAAm para la misma dosis de irradiacion y, (ver
Figura 5.1.10 (i)).
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Figura 6.2.6. Imdgenes de MEB de la superficie macroporosa y particulas de los xerogeles
de: (a)-(c) PAAm/2,5ppmAgNQOs; (d)-(f) PAAm/5ppmAgNOs; (g)-(i) PAAm/10ppmAgNO3;
(j)-(k) PAAm/15ppmAgNQOs;; Imagen de MET de alta resolucion del xerogel de
PAAmM/15ppmAgNOQOs. Todos sintetizados via IQ.
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Figura 6.2.7. Imdgenes de MEB mostrando morfologia de particulas en los xerogeles de:
(a)-(c) PAAm/2,5ppmAgNQs; (d)-(f) PAAm/5ppmAgNOs; (g)-(h) PAAm/10ppmAgNOs; (j)-(k)
PAAM/15ppmAgNQOs. Imagen de MET de xerogeles de: (i) PAAm/10ppmAgNOs; (I)
PAAmM/15ppmAgNOs. Todos sintetizados via irradiacion y.
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Figura 6.2.8. Imagenes de MEB de superficie y morfologia de micro particulas del xerogel
de (a)-(b) PAAM/0,31%AgNOs; (d) PAAM/0,64%AgNOs; (e) PAAmM/0,95%AgNOs; (g) v (h)
superficie, distribucion, aglomeracion y morfologia de particulas en hidrogeles de
PAAM/2,00%AgNO3; Imagenes de MET de nanoparticulas: (c) PAAmM/0,31%AgNO;3; (f)
PAAM/0,95%AgNOs3; (i) PAAM/2%AgNOs. Todos sintetizados via 1Q.
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Figura 6.2.9. Imagen por MEB del xerogel de PAAmM/0,31%AgNOs sintetizado por
irradiacion y (25 kGy): (a)-(c) diferentes magnificaciones; (d) imagen MET.

Los xerogeles formados via FI-UV/vis presentan matrices inhomogéneas
con microestructura tipo globular con poros entre los (5 — 30) um y particulas
cuyos tamafios varian entre (10 nm y 2.96 uym) y totalmente dispersas en toda la
matriz (ver Figura 6.2.10). La estructura tipo globular, se ve claramente
magnificada en la imagen 6.2.10 (f). Las diferentes concentraciones de AgNOs;
disminuyen el tamafio de los macroporos (respecto a los de PAAmM) y parece no
afectar el tamafio de las particulas. Se observan microparticulas con morfologia
cubica para el xerogel con 0,31% AgNO; y esféricas para las concentraciones
(0,64 — 2,00)%AgNOs3, (ver Figuras 6.2.10 (e —i)).
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Figura 6.2.10. Imagenes de hidrogeles via FI-UV/vis: (a) PAAm; (b) magnificacion de PAAm;
(c) PAAmM/0,31%AgNOs3; (d) — (f) diferentes magnificaciones de PAAM/0,31%AgNOs; (g)
PAAM/0,64%AgNO3; (h) magnificacion de PAAM/0,64%AgNOs; (i) PAAM/0,95%AgNOs; (j)
magnificacion de PAAm/0,95%AgNOs; (k) PAAmM/2%AgNOs; () magnificacién de
PAAM/2%AgNOs;.Circulos encierran microporos entre (5 —30) um.
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Se pudo identificar algunas fases cristalinas de las nanoparticulas
observadas en las imagenes de Microscopia Electronica de Transmision de alta
resolucion (HR-MET), (ver Tabla 6.2.2), a las cuales se realizé el analisis
cristalografico a partir de la Transformada de Fourier de las imagenes mostradas

en las correspondientes Figuras 6.2.11.

Figura 6.2.11: Imagen por MET, HR-TEM y su Transformada de Fourier, respectivamente
de los xerogeles de: (a - c¢) PAAM/0,31%AgNOs; (d — f) PAAmM/0,64%AgNO3; (g-i)
PAAM/2%AgNOs.
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Como se observa en las diferentes imagenes, la formacion tanto de nano y
microestructuras presentadas por los xerogeles con las tres fuentes de iniciacion
utilizadas para la polimerizacion de PAAm modificada con diferentes
concentraciones de AgNO3. Dichas imagenes revelan claramente la formacion de
matrices poliméricas con microestructuras relacionadas con su mecanismo
preferencial de polimerizacion, para los tres métodos de sintesis, respectivamente
como se planteo en la seccion 5.1, Figura 5.1.20, independientemente de la

formacidn in situ de las nanos y/o microparticulas.

Tabla 6.2.2. Identificacion de fase de las particulas observadas en matrices hibridas
con diferentes concentraciones de AgNOs; vy sintetizadas por diferentes
mecanismos de iniciaciéon de radicales libres. ICSD (Inorganic Crystal Structure
Database). S.C (Sistema Cristalino). G.E (Grupo Espacial).

Fase
Xerogel Ficha
ICSD S.C GE. a(® b@A c@ a® BC) YO

PAAM/ AgNO, Hexa- Imm2 3,526 6,17 5182 90 90 90 00-

15ppmAgNO; 006-
onal

(IQ) g 0349

PAAM/ AgsO Hexa- P-3lm 5318 5318 4951 90 90 120 01
0,31%AgNO; 074-
(F|-UV/VIS gonal 0878

PAAM/ Agz0,4 Mono- ~ P21/C 3578 9,207 5677 90 106 90 01-
0,95%AgNO3 clinico 084-
(FI-UV/vis) 1261

D.- ANALISIS POR DIFRACCION DE RAYOS-X EN MUESTRAS
POLICRISTALINAS (DRXP)

El analisis estructural, mediante DRXP, ver Figura 6.2.12, de los xerogeles
con la mayor concentracion de AgNO3 para las sintesis por 1Q y FI-UV/vis no
muestran maximos de difraccion correspondientes a las particulas cristalinas

presentes (ver Tabla 6.2.2), quizas por la baja concentracion de Ag” utilizada en la
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sintesis de los hidrogeles o porque los maximos més intensos correspondiente a
las diferentes fases, pudieran estar solapados con la alta radiacién de fondo

correspondiente a la parte amorfa de la matriz de PAAm.

7000 T T T T T T

PAAM/2% Ag FI-UV
PAAM/2% Ag IQ .

6000

5000

4000

3000

Conteo (UA)

(a) ]
(b) e
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0 . 1
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Figura 6.2.12. Difractograma de los xerogeles de PAAm/2%AgNO3 sintetizados por: (a) FI-
UVvis; (b) 1Q.

ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION EN EL RANGO UV-
Visible

Aungue por las técnicas de MET y DRXP no fueron identificadas todas las
particulas observadas en las imagenes de las microscopias electrénicas, a través
de la técnica de absorcion de UV-visible, se observan las bandas de absorcion
Plasmonica caracteristicas de nanoparticulas de Ag (Mulvaney, 1996; Jin et al.
2001), con morfologia esférica y maximos de absorcién entre (420 — 430) nm
(Mansouri and Ghader, 2009) (ver Figura 6.2.13), para las concentraciones de
%AgNO; utilizadas para las sintesis de matrices hibridas por los tres mecanismos
de iniciacion, es decir que en estas matrices existen nanoparticulas de Ag (nAg).

Mientras que para los hidrogeles modificados con concentraciones de
ppmAgNO; no se observa absorcién del plasmon, indicativo de que en estas
matrices no se forman nanoparticulas de Ag, lo que concuerda con las fases

distintas a las de la Ag, identificadas en las imagenes de HR-MET, (ver Tabla
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6.2.2). Las bandas indican una ancha distribucion en tamafos de

nanoparticulas (Zou et, al. 2007), como se observan en la Figuras 3.4.1.2 (g).
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Figura 6.2.23. Absorcion en el rango UV/vis de discos de PAAm con diferentes
concentraciones de AgNOs via:(a) y (d) 1Q; (b) FI-U; (c) y (e) via irradiacion y.
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CAPACIDAD DE ABSORCION EN AGUA

La capacidad de absorcion de las distintas matrices hibridas se realizé en
agua destilada a (37 + 2) °C. Las isotermas de absorciéon de los hidrogeles
hibridos con diferentes concentraciones de ppmAgNO;3; y los mecanismos de
iniciacion de radicales por 1Q y irradiacion y se muestran en las Figuras 6.2.14 (a,
c), mostrando absorcion hasta llegar a sus correspondientes saturaciones, cuyos

valores nominales clasifican a estos hidrogeles como superabsorbentes.
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Figura 6.2.14. lsotermas de absorcion (columna izquierda) y %Seq en funcion de la
concentracion en ppmAgNO; utilizada (columna derecha) de los hidrogeles de
PAAmM/ppmAgNO; sintetizados por: (a) 1Q; (b) irradiacién y. Todos a 37 °C.
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El %Seq en funcion de las concentraciones en ppmAgNO; utilizadas para los
hidrogeles hibridos sintetizados por 1Q o irradiacion y, (ver Figuras 6.2.14 (b, d)),
muestran que los hidrogeles hibridos sintetizados por IQ alcanzan el equilibrio de
hinchamiento en menor tiempo que la matriz de PAAm, presentan mayor %Seq que
el mostrado para la matriz, y no se observan tendencias del %S¢y en funcion del
aumento de la concentracion de ppmAgNOs;.

También muestran, que los hidrogeles hibridos sintetizados por irradiacion y
presentan una tendencia del %S¢q a ser menor que el de la matriz pura y ademas,
disminuye con el aumento de la concentracion de ppmAgNOs;, tardando mas
tiempo en llegar al equilibrio del hinchamiento. El tiempo que tardan en llegar al
equilibrio, el %S¢q y el error relativo porcentual del hinchamiento en el equilibrio, se

presentan en la Tabla 6.2.3.

Tabla 6.2.3. Tiempo que tarda en llegar al equilibrio del hinchamiento, %Seq y error
relativo porcentual, Er%, de las medidas, de los Hidrogeles de PAAm/ppmAgNO3
para distintas vias de iniciacién de radicales libres, en agua destilada a 37 °C.

Hidrogel teq (MiN)  %Seq Er% teq(min) %Seq Er %
1Q 1Q Gamma Gamma
(5kGy) (5kGy)
PAAM 600 742% 0,17 1000 406% 0,12
PAAM/2,5ppm 400 908% 0,18 2000 411% 0,38
AgNO3
PAAM/5,0ppm 400 829% 0,14 2000 350% 0,31
AgNO3
PAAM/10ppm 500 780% 0,77 2000 364% 0,40
AgNO3
PAAM/15ppm 500 995% 0,13 2000 363% 0,12
AgNO3

Las isotermas de absorcion de agua destilada a 37 °C para los hidrogeles
hibridos con mayores concentraciones de %AgNOs3 y sintetizados por 1Q, FI-
UV/vis y irradiacion y, se presentan en la Figura 6.2.15 (a, c y e), respectivamente.
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El %Seq en funcion de la concentracion del %AgNO3z se muestra en las
Figuras 6.2.15 (b, d y f), donde se refleja una tendencia en la disminucion del %Seq
a medida que aumenta la concentracion de %AgNO3, para todos los mecanismos
de iniciacion de radicales.

La disminucion del %Seq con el aumento en la concentracion del %AgNO3
para los hidrogeles sintetizados via 1Q, FI-UV/vis y irradiacion y puede estar
asociada a la disminucion de la microporosidad y/o nanoporosidad en las
respectivas estructuras de los hidrogeles hibridos, como se observa en las Figuras
6.2.8 - 6.2.11 comparada a las Figuras 5.8 - 5.10.

Los cambios en el tiempo de llegar al equilibrio del hinchamiento de los
hidrogeles hibridos, para los tres mecanismo de iniciacion de radicales libres se
aprecian notablemente para los xerogeles que presentan cambios en la
microestructura (sintesis por 1Q), mas no para lo que presentan cambios en las
nanoestructuras (FI-UV/vis y irradiacion y).

Esta consideracion de fundamentar los cambios observados en los
pardmetros que describen la absorcién del agua en los hidrogeles hibridos en
funcion de las variaciones en las nano y microestructuras puede estar soportada
por interpretar que la disponibilidad de sus grupos hidrofilicos (grupos funcionales)
de las respectivas matrices hibridas, no se observan afectados por la presencia de
las nanoparticulas de Ag en los espectros de FT-IR (ver Figura C.2, Anexo C), es
decir que habria la misma disponibilidad de los grupos funcionales tanto para
todas las estructuras hibridas como para las matrices puras, respectivamente a los
mecanismos de sintesis.

El tiempo que tarda en llegar al equilibrio, el %S¢, y el error relativo
porcentual del hinchamiento en el equilibrio, de los hidrogeles hibridos con
diferentes concentraciones de %AgNOj; sintetizados por 1Q, FI-UV/vis y irradiacion
y se presentan en la Tabla 6.2.4.
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Tabla 6.2.4. Tiempo que tarda en llegar el Hinchamiento al equilibrio, %Seq y %Er
de los Hidrogeles de PAAm/ % AgNOs para distintas vias de iniciaciéon de radicales
libres, en agua destilada a 37 °C.

Hidrogel teq %Seq Er% teq %Seq Er% teq  %Seq Er%
(min) 1Q (min) Fl- (min) Gamma
1Q FI-  UVlis Gamma (25
UV/vis (25 kGy)
kGy)
PAAM 600 742 0,17 1500 315 0,22 2000 384 0,17

PAAmM/0,31%Ag 400 577 0,85 750 185 0,31 2000 331 0,22
PAAmM/0,64%Ag 400 549 0,67 1500 411 0,15 -- --
PAAmM/0,95%Ag 500 450 0,14 750 239 0,13 -- --
PAAM/2,0%Ag 500 457 0,36 750 221 0,08 -- --

CINETICA DE HINCHAMIENTO

Los pardmetros cinéticos de hinchamiento n, k, kq, ks, Smax (Tabla F.5,
Anexo F) determinados ajustando respectivamente las ecuaciones 2.11.3y 2.11.6
a los resultados experimentales del hinchamiento de los hidrogeles hibridos de
PAAmM con diferentes concentraciones de AgNOj; y sintetizados por diferentes
mecanismos de iniciacion de radicales libres, describen las diferencias en las
cinéticas de hinchamientos observadas en los insertos de las Figuras 6.2.14 -
6.2.15, presentadas de la siguiente manera:

La velocidad de hinchamiento inicial, k,, para los hidrogeles con
concentraciones en ppmAgNQO; sintetizados por IQ es mayor a la obtenida para la
matriz pura sintetizada por el mismo mecanismo, atribuido al aumento de la
capacidad de absorcion de estas matrices hibridas, con tendencia a aumentar a
medida que aumenta la concentracion en ppmAgNOs utilizada, (ver Figura 6.2.16
(@), lo que podria indicar aumento en la porosidad de las estructuras, situacion
gue no es evidente en las imagenes microscopicas correspondientes.

Para los hidrogeles con concentraciones en ppmAgNO; sintetizados por

irradiacion y es menor a la obtenida para la matriz pura sintetizada por irradiacion
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Y, atribuido a la disminucién de la capacidad de absorcién de estas matrices
hibridas, con tendencia a disminuir a medida que aumenta la concentracion en
ppmAgNO; utilizada, (ver Figura 6.2.16 (d)), lo que pudiera indicar que la
fotoreactividad de la Ag" pudiera también aportar con la generacion de radicales
libres, y asi inducir mas entrecruzamiento de las respectivas estructuras
reduciendo las capacidad de absorcion.

Para los hidrogeles con concentraciones en %AgNOj3 sintetizados por 1Q no
presentan tendencia especifica en comparacion a la obtenida para la matriz pura
sintetizada por el mismo mecanismo de sintesis, (ver Figura 6.2.17 (a)). Mientras,
que para los hidrogeles con concentraciones en %AgNOj; sintetizados por FI-
UV/vis es menor a la obtenida para la matriz pura sintetizada por el mismo
mecanismo de sintesis, atribuido al disminucién de la capacidad de absorcion de
estas matrices hibridas, con tendencia a disminuir a medida que aumenta la
concentracion del %AgNO3 utilizado, (ver Figura 6.2.17 (d)), lo que pudiera indicar
que la fotoreactividad de la Ag* pudiera también aportar generacion de radicales
libres, y asi inducir mas entrecruzamiento de la estructura, resultando en una
menor capacidad de absorcion.

Para los hidrogeles con concentraciones de 0,31%AgNOg3 sintetizados por
irradiacion y (dosis 25kGy), la k, es muy cercana a la obtenida para la matriz pura
sintetizada por el mismo mecanismo de sintesis, lo que puede indicar que las
matrices hibridas no cambian mucho morfolégicamente, como se observa en las
Figuras 5.10 y 6.2.10.

La constante de velocidad de hinchamiento, kg, tiende a disminuir en
funcion del aumento de la concentracion de ppmAgNQO3, siendo menores que la
obtenida para la matriz pura, sintetizadas por 1Q, (ver Figura 6.2.16 (b)). Para las
mismas concentraciones en ppmAgNQO; pero sintetizados por irradiaciéon y, la kg,
aumenta con el aumento de la concentracion de ppmAgNO3;, siendo mayores que
la obtenida para la matriz pura.

En cuanto a las concentraciones de %AgNOs, la ks para las matrices
hibridas sintetizadas por IQ no presentan tendencia con el aumento de la

concentraciones utilizadas, ni respecto a su correspondiente matriz pura, mientras
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gue para las matrices hibridas sintetizadas por los mecanismos de FI-UV/vis y
irradiacion y tienen tendencia a disminuir con el aumento de la concentracion del
AgNOg3, siendo menores a las obtenidas para las correspondientes matrices puras,
(ver Figura 6.2.17 (b y e)).

El porcentaje de hinchamiento maximo, Sma, determinado de los
respectivos ajustes, concuerdan para todos los hidrogeles sintetizados con todas
las concentraciones de AgNOs y los diferentes mecanismos de sintesis, indicativo
de que el modelo utilizado para el ajuste es capaz de modelar lo que esta
ocurriendo experimentalmente.

El tiempo para alcanzar el equilibrio, teq (ver Tabla 5.3), tomado de la zona
del equilibrio de hinchamiento de las isotermas de absorcion para los hidrogeles
sintetizados por los diferentes mecanismos y concentraciones de AgNOsj, (ver
insertos Figuras 6.2.14 — 6.2.15), varia dependiendo de los mecanismo de
iniciacion y de las concentraciones de AgNO; utilizadas, (ver Figuras 6.2.16 —
6.2.17), observando correspondencias con los respectivos parametros cinéticos,
ko, ks.

Para los hidrogeles hibridos con diferentes concentraciones de ppmAgNO3
sintetizados tanto por IQ como por irradiacién y, se observa un comportamiento
inverso entre la k, y la kg, con el aumento de las concentraciones utilizadas de
AgNOQO3, lo que puede inducir que el teq se independiente de la concentraciones de
ppmAgNO3, lo que compensaria lo que esté ocurriendo en las respectivas nano y
macroestructuras.

En los hidrogeles con concentraciones %AgNOj; sintetizados por 1Q, se
observa que para las concentraciones 0,31 y 0,64% las k,, ks. aumentan con
respecto a la PAAm pura, por lo que el teg €S menor; mientras que para las
concentraciones de 0,95 y 2,00 % las k,, kg, disminuyen con respecto a la PAAmM
pura, por lo que el te; aumenta. En los hidrogeles con concentraciones %AgNOs3
sintetizados por FI-UV/vis y irradiacion vy, las kq, kg, tienden a disminuir con el
aumento de la concentracion de %AgNOs3, presentando una tendencia a que 10s teq

sean iguales a las respectivas matrices puras.
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El coeficiente de difusidon, n, presenta valores con tendencia a ser n < 0,5
indicativo de ocurrencia de mecanismo de absorcion Menos Fickiano, describiendo
que la velocidad de difusion del solvente es mucho menor que la velocidad de
relajacion de la red, para los hidrogeles con concentraciones de ppmAgNOQO3, tanto
para las sintesis por 1Q, como irradiacibn y. Para los hidrogeles con
concentraciones mayores de %AgNOj3 sintetizados por 1Q, FI-UV/vis y irradiacion y
la tendencia es de valores 0,5 < n < 1 indicando mecanismos de absorcion
anomalo, que es observado cuando las velocidades de difusién y de relajacion de
la red polimérica son comparables.

La constante de difusion, k, presenta la tendencia de ser menor a la
obtenida para las correspondientes matrices puras, sintetizadas por los
mecanismos de 1Q, FI-UV/vis y irradiacion y con las diferentes concentraciones de
%AgNO; utilizadas. Para las concentraciones de ppmAgNOQOs;, la tendencia en los
valores de la k respecto a las correspondientes matrices puras, es ser mayores
para las sintesis por irradiacion y y menores para los hidrogeles hibridos
sintetizados por 1Q.

Para determinar el coeficiente de difusidon, se ajusta la segunda ley de
Difusion de Fick, dada por la expresion 2.11.2, a las curvas de absorcion de
pastillas cilindricas de PAAmM/AgNO3 sintetizadas por los distintos métodos de
sintesis, encontrando un buen ajuste del modelo a la data experimental, (ver
Figuras G. 2-G.4 (Anexo G)), aclarando que solo se muestran los ajustes para las
matrices de PAAM/0,31%AgNO; sintetizados por los mecanismos de sintesis 1Q,
FI-UV/vis y irradiacion y.

Graficando los coeficientes de difusion, K, en funcién de la densidad de los
discos considerados solidos, ver Figura 6.2.18- 6.2.20, se observa que el
coeficiente de difusion de los hidrogeles hibridos con las distintas concentraciones
de %AgNO; y mecanismos de generacion de radicales libres es menor a los
presentados a las correspondientes matrices puras. También se observa, que las
densidades de los discos hibridos son mayores a la densidad de los

correspondientes discos puros, para las sintesis por 1Q y FI-UV/vis, mientras que
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la de los hidrogeles hibridos sintetizados por irradiacién y es del mismo rango de

valores, respecto a la matriz pura.
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Figura 6.2.18. Coeficiente de difusion, K, del agua en funcion de la densidad de los discos
de los hidrogeles sintetizados por 1Q, de: PAAm ( .),' PAAM/0,31%AgNO; (P>);
PAAM/0,64%AgNO; (Q); PAAM/0,95%AgNO; ( 7); PAAM/2,00%AgNO; (Q).
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Figura 6.2.19. Coeficiente de difusion, K, del agua en funcion de la densidad de los discos
de los hidrogeles sintetizados por FI-UV/vis de: PAAm ( [I]), PAAmM/0,31%AgNOs ( ﬂ’),
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En resumen, se pudo observar diferentes tiempos de polimerizacién para
los diferentes mecanismos de iniciacion de radicales libres en la sintesis de PAAmM
hibrida con diferentes concentraciones de AgNO3 y pudieran estar asociados a la
presencia del PSA y/o el AgNOs;. Para los hidrogeles con diferentes
concentraciones de AgNOs los tiempos son de aproximadamente 3 s. En las
sintesis de PAAM/AgNO; por 1Q, la presencia simultdnea de las sales de PSA y
AgNO3, pudieran actuar como iniciadores de las reacciones de polimerizacion,
conllevando a un mayor numero de iniciacion de cadenas poliméricas, respecto a
la PAAmM pura (solo la sal de PSA), induciendo una reaccion mas rapida y a un
entrecruzamiento mas homogeéneo, (ver etapa 5 de la Figura 5.20).

El entrecruzamiento mas homogéneo también se corresponde con las
temperaturas que alcanzan las sintesis de PAAM/ppmAgNO3; y PAAM/%AgNO;
siendo menores a las temperaturas alcanzadas por las sintesis de la matriz de
PAAmM, (ver Figura 6.2.3)
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Para los hidrogeles de PAAmM por FI-UV/vis la polimerizacion ocurre en 1
dia, siendo la radiaciébn UV/vis la Unica fuente de generacion de radicales libres
(sin PSA ni AgNO3), mientras que para hidrogeles hibridos de PAAM/AgNO3; por
FI-UV/vis en aproximadamente 1 hora. La diferencia en tiempos en estas sintesis
por FI-UV/vis, puede deberse a que la sal de AgNOs3 junto a la radiacion UV/vis
aplicada a la solucién, pueden estar actuando de fotoiniciadores.

Todas las matrices hibridas obtenidas presentan una estructura estable a la
temperatura corporal humana y el mismo patron de descomposicién térmica de
Sus respectivas matrices puras en tres etapas, deshidratacion del hidrogel, pérdida
grupos laterales y descomposicién de las cadenas poliméricas.

Las morfologias estructurales de las matrices hibridas por los diferentes
mecanismos de iniciacion de radicales, (ver Figuras 6.2.6 — 6.2.10), mantienen la
macroestructura presentada por sus correspondientes matrices puras, indicativo
de que el mecanismo preferencial de recombinacion de radicales libres de las
respectivas sintesis dirige la formacion estructural de cada una de las matrices,
como se propone en la Figura 5.1.20, independiente de las particulas in situ que
se formen simultaneas al proceso de polimerizacidén de las respectivas estructuras.

La formacion de particulas in situ durante las respectivas sintesis, en
principio observada por las diferentes coloraciones de las matrices hibridas,
amarilla para las sintesis por 1Q, vino tinto-marrén para las sintesis por FI-UV/vis y
vino tinto para las sintesis por irradiacion y, fue corroborada por los andlisis de las
microscopias electrénicas, (ver Figuras 6.2.6 — 6.2.11), y absorcién del plasmén
superficial de la plata. Por los andlisis de HR-MET se identificaron varias fases
cristalinas correspondientes a diferentes particulas, (ver Tabla 6.2.2). Por la RPSL
se identifico la presencia de nanoparticulas de plata, (ver Figuras 6.2.13), en las
sintesis de matrices hibridas con concentraciones de %AgNO3;. Esta formacion de
nano y microparticulas in situ durante las respectivas sintesis le adiciona a la
etapa 3 de la Figura 5.1.20, la posible intervencion de la sintesis en la formacién

de las particulas, como se muestra en la siguiente Figura:
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Figura 6.2.21. Paso adicional en la etapa 3, de la Figura 5.1.20, por la formacion de la nano
y microparticulas en el esquema hipotético de la formacidn de los hidrogeles: (1) Posibles
interacciones de copolimerizacion entre AAm y NNMBAAm (mecanismo de radicales
libres): a) ciclizacion, b) entrecruzamiento, c) multiple entrecruzamiento; (2) Posibles
coordinaciones de iones de Ag" con los grupos funcionales de la matriz.

Los hidrogeles hibridos obtenidos, con nano y microparticulas de diferentes
morfologias presentan caracteristicas superabsorbentes, como sus respectivas
matrices puras.

Los parametros cinéticos de los hidrogeles hibridos como la velocidad inicial
de hinchamiento, ko, y la constante de velocidad de hinchamiento, ks, presentan
correspondencia con el tiempo de llegar al equilibrio, teq, 10 que puede corroborar

que la presencia de la AgNO3 durante la sintesis induce a hidrogeles nano y
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microestructuralmente mas densos, por la posible actuacion del AgNO3z como
fotoiniciador, en los hidrogeles irradiados con radiacion UV/vis y irradiacion y.

El coeficiente de difusion, n, muestra distinta respuesta de las estructuras
ante la difusién del agua durante los hinchamientos. Presenta gran tendencia de
mecanismos de absorcion Menos Fickiano, describiendo que la velocidad de
difusion del solvente es mucho menor que la velocidad de relajacién de la red,
para los hidrogeles con concentraciones de ppmAgNQO3;, tanto para las sintesis por
IQ, como irradiacién y. Tales geles presentan tendencias de mecanismos de
absorcién an6mala, que es observado cuando las velocidades de difusién y de
relajacion de la red polimérica son comparables, para los hidrogeles con
concentraciones de %AgNOj; sintetizados por 1Q, FI-UV/vis y irradiacion y. Esto
también corrobora que la presencia de diferentes concentraciones de AgNOj3
induce diferencias en las estructuras de las respectivas matrices.

La tendencia de la constante de difusion, k, de ser menor a la obtenida para
las correspondientes matrices puras, sintetizadas por los mecanismos de 1Q, FlI-
UV/vis y irradiacion y con las diferentes concentraciones de %AgNOj; utilizadas,
corrobora el aumento de densidad de las respetivas matrices, como se observo en
las imagenes de MEB y MET. Para las concentraciones de ppmAgNOs, la
tendencia en los valores de la k respecto a las correspondientes matrices puras,
es ser mayores para las sintesis por irradiacion y y menores para los hidrogeles
hibridos sintetizados por IQ, indica que las matrices presentan variaciones
estructurales ante la presencia de estas concentraciones de AgNO3 durante las
respectivas sintesis.

El coeficiente de difusién del agua, K, en funcion de la densidad de los
discos considerados solidos, (ver Figuras 6.2.17- 6.2.19), para las distintas
concentraciones de %AgNO3 y mecanismos de generacion de radicales libres es
menor a los presentados a las correspondientes matrices puras. También se
observa, que las densidades de los discos hibridos son mayores a la densidad de
los correspondientes discos puros, para las sintesis por 1Q y FI-UV/vis, mientras

qgue la de los hidrogeles hibridos sintetizados por irradiacion y es del mismo rango
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de valores, respecto a la matriz pura, corroborando lo obtenido para los otros
parametros cinéticos.

La correspondencia del coeficiente de difusion, K, con las estructuras de las
matrices, corroborada por los parametros cinéticos determinados por los otros
modelos cinéticos, nos permite un considerable aporte inédito de estos valores,
asi como la comprobacion en matrices hibridas del modelo de la Ley de Fick
resuelta por elementos Finitos, considerando las matrices como discos cilindricos

simulados con nodos que se mueven independientes durante la difusion del agua.
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HIDROGLES DE PAAM/CS
POR INICIACION QUIMICA



6.3 HIDROGLES DE PAAM/CS POR INICIACION QUIMICA

El Quitosano (CS) un polisacarido natural que ha sido reportado como un
biopolimero que posee propiedades antibibticas, con alta biocompatibilidad y baja
toxicidad en una variedad de aplicaciones como en ingenieria de tejidos,
materiales biomédicos, inmovilizacion de proteinas, liberacion controlada de
farmacos, injertos de polimeros sintéticos como PAAm, Poli(etilenoxido-g-
acrilamida), etc. (Lee and Mooney, 2001b; Mahdavinia et al., 2006; Mochalova et
al., 2006, 2007; Velasquez, 2006).

También se usa en limpiezas de aguas y/o recuperacion de metales
pesados matrices de quitosano atrapado en PAAmM (Akkaya and Ulusoy, 2008).
Siendo tan versétil la gran variedad de aplicaciones del CS e interesados en sus
propiedades biocompatibles y baja toxicidad, sintetizamos hidrogeles de PAAmM
con 5 %(m/m) de CS en solucion por el mecanismo de iniciacion quimica, para
intentar adicionarle a la matriz de PAAm propiedades Biocompatible y
Bactericidas. Se obtuvieron monolitos de color amarillo claro, como se presenta en

la siguiente Figura:

Figura 6.3.1. Imagen fotogrdfica de un monolito de hidrogel de PAAm/5%CS recién
sintetizado.

Para estudiar el posible efecto del quitosano en las matrices de
PAAM/5%CS sintetizadas, se realizaron los siguientes estudios:
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CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

A.- ANALISIS POR FT-IR

Los espectro de las vibraciones moleculares de los xerogeles de PAAmM y
PAAM/5%CS en el intervalo de transmitancia entre 400-4000 cm™ (Figura C.3
(Anexo C)), muestran el solapamiento de los picos caracteristicos de la vibracion
de los enlaces de los grupos hidroxilos O-H en el rango de (3400 — 3300) cm™*
estiramiento entre (3500 — 3300) y flexién entre (1640-1500 y 800) cm™ de las

aminas primarias, presentes en el CSy los estiramientos entre (3500-3180) cm™ y

; el

flexion entre (1640 - 1550) cm™ del grupo NH, de las amidas; y el estiramiento
entre (1680 — 1630) cm™ de grupo carbonilo C=0 de la amidas presentes en la
PAAmMy el CS.

B.- ANALISIS MORFOLOGICO POR MEB y MET

Los xerogeles compuestos de PAAM/5%CS obtenidos via IQ presentan una
estructura altamente densa, (ver Figuras 6.3.2), a diferencia de los xerogeles de
PAAM que son macroporosos, (ver Figura 5.8).

La disminucion de la macroporosidad de los xerogeles de PAAM/5%CS se
puede interpretar que exista interaccion de puente de hidrogeno entre la amina del
CS y el grupo carbonilo del la AAm, (ver Figura 6.3.3 (a)), como lo plantea (Bhat
Kalambettu et al., 2012), aumentando el entrecruzamiento de la PAAm, por la
posible formacion de una estructura interpenetrada de PAAM/CS, en concordancia
a lo observado por (Agnihotri and Aminabhavi, 2006; Ramirez and Astudillo, 2016)
para redes de poli(oxido etilen-g-acrilamida) interpenetradas con CS, (ver Figura
6.3.3 (b)).
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Figura 6.3.2. Imagenes de MEB de xerogeles via 1Q de PAAmM/5%CS a diferentes
magnificaciones.
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Figura 6.3.3. (a) Posible enlace de hidrogeno entre el CS y la PAAm; (b) representacion
esquemdtica de estructuras interpenetradas de PAAm/CS.
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C.- ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (ATG)

En el estudio degradativo de la matriz de PAAM/5%CS en funcion de la
temperatura, se presentan las mismas tres etapas de pérdidas descritas por la
matriz de PAAm, (ver Figura D.3 (Anexo D)). Los valores de pérdida de masa,
temperatura del méximo de velocidad de descomposicién determinado de la
primera derivada de los respectivos termogramas, residuos a 700 °C, se presentan

en la Tabla 6.3.1, corroborando la similitud en las degradaciones de las matrices.

Tabla 6.3.1. Porcentaje de pérdida de masa en funcién de la temperatura de PAAm
y PAAm/5%CS sintetizados por 1Q, en el intervalo de temperatura de (30 - 700)
°C. Temperatura de los maximos de velocidad de descomposicién de las matrices.
Residuos de las matrices a 700 °C.

% de pérdidas (%W) Temperaturas  Residuos
de los Maximos o
Matrices 1% 2da 3@ de a 700 °C
(agua) (Imidizacién) (Descomposicion DeSCOTEOS‘C‘é“ (%)
de las cadenas (°C)
poliméricas)
PAAM (1Q) 8 22 33 71, 294, 397 20
PAAM 12 20 41 293,398 22

15%CS

CAPACIDAD DE ABSORCION EN AGUA

Para observar el efecto del CS en las propiedades hidrofilicas de la matriz
de PAAmM se realizd el hinchamiento de los hidrogeles en agua a 25 °C. El
porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles se calcula utilizando la ecuacién
4.4.1, y se representa en las isotermas de hinchamiento al graficar %S en funcion
del tiempo, (ver Figura 6.3.4).

El tiempo que tarda en llegar al equilibrio, el %S¢y y el error relativo
porcentual del hinchamiento en el equilibrio, se presentan en la Tabla 6.1.5.

Obteniendo un %Seq mayor para el hidrogel de PAAM/5%CS con respecto al de
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PAAm, atribuido a que el posible aporte hidrofilico del CS a la matriz polimérica de
PAAmM predomine ante la disminucion de la macroporoidad de la matriz
PAAM/5%CS.

El aporte hidrofilico del CS a la matriz de PAAm también fue observado por
Akkaya and Ulusoy, 2008 al tener hinchamientos de 1350% para la PAAmM y
1600% para la PAAM/CS, quienes sintetizan hidrogeles de PAAmM en presencia de
quitosano en suspension en proporciones 2:1 (2 g de AAm: 1 g de CS), por
iniciacidn quimica. Hacer las medidas de hinchamiento a 25 °C de los hidrogeles
de PAAmM, nos permite comparar las propiedades hidrofilicas de esta matriz, con
las realizadas a 37 °C. Donde se observa que el %S.q es menor para la matriz
pura a 25 °C con respecto a la matriz a 37 °C, atribuido al efecto de la temperatura

de hinchamiento sobre la estructura de la matriz pura.

Tabla 6.3.2. Tiempo y porcentaje de Hinchamiento en el equilibrio de los
Hidrogeles de PAAm y PAAm/5%CS a 37 °C. Error relativo porcentual calculado
a la medida del %Seq.

Hidrogel teq (Min) %Seq Er%
PAAmM (37 °C) 600 742 0,17
PAAM (25 °C) 500 252 0,15
PAAM/5%CS (25 °C) 3000 411 0,39
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Figura 6.3.4. Isotermas de absorcion de agua de los hidrogeles de PAAm (M) a 37 °C; PAAm
(M) a 25 °C; PAAM/5%CS (%) a 25 °C. El inserto corresponde a la magnificacion de inicio de
hinchamiento.

CINETICA DE HINCHAMIENTO

Debido a la diferencias en las cinéticas de hinchamientos de las matrices
puras y compuestas con CS en el agua a las diferentes temperaturas de
hinchamiento, ver inserto Figura 6.3.4, es interesante determinar los parametros
cinéticos: n y k utilizando la ecuacién 2.11.3 ajustada a los resultados
experimentales con la data del hinchamientos menor al 60 %, como se observa en
la Figura E.5 (Anexo E); y las constantes de velocidad inicial, ko, y constante de
velocidad, ks, utilizando las ecuaciones 2.11.6 - 2.11.9 que ajusta a los datos
experimentales como se observa en la Figura E.6 (Anexo E). Los parametros
obtenidos se muestran en la Tabla 6.3.3, donde se observa que:

La velocidad de hinchamiento inicial, k,, y la constante de velocidad de
hinchamiento, kg, disminuyen en los hidrogeles de PAAM/5%CS con respecto a la

PAAmM a la temperatura de hinchamiento de 25 °C por la disminucion de la

186



porosidad en la estructura compuesta. También disminuye en la matriz de PAAm
hinchada a 25 °C comparada a la misma matriz de PAAm hinchada a 37 °C,
atribuida al efecto de las correspondientes temperaturas sobre la matriz.

El porcentaje de hinchamiento méximo, Spax, determinado de los
respectivos ajustes, concuerdan con los obtenidos experimentalmente (ver Tablas
6.3.2 - 6.3.2).

El tiempo para alcanzar el equilibrio, teq (ver Tabla 6.3.2), del hidrogel
PAAM/5%CS es mucho mayor al requerido para alcanzar el equilibrio en el
hinchamiento del hidrogel de PAAm a 25 °C, atribuido a la pérdida de la
macroporosidad de la estructura del hidrogel de PAAM/5%CS, (ver Figuras 5.8 y
6.3.2). El teq de los hidrogeles de PAAm a 25 °C es menor que el requerido por el
hidrogel de PAAm a 37 °C, atribuido a la disminucion del %S¢ de la PAAmM a 25
°C.

Tabla 6.3.3. Parametros cinéticos kg, ks, n, k, %Smax determinados realizando el
ajuste a la data experimental de hinchamiento de los hidrogeles compuestos con
quitosano sintetizados por iniciacién quimica, utilizando las ecuaciones de
Difusién segundo orden (ecuaciones 2.11.6-2.11.9) y la Ley de Potencias (2.11.3).

Agua Destilada
ko ksx10™ % Smax n k
Hid rogel (g(gel))/(g(agua)min) (g(gel))/(g(agua)min)
PAAmM a 25,25 4,60 741 % 0.59 0,0376
37°C
PAAmM a 2,75 3,91 265 % 0,51 0,047
25°C
PAAM/5%CS 1,43 0,78 429 % 0,56 0,019
a 25°C

En resumen, la presencia del CS en la polimerizacion de la AAm vy
NNMBAAmM induce a hidrogeles compuestos de PAAmM/5%CS con matrices

macroscopicamente mas densas que las obtenidas para las matrices de PAAm, lo
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gue induce unos coeficientes cinéticos ky, ¥ ks, que disminuyen con respecto a
los obtenidos para la matriz PAAmM.

Ademas, evidencia el aporte de hidrofilicidad a la matriz compuesta al
sumarle mayor capacidad de absorcion, que la clasifica como un hidrogel
superabsorbente, requiriendo de un mayor tiempo para llegar a un hinchamiento
mayor con una estructura polimérica mas densa. Esta adicion de hidrofilicidad a la
matriz, podria sumarle propiedades Biocompatibles. La comparacion del
hinchamiento y sus respectivos parametros cinéticos de la matriz de PAAm pura a
las temperaturas de 25 °C y 37 °C, corroboran que a mayor temperatura existe

mayor movilidad de las estructuras poliméricas.
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CAPITULO VII: HIDROGELES COMPUESTOS CON 2 6 3 ADITIVOS

En los anteriores capitulos de resultados (V y VI) se mostraron los estudios
de las propiedades de la matriz de PAAm sintetizadas por diferentes mecanismos
de iniciacion de radicales libres como: Iniciacion Quimica, Fotoiniciacion y
irradiacion y; y ademas, los efectos sinérgicos entre estas matrices con diferentes
concentraciones de CS, nHAP o AgNO:s.

En continuidad a estos estudios y al disefio de nuevos materiales
compuestos con posibles aplicaciones biomédicas, se sintetizan nuevos
hidrogeles de PAAm, utilizando durante las sintesis las posibles combinaciones de
los aditivos anteriormente utilizados por separado, como el CS, nHAP y AgNOs.
En esta oportunidad, interesados en afiadirles a la matriz de PAAm propiedades
simultdneas que pudieran contribuirle estos aditivos como la hidrofilicidad,
osteoinductividad, actividad bactericida y biocompatibilidad.

7.1 HIDROGELES DE PAAM/2%nHAP/%AgNO; POR INICIACION QUIMICA

Es conocido que los hidrogeles hibridos son una combinacién de matrices
poliméricas con particulas inorganicas, permitiendo la posibilidad de generar
sistemas con propiedades nuevas 0 mejoradas en comparacién con las
propiedades individuales de cada componente.

Entre los estudios encontrados en la literatura, estan hidrogeles hibridos
con nanoparticulas de Ag para aplicaciones antibacteriales (Malmsten, 2011),
como andamios para la sintesis de nanoparticulas (Murali et al. 2010). Con
respecto a la PAAM/HAP, hay unos estudios in vitro de biocompatibilidad en
sangre, obteniendo materiales hibridos con potenciales usos como biomateriales,
en este trabajo los autores usaron una cantidad mas grande de HAP que de
PAAmM (Bajpal, et al. 2009).

Estudios de materiales de fosfato de calcio recubiertos con nanoparticulas
de Ag, los cuales mostraron alta actividad antibacterial y baja citotoxicidad (Ando
et al. 2010). Bajo este contexto en esta seccion, se utiliza la estrategia one pot en

el disefio de nuevos hidrogeles hibridos de PAAM/NHAP/AgNO3 con el propdsito
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de combinar las caracteristicas hidrofilicas y propiedades biocompatibles de la
PAAmM con las propiedades biocompatibles y osteoinductivas de la HAP vy
bactericidas de la Ag, las cuales se esperan que se formen in situ, durante la
polimerizacion de la PAAm. Los autores, hasta el momento, no tenemos
conocimiento de reportes de estos materiales, por lo cual se estudian las
propiedades fisico quimica de hidrogeles con diferentes concentraciones de Ag
(0,5-2%) (m/m) y 2%nHAP (m/m) preparados via radicales libres en solucion,

obteniendo monolitos de color gris, como se observa en la siguiente Figura:

Figura 7.1.1. Imdgenes fotogrdficas secuenciales de la formacion del hidrogel de
PAAM/2%nHAP/2%AgNQOs por iniciacion quimica, donde se observa la formacion de los
macroporos y la evaporacion del solvente.

En el estudio de estos nuevos materiales hibridos, realizamos los siguientes
analisis:
A.- ANALISIS POR FT-IR

Los espectros de las vibraciones moleculares de los xerogeles de PAAM y
de PAAmM modificada con nHAP y AgNO3s, muestran las vibraciones caracteristicas
de la PAAm y ademas solapamiento con las vibraciones de los grupos fosfatos de
la nHAP en el rango de 1180 a 1000 cm™,ver Figura C.4 (Anexo C), también
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identificados por Sahiner et al., 2005; Francis et al., 2006; Caykara et al., 2007,
Wang et al., 2007; A.K. Bajpai and Bundela, 2009. Debido al solapamiento de las
bandas caracteristicas no es posible concluir sobre alguna interaccion entre la
matriz de PAAmM la nHAP y el AgNO:.

B.- ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (ATG)

Se estudio la degradacion de los hidrogeles hibridos en el intervalo de
temperatura de 30 - 700 °C mediante termogramas, obteniendo la degradacion de
los hidrogeles de PAAM/2%nHAP/%AgNO3; con las mismas 3 etapas de
degradacion que la matriz de PAAm, (ver Figura D.4, Anexo D), es decir la
presencia de las nanoparticulas de HAP y el AgNO3; durante la sintesis no afecta
la formacion de la estructura de la matriz de PAAm.

Los valores de pérdida de masa, temperatura del maximo de velocidad de
descomposicion determinado de la primera derivada de los respectivos
termogramas, residuos a 700 °C, se presentan en la Tabla 7.1.1. Al comparar los
porcentajes de residuos de los hidrogeles hibridos con el de PAAmM, se obtienen
diferencias de 7, 9, 3, 7% en peso, lo que ratifica la presencia de las particulas
inorganicas y la heterogeneidad de los hidrogeles.

Tabla 7.1.1. Porcentaje de pérdida de masa en funcién de la temperatura, en el
intervalo de temperatura de 30 - 700 °C. Miaximos de temperatura de
descomposicion de las matrices. Residuos de las matrices a 700 °C.

% de pérdidas (%W) Temperaturas de  Residuo
Descomposicion

Matrices 17 da 3 °C) a 700 °C

(agua)  (imidi-  (Descompo- (%)

asr) 0%

poliméricas)
PAAmM (1Q) 8 22 33 71,294, 397 20
PAAM/2%HAP 8 21 38 81,293,391 27
PAAM/2%nHAP/1,0%AgNO; 12 19 32 69,293,396 29
PAAM/2%nHAP/1,5%AgNO3 8 22 38 59,292,382 23
PAAM/2%nHAP/2,0%AgNO3 11 19 37 69,293,394 27
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C.- ANALISIS POR MEB Y MET

La morfologia de los diferentes xerogeles hibridos sintetizados, se observan
en las imagenes obtenidas por MEB y MET (Figura 7.1.2). En la Figura 7.1.2 (a),
se muestra de manera comparativa la estructura macroporosa de la PAAm, cuyo
tamafo de poros varia entre 99 - 1172 ym, con pliegues en su matriz (inserto,
Figura 7.1.2 (a)).

La Figura 7.1.2 (b), muestra la morfologia del xerogel de PAAM/2%nHAP,
donde se observa la influencia de la particulas de nHAP en la estructura
macroporosa, formandose mayor nimero de poros de menor tamafio (35 — 389)
pm.

Las Figuras 7.1.2 (c — g) muestran las nano y microestructuras de los
xerogeles de PAAmM/2%nHAP preparadas con diferentes concentraciones de
AgNO3 (0,5 — 2,0) %m/m. En estas imagenes se observa que la microestructura
del xerogel se modifica al incorporar el precursor de la plata, observandose una
estructura mas compacta con menos macroporos. Por otro lado, se observé que la
incorporacion de la Ag* acelera el proceso de polimerizacion (tiempo de gelaciéon ~
3 s). Esta observacion sugiere que la presencia de la Ag* favorece la formacion de
radicales libres conduciendo a un mayor entrecruzamiento de la matriz polimérica,
en comparacion de la misma reaccién en ausencia de Ag” (tiempo de gelacion ~ 4
min).

Las micrografias obtenidas por MET revelan la presencia de particulas de
tamafios desde aproximadamente 2 nm a 200 nm, ver Figura 7.1.2 (f), ademas
que las estructuras resultantes son nanoporosas, para todos los xerogeles
estudiados, tal como se observa en la Figura 7.1.2 (g), para el hidrogel de
PAAM/2%nHAP/2%AgNQO3, indicativo de formacién de estructuras via 1Q, como se

explico en la seccion 5.
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Figura 7.1.2. Imdgenes por MEB (a) xerogel de PAAm (matriz plegada, inserto); (b) hidrogel
de PAAM/2%nHAP; xerogeles de PAAm/2%nHAP con las concentraciones de (c) 0,5%; (d)
1,0 %; (e) 2,0% de AgNOs. Imdgenes por MET (f) y (g) del xerogel de
PAAM/2%nHAP/2,0%AgNOs; en el contraste de las imdgenes de electrones
retrodispersados por MEB (recuadros en (b), (c), (e)) se observa la matriz gris y blancos,
correspondientes a las particulas de nHAP y con nAg respectivamente; y la nanoestructura
de la matriz de PAAm (nanoporos encerrados en évalos y circulos).
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Simultaneamente, a la formacion de la estructura polimérica de PAAm, se
forman in situ particulas de Ag, ademas se produce una reaccion entre la sal de
AgNO3 y las nanoparticulas de HAP de intercambio i6nico formandose particulas
de AgsPO, y alguna especie conteniendo Calcio (Ca) probablemente CaCOs,
debido a el desplazamiento de los iones de Ca*?. Por lo tanto, como resultado
obtenemos un material compuesto de PAAM/AgsPO4/Ag/nHAP. En el cual las
particulas de Ag, AgsPO, e nHAP se encuentran altamente dispersas, como se
puede observar en la Figura 7.1.2. En los espectros EDX, (ver Figura 7.1.3), se
identifica la composicion de cada fase. En la Tabla 7.1.2, se presenta el andlisis
semicuantitativo de los elementos presentes determinados por EDX (Separacion
de rayos-X por energias).

Como se observa en las imagenes 7.1.2 y 7.1.3 (a y b), las particulas
presentan una distribucién de tamafios de nano a micro, debido a la formacion de
aglomerados, con morfologias que van desde cubica a esférica, en su mayoria
(insertos Figuras 7.1.2 (b - €)) a medida que aumenta la concentracion de Ag*, que
pudieran darle el color gris a los monolitos, (ver Figura 7.1.1).

Esto es consistente con trabajos de la literatura (Okay, 2000; Thomas, et al.
2002; Lee, et al. 2006; Bi, et al. 2012), en los cuales se reportan varias
morfologias de particulas tipo AgsPO, (cubicas, dodecahédricas, agregados

fractales) obtenidas por diferentes métodos de sintesis.
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magnificacion del xerogel de PAAmM/2%nHAP/2%AgNO; mostrando un aglomerado de
nanoparticulas de Ag; EDX de particulas de (c) AgzPO,4 (tomado del cuadrado de la imagen
a); (d) Ag (tomado de la imagen b); (e) HAP (tomado de otra imagen no presentada); (f)



Tabla 7.1.2. Cuantificaciones de los EDX de las particulas de AgsPOs, Ag y HAP,
encontradas en los hidrogeles de PAAmM/2%nHAP/2%AgNOs.

EDX Elemento Atémico Intensidad
(%) (UA)
CK 72.58 726.67
Figura O K 20.76 170.58
7.1.3(c) P K 1.69 57.58
Ag L 4.97 190.58
CK 38.17 150.50
Figura N K 9.50 15.85
7.1.3 (d) OK 12.37 28.36
SK 1.16 14.55
Ag L 38.80 574.31
OK 72.33 207.95
Figura P K 9.94 95.31
7.1.3 (e) Ag L 1.03 12.47
CakK 16.67 83.37
CK 53.61 454.22
Figura N K 8.42 15.83
7.1.3(f) OK 34.85 235.28
CaK 2.98 776.54

D.- ANALISIS POR DIFRACCION DE RAYOS-X EN MUESTRAS
POLICRISTALINA (DRXP)

Como ya se menciond en la seccion 6.1, el analisis estructural mediante
DRXP del xerogel de PAAM/2%nHAP (Figura 6.1.3) muestra la presencia de una
alta radiacion de fondo debido a la parte amorfa de la matriz de PAAm y la
presencia de la HAP con fase Hexagonal con grupo espacial P63/m y parametros
de celdaa=b =9,4166 A, c = 6,8745 A (esta fase fue identificada con la ayuda de
la Inorganic Crystal Structure Database No. 01-084-1998) (Tabla 6.1.3).

En el xerogel de PAAM/2,0%nHAP/2,0%AgNO3 se identifico la presencia de
una fase cubica con grupo espacial P-43n y parametros de celda a=6,0040 A de
Fosfato de Plata (AgsPOg4, ver Tabla 7.1.3) (esta fase fue identificada con la ayuda
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de la Inorganic Crystal Structure Database No. 01-070-0702) y una fase hexagonal

correspondiente a la Hidroxiapatita, ver Figura 7.1.4. La formacion de la nueva

fase fue corroborada realizando la combinacién en solucion de nHAP y AgNOs3, en

ausencia de la matriz de PAAm, como se puede observar en el difractograma de

DRXP mostrado en la Figura 7.1.5.

Counts .
*
400-
100+
n L T T T T
10 20 30 40
26 (°)

Figura 7.1.4. Difractograma de DRXP del hidrogel de PAAm/2%nHAP/2%AgNQO3. (+) Picos
de la nHAP y (*) Picos de Fosfato de Plata (AgsPO,).

Tabla 7.1.3. Maximos de Difraccion identificados como AgzPOs.

Pos. [2Th.(°)] /o d [A] Int. Rel.
[%0]
25,9436 103,60 3,43443 56,89
31,7819 182,13 2,81560 100,00
32,9509 92,71 2,71834 50,90
46,7456 31,08 1,94171 17,06
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Figura 7.1.5. Difractograma de DRXP mostrando los productos obtenidos a partir de la
mezcla en solucidn de 2%nHAP y 2%AgNQs. (+) Picos de la nHAP y (*) Picos de AgsPO,.

ANALISIS POR ABSORCION EN EL RANGO UV-Visible

Aunque no fue observada la presencia de la formacién de nanoparticulas de
Ag en los patrones de difraccion de polvo (quizas por la baja concentracion de Ag”
utilizada en la sintesis de los hidrogeles, combinado con el proceso de intercambio
i6nico experimentado por la HAP), a través de la técnica de absorcion de UV/vis
se observo la banda de absorcion plasmoénica superficial (RPSL) caracteristica de
la formacion de nanoparticulas de Ag en 405 nm con morfologia esférica, (ver
Figura 7.1.6), (Mulvaney, 1996; Jin et al. 2001). Esto nos indica que la presencia
de Ag observada por los andlisis microscépicos, (ver Figura 7.1.3 (d)),

corresponde a las nanoparticulas de Ag.
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Figura 7.1.6. Espectros de Absorcion en el rango UV/vis del hidrogel de
PAAM/2%nHAP/2%AgNOs mostrando la banda de absorcion del plasmén superficial de
nano particulas de plata.

CAPACIDAD DE ABSORCION EN AGUA y SBF

Para observar el efecto de las particulas inorganicas de nHAP, AgsPO,y Ag
en las propiedades hidrofilicas de la matriz de PAAmM se realiz6 el hinchamiento de
los hidrogeles en agua y SBF a 37 °C. El porcentaje de hinchamiento de los
hidrogeles se calcula mediante la ecuacion 4.4.1, obteniendo las isotermas de
hinchamiento al graficar %S en funcion del tiempo, (ver Tabla 7.1.4).

Ademas, la cinética de hinchamiento en los primeros minutos es muy
distinta entre ellos, ver insertos Figuras 7.1.7 (ay c). En las Figuras 7.1.7 (b y d),
se puede observar que el %S¢, disminuye a medida que aumenta la concentracion
de particulas inorganicas en el hinchamiento de los dos solventes. Este
comportamiento esta en concordancia con la microestructura observada por MEB,

donde se pudo apreciar una disminucion de la macroporosidad de los xerogeles
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en funcién de la incorporacion de los Ag®, debido posiblemente a la estabilizacion
0 generacion de radicales libres, lo cual induciria a un mayor grado de

entrecruzamiento.

Tabla 7.1.4. Tiempo e Hinchamiento en el equilibrio de los Hidrogeles de PAAm,
PAA/2%nHAP, y diferentes concentraciones de % AgNO; via IQ.

Hidrogel teq %Seq Er % teq %Seq  Er%
Agua Agua SBF SBF
Destilada Destilada
PAAmM 600 742 0,17 1500 638 0,70
PAAM/2% nHAP 400 459 0,07 400 530 1,30
PAAM/2%nHAP/0,5%AgNO; 400 516 0,07 500 502 1,05
PAAM/2%nHAP/1,0%AgNO; 750 511 0,23 600 429 0,44
PAAM/2%nHAP/1,5%AgNO; 750 500 0,06 600 528 0,75
PAAM/2%nHAP/2,0%AgNO; 750 583 0,15 500 474 1,60

CINETICA DE HINCHAMIENTO

Los pardmetros cinéticos de hinchamiento n, k, kg, ks, describiendo las
diferencias en las cinéticas de hinchamientos observadas en los insertos de las
Figuras 7.1.7, se determinan utilizando las ecuaciones 2.11.3 y 2.11.6 — 2.11.9
ajustada a los resultados experimentales. Los parametros obtenidos se muestran
en la Tabla F.7 (Anexo F). Interpretandolos de la siguiente manera:

La velocidad de hinchamiento inicial, k,, y la constante de velocidad de
hinchamiento, kg, del agua disminuye en los hidrogeles hibridos de
PAAM/2%nHAP/%AgNO3; con respecto a la PAAm a la temperatura de
hinchamiento de 37 °C, atribuido a la disminucién de la macroporosidad en la
estructuras hibridas, (ver Figura 7.1.2). Las constantes de velocidades en SBF,
tienen tendencias a valores cercanos al de la matriz de PAAm, atribuido al posible
efecto del apantallamiento de los grupos funcionales por los iones presentes en el
SBF, que impide el puente de hidrégeno de esos grupos funcionales con el agua,
impidiendo la absorcion del solvente.
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El porcentaje de hinchamiento maximo, Sma, determinado de los
respectivos ajustes, concuerdan con los obtenidos experimentalmente para el
caso de la absorcion de agua, mientras muestran coincidencias muy cercanas en
la absorcion del SBF, (ver Tabla 7.1.4).

El tiempo para alcanzar el equilibrio, teq, €n agua y en SBF de los hidrogeles
hibridos de PAAM/2%nHAP/%AgNO3 tienen correspondencia con los parametros
cinéticos de hinchamiento k,, y ks, de las nuevas microestructuras hibridas y del
posible apantallamiento de los grupos funcionales por los iones presentes en el
solvente, respectivamente.

Los coeficientes de difusion, n, determinan que estos hidrogeles hibridos
presentan mecanismos de absorcibn anémalo de agua y de SBF a 37 °C,
indicando que las velocidades de difusion y de relajacion de la red polimérica son
comparables, caracteristico de hinchamientos realizados a 37 °C, la cual es una
temperatura por debajo de la temperatura de transicion vitrea del hidrogel de
PAAmM entrecruzado, reportada entre (150 - 222) °C. La coincidencia de las
respuestas de absorcion anémala de agua y SBF de los hidrogeles de PAAm
hibridos y puros, corrobora la no interaccion de las particulas presentes con las

estructuras de las matrices hibridas.
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Figura 7.1.7. Isotermas de absorcion de PAAm (.), PAAM/2%nHAP (@),
PAAM/2%nHAP/0,5%AgNO; (O), PAAM/2%nHAP/1,0%AgNO3 (),

PAAM/2%nHAP/1,5%AgNO3 (V), PAAM/2%nHAP/2,0%AgNO3 (O) en a) agua; c) SBF;
%Seq €n funcion de la concentracion de %AgNO;s en b) agua; d) SBF, en ambos solvente a
37 °C.
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Figura 7.1.9. a) Constante de velocidad inicial de hinchamiento, ky, b) constante de
velocidad de hinchamiento, ks, c) tiempo en llegar al equilibrio del hinchamiento, t.q, para
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En resumen, la sintesis de hidrogeles de PAAmM en presencia de nHAP y
AgNO3; por el método de radicales libres en solucion, con bajo contenido de
entrecruzante, genera estructuras estables a la temperatura corporal humana, con
distribucion de poros que van desde los nano a macroporos con propiedades
superabsorbentes. La mezcla de AgNO; y nanoparticulas de HAP induce a la
sintesis in situ de particulas de AgsPO,, al producirse entre la sal de AgNO3 y las
nanoparticulas de HAP un intercambio ionico formandose particulas de AgsPOg,.

La estrategia one pot resulta satisfactoria al obtener hidrogeles
heterogéneos de PAAM/NHAP/Ag/AgsPO,4 con una distribucién de tamafios (nano
a macro) y diferentes morfologias, a medida que aumenta la concentracion de la
plata, lo que ratifica que se requiere de la formacion de la matriz de PAAm para la
formacion in situ de las particulas de Ag. La favorable intervencion de la matriz en
la formacién de las nanoparticulas de Ag, le afiade a la estrategia one pot la
bondad de no utilizar un agente reductor quimico de la plata, utilizado
comunmente en la literatura para dirigir la formacibn mono dispersas de las
nanoparticulas, pero en nuestro caso, puede convertirse en un aditivo que atiente
con la biocompatibilidad de la matriz de PAAm, la cual se esté disefiando para
fines biomédicos. La heterogeneidad de estos hidrogeles hibridos se corrobora
con los residuos de los ATG a 700 °C.

Las propiedades hidrofilicas disminuyen con el aumento de la concentracion
de particulas inorganicas (nNHAP, Ag y AgsPO,) y estan descritas por parametros
cinéticos como kg, ks,__tey k que mantienen correspondencia con las
microestructuras observadas en el caso de absorcién del agua, y predicen la
interacciones entre los iones presentes en el solvente y los grupos funcionales, en
el caso de la absorcion de SBF. Estas matrices muestran mecanismos de
absorcion anémalo de agua y de SBF a 37 °C, indicando que las velocidades de
difusion y de relajacion de la red polimérica son comparables, caracteristico de
hinchamientos realizados a 37 °C, la cual es una temperatura por debajo de la
temperatura de transicion vitrea del hidrogel de PAAm entrecruzado, reportada
entre (150 - 222) °C.
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Es importante resaltar que este material compuesto con nano Yy
microparticulas de Ag, AgsPO,4 e nHAP puede tener muy importantes aplicaciones,
debido al aporte de la nAg como bactericida, el AgsPO4 por sus propiedades
dieléctricas y la nHAP por sus caracteristicas biocompatibles, osteoinductivas, etc.

Esta metodologia provee una interesante estrategia one pot en el disefio de
nuevos materiales, lo cual permite reducir etapas de sintesis, reactivos junto con la
posibilidad de evitar sustancias toxicas dentro de los geles. Para el mejor de
nuestros conocimiento, hasta el momento, no tenemos conocimiento del uso de
esta estrategia one pot para la sintesis in situ de nanoparticulas de Ag en estas
matrices, y de los parametros cinéticos de absorcién de agua y SBF a 37°C de

estos materiales hibridos, lo cual representa un aporte del este trabajo.
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7.2 HIDROGELESS DE PAAM/2%AgNO3/2%CS POR DIFERENTES METODOS
DE SINTESIS

Continuando con la inquietud en el disefio de biomateriales con posibles
aplicaciones biomédicas, direccionamos la busqueda en la literatura acerca de
estudios de hidrogeles hibridos con nanoparticulas de Ag para aplicaciones
antibacteriales (Malmsten, 2011), como andamios para la sintesis de
nanoparticulas (Murali et al. 2010).

El Quitosano (CS) un polisacarido natural que ha sido reportado como un
biopolimero que posee propiedades antibibticas, con alta biocompatibilidad y baja
toxicidad en una variedad de aplicaciones como en ingenieria de tejidos,
materiales biomédicos, inmovilizacion de proteinas, liberacion controlada de
farmacos, injertos de polimeros sintéticos como PAAm, Poli(etilenoxido-g-
acrilamida), etc. (Lee and Mooney, 2001b; Mahdavinia et al., 2006; Mochalova et
al., 2006, 2007; Velasquez, 2006).

También se usa en limpiezas de aguas y/o recuperacion de metales
pesados matrices de quitosano atrapado en PAAmM (Akkaya and Ulusoy, 2008).
Conocidas algunas de las bondades biomédicas del CS y AgNOs3, y en la
continuidad de las combinaciones de los aditivos para adicionarle propiedades a la
matriz de PAAm, estos aditivos se hicieron presentes en la sintesis de PAAm,
realizada por los mecanismos de sintesis por 1Q y FI-UV/vis, con concentraciones
de 2%AgNO3; y 2%CS. Obteniendo el siguiente monolito de
PAAM/2%AgNO3/2%CS, para la sintesis por 1Q:

Figura 7.2.2. Imagen fotogrdfica del monolito del hidrogel de PAAmM/2%AgNQOs/2%CS
sintetizado por el mecanismo de iniciacion de radicales por iniciacion quimica.
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En el estudio de estos hidrogeles se realizaron ciertas caracterizaciones,
debido al acceso limitado a todas las técnicas de caracterizacion, solo realizando

las siguientes:

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

A.- ANALISIS POR FT-IR

Los espectros de las vibraciones moleculares de los xerogeles de
PAAM/2%AgNO3/2%CS, muestran el solapamiento de los picos caracteristicos de
la vibracion de los enlaces de los grupos hidroxilos O-H en el rango de (3400 —
3300) cm’ ; el estiramiento entre (3500 — 3300) y flexién entre (1640-1500 y 800)
cm™ de las aminas primarias, presentes en el CS y los estiramientos entre (3500-
3180) cm™ y flexién entre (1640 - 1550) cm™ del grupo NH, de las amidas; el
estiramiento entre (1680 — 1630) cm™ de grupo carbonilo C=O de la amidas
presentes en la PAAm y el CS; flexibn C-H acoplados en la cadena de polimérica
ramificada en 1403 cm™, observado muy intenso, (ver Figura 7.2.3).

Atribuido a la posible existencia de enlace por puente de hidrogeno entre la
amina del CS y el grupo carbonilo del la AAm, como lo plantea Bhat Kalambettu et
al., 2012, aumentando el entrecruzamiento de la PAAm, lo que podria inducir a
redes intepenetradas de PAAmM/CS, en concordancia a lo observado por Agnihotri
and Aminabhavi, 2006 para redes de poli(loxido etilen-g-acrilamida)

interpenetradas con CS, (ver Figura 6.3.3).
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Figura 7.2.3. Espectro de transmitancia de energia en el rango infrarrojo del xerogel de
PAAM/2%AgNOs/2%CS, sintetizado por el mecanismo de iniciacion de radicales por
fotoiniciacién (FI-UV)vis).

B.- ANALISIS POR MEB y MET

La morfologia de los xerogeles de PAAmM modificados con 2%AgNO;3; y
2%CS, se observan en las imagenes obtenidas por MEB (Figura 7.2.3),
observando una macroestructura homogénea para los xerogeles sintetizados via
IQ y un posible enlace de hidrogeno entre el CS y la PAAm formandose
estructuras interpenetradas de PAAmM/CS, (ver Figura 6.3.3). Y una
macroestructura inhomogénea con morfologia tipo globular para los xerogeles
sintetizados via FI-UV/vis.

En ambos métodos de sintesis se presenta una tendencia a una distribucion
uniforme de las microparticulas sintetizadas in situ, durante la polimerizacion. Esta
tendencia de distribucion uniforme de las microparticulas sintetizadas in situ, no
fue observada durante las sintesis de PAAmM/%AgNO; (ver seccion 6.2);

PAAM/2%nHAP/%AgNO; (ver seccion 7.1). Estos resultados sugieren que la
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presencia del CS en la matriz pudiera estar interviniendo de forma favorable en la
nucleacion y crecimiento de las particulas.

Es bien conocido que la presencia de grupos aminos puede actuar como
grupos de anclaje de iones metales debido a su afinidad, en este caso con los
iones de Ag’, permitiendo una mejora en la distribucion homogénea en toda la
matriz, independientemente de la forma de inducir la reaccion de polimerizacion.
Asi la presencia de CS puede inducir los requerimientos para formacion de
particulas como se describe en la seccion 3.4, para la formacion de las
nanoparticulas de plata, que también son las bases de la cristalizacion de fosfato
calcico en hidrogeles de PAAm reportado por Yokoi et al., 2010.

Figura 7.2.3. Imdgenes por MEB: a) y b) xerogel de PAAm/2%AgNO3/2%CS via 1Q; c¢) y d)
xerogel de PAAM/2%AgNO3/2%CS via FI-UV/vis.
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C.- ANALISIS POR DIFRACCION DE RAYOS-X EN MUESTRAS
POLICRISTALINAS (DRXP)

El andlisis estructural, mediante DRXP, ver figura 7.2.4, de los xerogeles de
PAAM/2%AgNO3/2%CS via FI-UV/vis muestra la presencia de una alta radiacion
de fondo debido a la parte amorfa de la matriz de PAAm y la presencia de acetato
de plata (C;H3AgO.), asociado a la presencia de acido acético en el medio usado
para la disolucion del CS, (esta fase fue identificada con la ayuda de la Inorganic
Crystal Structure Database No. (00-004-0096)) (Tabla 7.2.1).
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Figura 7.2.4. Difractograma de DRXP del xerogel de PAAM/2%AgNO3/2%CS (FI-UV)vis). (*)
Pico de Acetato de Plata (C,H3AgO>).

Tabla 7.2.1. Maximos de Difraccién identificados como C2HzAgOs.

Pos. [2Th.(°)] /o d [A] Int. Rel.
[%0]
8,9180 421,27 9,91681 100,00
26,5907 44,38 3,35232 10,54

213



Dada esta intervencion del acido acético en la formacion del Acetato de
plata, que pudiera competir con la formacion de las nanoparticulas de plata, es
recomendable para futuras sintesis de PAAm en presencia de CS vy dirigidas en la
formacion in situ de nanoparticulas de Ag, la dilucién del CS con agua, como lo
hace Akkaya and Ulusoy, 2008, en la sintesis de hidrogeles de PAAmM en
presencia de una suspension de CS, para ser utilizados en la absorcion de iones
pesados.

En resumen, las estructuras de los hidrogeles de PAAm sintetizados en
presencia de 2%CS y 2%AgNO; dependen del mecanismo de iniciacion de
radicales, como se evidencia en las imagenes microscopicas, (ver Figura 7.2.3).
Se forman in situ particulas de Acetato de Plata, durante la sintesis de la
PAAM/%CS. El CS pudiera estar actuando favorablemente en la nucleacion y
crecimiento para obtener una tendencia de particulas monodispersas. Ademas, es
posible enlace de hidrogeno entre el CS y la PAAm y la formacion de estructuras
interpenetradas de PAAM/CS, (ver Figura 6.3.3)

214



HIDROGELES DE
PAAM/2%NHAP/2%AgNO3/%CS
POR INICIACION QUIMICA



7.3 HIDROGELES DE PAAM/2%nHAP/2%AgNOs/%CS POR INICIACION
QUIMICA

En la continuidad del disefio y estudio de nuevos materiales biocompatibles
como sustitutos de huesos, en esta seccion se sintetiza la matriz de PAAm en
presencia de nHAP, AgNO3; y CS, conocidas las potenciales propiedades que
cada uno de estos aditivos pudiera aportarle a la matriz (Velasquez, 2006; a. K.
Bajpai and Bundela, 2009; Ando et al., 2010; Malmsten, 2011).

Entonces, con la intencion de estudiar los efectos de estos aditivos sobre
las propiedades de la matriz de PAAmM se sintetizaron con 2%nHAP y 2%AgNO3; y
diferentes concentraciones de CS (2-5)% (m/m) por el mecanismo de radicales
libres en solucion utilizando el PSA como iniciador quimico, obteniendo monolitos
gris - marrbn, como se muestra para el hidrogel de
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS en la siguiente Figura:

Figura 7.3.1. Imagen fotogrdfica del monolito recién sintetizados por 1Q del hidrogel de
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS.

En el estudio de las matrices se realizaron los siguientes caracterizaciones:

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

A.- ANALISIS POR FT-IR

De manera comparativa se muestran los espectros de infrarrojo (Figura C.5,
Anexo C), de los xerogeles de PAAm, PAAM/2%nHAP/2%AgNOs3;
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PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/5%CS y PAAmM/5%CS, donde se muestran el
solapamiento de los picos caracteristicos de la vibracion del enlace aportados por
los grupos funcionales de la AAm, NNMBAAm, nHAP, CS, entre los que se
mencionan: N-H (3432 cm™, 3200 cm™); C—H (2800 - 3000 cm™); C=0 (1670 cm™,
1609 cm™ ); C-N (1350 — 1450 cm™), PO,* (1090, 1050, 600, 565 cm™)y O — H
(630 cm™). Por el solapamiento de las bandas caracteristicas no podemos inducir

alguna interaccion entre la matriz y las particulas presentes.

B.- ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (ATG)

Se estudio la degradacién de los hidrogeles en el intervalo de temperatura
entre 30 - 700 °C mediante los respectivos termogramas, (ver Figura D.5, Anexo
D), obteniendo las mismas 3 etapas de degradacién para todas las matrices, lo
que corrobora la formacion de la matriz de PAAm y que su formacion es
independiente de los aditivos presentes durante el proceso de polimerizacion. A la
temperatura corporal humana se observa estable la estructura de la matriz.

En la Tabla 7.3.1, se muestra los porcentajes de pérdidas, temperaturas de
descomposicion (determinadas de la primera de derivadas de los termogramas),
los residuos a 700 °C y la diferencia de los residuos respecto al de la matriz de
PAAmM, observando que sus valores nominales son muy parecidos, lo que indica
gue la descomposicion en funcion de la temperatura de los hidrogeles es
gobernado por la matriz de PAAmM. Las diferencias de residuos a 700 °C son
cercanas a las concentraciones nominales de los aditivos utilizados al inicio de la

sintesis.
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Tabla 7.3.1. Porcentaje de pérdida de masa en funcién de la temperatura en el
intervalo de temperatura de 30 - 700 °C. Méaximos de temperatura de
descomposicion de las matrices. Residuos de las matrices a 700 °C.

Porcentaje de Temperaturas  Residuos  |AR]
: Pérdida (%W) de a700°C 700 °C
Matrices Descomposicion
18 %= 3 (°C) )
agua Imidi- (Desc
zacion  ompo-
sicion
de las
caden
as
polimé
ricas)

PAAM (IQ) 8 22 33 71,294,397 20 0
PAAM/5%CS 12 20 41 74,284,388 21
PAAM/2%nHAP/2%AgNO; 11 19 37 69,293,394 27 7
PAAM/2%nHAP/2%AgNO4/5%CS 10 21 32 66,289,390 30 10

C.- ANALISIS POR MEB Y MET

La morfologia de los diferentes xerogeles de PAAmM modificados con
2%NnHAP, 2%AgNO3; y %CS, se observan en las imagenes obtenidas por MEB en
la Figura 7.3.2. Observandose matrices heterogéneas, con estructuras muy
entrecruzadas atribuido a la posible formacion de estructuras interpenetradas de
PAAM/CS, por un posible enlace de hidrogeno entre el CS y la PAAmM formandose
(ver Figura 6.3.3). También se observa dispersion de particulas con diferentes
morfologias (platos, esferas, aglomerados, etc.), pero al mismo tiempo hay
regiones de aglomeracion de las particulas, atribuidas a la presencia del CS en las

estructuras poliméricas.
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Figura 7.3.2. Imagen por MEB de: a) PAAmM/2%nHAP/2%AgNO3/2%CS; b) y )
magnificacion de las areas encerradas en circulos en las respectivas imagenes de
PAAM/2%NnHAP/2%AgNO3/2%CS; d) PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/3%CS; €) y f)
magnificacion de las areas encerradas en circulos en las respectivas imagenes de
PAAM/2%NnHAP/2%AgNO3/3%CS; g) PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS; h) y i) diferentes
magnificaciones de PAAM/2%NnHAP/2%AgNO3/4%CS; )
PAAM/2%NHAP/2%AgNO3/5%CS; k) 'y 1) diferentes  magnificaciones  de
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/5%CS.
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D.- ANALISIS POR DIFRACCION DE RAYOS-X EN MUESTRAS
POLICRISTALINAS (DRXP)

El analisis estructural, mediante DRXP de los xerogeles de
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/5%CS no muestran maximos de difraccion
correspondientes a las particulas cristalinas presentes (ver Figura 7.3.3), quizas
por la baja concentracion de los modificadores utilizados en la sintesis de los
hidrogeles o porque los correspondientes méaximos de los planos de difraccion
pudieran estar solapados con la alta radiacion de fondo correspondiente a la parte
amorfa de la matriz de PAAm.
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Figura 7.3.3. Difractograma de DRXP del xerogel de PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/5%CS.

ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION EN EL RANGO UV-
VISIBLE

En los espectros de absorcion de energia en funcion de la longitud de onda,
en el rango UV-visible correspondiente a los hidrogeles de
PAAM/2%NnHAP/2%AgNO3/%CS con (4 y 5) %CS, (ver Figura 7.3.4), se observa

la banda de absorcion Plasmédnica superficial localizada (RPSL) caracteristica de
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la formacion de nanoparticulas de Ag (nAg), con morfologia esférica en 395 nm y
420 nm, respectivamente.

También, se observa un hombro en 290 nm en el hidrogel con 4%CS y
unas bandas en 290 nm y 315 nm en el hidrogel con 5%CS, que se pueden
atribuir a la RPSL de nanoplatos o nanoprismas (Jin et al., 2001; Tian et al., 2007;
Perez, 2010). Las diferentes bandas de RPSL observadas en funcion de las
concentraciones de %CS presentes en los hidrogeles, es indicativo de que la
presencia del CS en el medio de reaccion participe activamente en la nucleacion y
crecimiento de las particulas que se forman in situ, durante las respectivas
sintesis.

Las morfologias tipo nanoplatos o nanoprismas son observadas a nivel
macroscopico en las imagenes de MEB, (ver Figura 7.3.2), lo que hace viable la
existencia de estas particulas a escala nano, lo que corroboraria las bandas RPSL
observadas. El ancho de las bandas observadas se puede atribuir a la distribucion
de tamafios de las nanoparticulas (Mulvaney, 1996; Jin et al. 2001).
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Figura 7.3.4. Espectros de Absorcién en el rango UV-visible de los hidrogeles de: a)
PAAM/2%NHAP/2%AgNO3/4%CS; b) PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/5%CS.
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CAPACIDAD DE ABSORCION EN AGUA

Para observar el efecto de las particulas inorganicas en las propiedades
hidrofilicas de la matriz de PAAmM se realizo el hinchamiento de los hidrogeles en
agua a 37 °C. El porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles se calcula mediante
la ecuacion 4.4.1, obteniendo las isotermas de hinchamiento al graficar %S en
funcidén del tiempo, se presenta de manera comparativa las isotermas obtenidas
para los hidrogeles de PAAm pura, y modificada con 1, 2 y 3 aditivos en la Figura
7.3.5. En la misma, se observa que la cinética de hinchamiento y el %S¢, es
variante segun el aditivo, presentando el maximo hinchamiento el hidrogel de
PAAmM y menores hinchamientos los hidrogeles con %CS, (ver Tabla 7.3.2).

Ademas, la cinética de hinchamiento en los primeros minutos es muy
distinta entre ellos, ver inserto Figura 7.3.5. Este comportamiento esta en
concordancia con la microestructura observada por MEB, donde se pudo apreciar
una disminucion de la macroporosidad de los xerogeles en funcion de la
incorporacion de los aditivos (CS, AgNO3), debido posiblemente a la estabilizacion
0 generacion de radicales libres, y a la posible interaccion por puente de hidrogeno
entre el quitosano y la AAm, (ver Figuras 5.1.8, 7.2.3 (a y b) y 7.3.2) lo cual
induciria a un mayor grado de entrecruzamiento de las respectivas estructuras

poliméricas.
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Figura 7.3.5. Isotermas de absorcién en agua a 37°C de hidrogeles de: PAAmM(M);
PAAM/5%CS (% ); PAAM/2%nHAP/2%AgNOs( °); PAAM/2%nHAP/2%AgNOs/4%CS(+).
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Tabla 7.3.2. Tiempo en llegar al equilibrio, teq, porcentaje de Hinchamiento en el
equilibrio de los Hidrogeles estudiados a 37 °C. Error relativo porcentual del %Seq.

Hidrogel t eq (MiN) %Seq Er%
1Q 1Q

PAAM 600 742% 0,17

PAAM/5%CS 400 300% 0,39

PAAM/2%nHAP/2%AgNO3 750 583% 0,15

PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS 800 494% 0,13

CINETICA DE HINCHAMIENTO

Utilizando la ecuacion empirica de ley de potencias dada por ecuacién 3.6.3
y la ecuacién de segundo orden 3.6.6 — 3.6.9, se determinan los parametros
cinéticos n, k, kg y kg a partir de la pendiente e intercepcién de las lineas de
ajustes respectivamente, los correspondientes valores obtenidos se muestran en
la Tabla 7.3.3, interpretados de la siguiente manera:

La velocidad de hinchamiento inicial, k,, y la constante de velocidad de
hinchamiento, ks, comparada entre los hidrogeles es PAAm > PAAM/5%CS >
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS > PAAM/2%nHAP/2%AgNO3, disminuyendo
con la concentracion de CS y la macroporosidad observada para los
correspondientes xerogeles.

El porcentaje de hinchamiento maximo, Sms, determinado del ajuste

concuerda con el %S¢, encontrado experimentalmente.
El tiempo para alcanzar el equilibrio, teq, medido de manera visual de las isotermas
de absorcion para los hidrogeles estudiados, ver inserto de la Figura 7.3.5,
concuerda con la velocidad de hinchamiento, (kg), obtenidas, es decir, para una
mayor velocidad de hinchamiento del hidrogel de PAAM/5%CS menor es su
tiempo de llegar al equilibrio.

En el coeficiente de difusion, n, se observa que los hidrogeles sintetizados
tienen tendencia de mecanismos de absorciéon anémalo (n > 0,5), indicando que
las velocidades de difusion y de relajacion de la red polimérica son comparables,

caracteristico de hinchamientos realizados (37 °C) debajo de la temperatura de
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transicion vitrea del hidrogel de PAAmM entrecruzado (ver Tabla F.8), el mecanismo
de absorcidon concuerdan con los reportados para la PAAm por Karadag et al.,
2002; Saraydin, Karadag, et al., 2004; Kundakci et al., 2009.

Se observa que la presencia de 5%CS en la sintesis de la matriz de
PAAmM,conduce una matriz compuesta que a 37 °C presenta un mecanismo de
absorcion Menos Fickiano con n < 0,5, descrito para sistemas poliméricos vitreos
durante el hinchamiento, donde se desarrolla un frente agudo que separa el
polimero seco del polimero hinchado y es asumido a moverse linealmente con el
tiempo, (ver seccién 2.11). Este comportamiento menos Fickiano para el
hinchamiento de hidrogeles con %CS, pudiera estar compensado por la
simultanea presencia de las nHAP y el AgNOgj, al no ser observado par los

hidrogeles de PAAm sintetizados en presencia de estos, (ver Tabla 7.3.3).

Tabla 7.3.3. Pardmetros cinéticos determinados en hidrogeles con diferentes
aditivos, realizando ajuste a la data experimental utilizando la ecuacién de
difusion de Fick (ecuacién 3.6.3) y de segundo orden (ecuaciones 3.6.6-3.6.9), todos
a 37 °C.

Agua Destilada

Hidrogeles Ko ksx10™ %Smax N k
(g(gel))/(g(agua)min) (g(gel))/(g(agua)min)
PAAmM 25,25 4,60 741 0,59 0,0376
PAAM/5%CS 15,80 17,8 298 0,34 0,1592
PAAM/2%nHAP/2%AgNO; 1,80 0,20 599 0,54 0,0294
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/4%CS 3,94 1,58 500 0,59 0,0218

En resumen, la presencia del CS, AgNO3 y nHAP en la sintesis de matrices
de PAAmM induce a hidrogeles superabsorbentes, con estructuras heterogéneas
altamente entrecruzadas, con macro Yy nanoparticulas (formadas in situ)

embebidas en las matrices.
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La formacion de las nano y macroparticulas, es decir, sus procesos de
nucleacion y crecimiento se interpreta, segun los estudios realizados, que fue
altamente influenciado por la presencia y concentracion del CS, informacién
valiosa que fortalece la estrategia one pot utilizada en estos estudios. Esta técnica
one pot, para estas concentraciones y aditivos utilizados, no ha sido reportada
anteriormente en la literatura (que sea de nuestro conocimiento).

Las bandas de absorcion Plasmonica medidas corresponden a
nanoparticulas de plata con morfologias esféricas, prismas o platos. Estas
nanoparticulas pudieran estar contribuyendo con el color marron- grisaceo
presentado por las matrices. Los parametros de cinética de hinchamiento estan en
correspondencia con las macroestructuras observadas para cada uno de las
matrices, es decir, los modelos cinéticos para la absorcion utilizados pueden
describir muy acertadamente el hinchamiento y la respuesta estructural del
proceso de difusién del agua en nuestros hidrogeles.

Estas matrices de PAAM/NAg/NnHAP/CS pudieran tener potenciales
aplicaciones como biomateriales osteoinductivos, biocompatibles, bactericidas,
etc, por la presencia de las nAg identificadas, y la presencia del CS y la nHAP que
sabemos estan presente durante la sintesis, aun no pudiendo ser corroborada la

presencia de la nHAP por las técnicas de caracterizaciones utilizadas.
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CAPITULO VIII: BIOCOMPATIBILIDAD

Como nuestro estudio esta enfocado en hidrogeles con posibles
propiedades osteoinductivas y/6 bactericidas, se evalué la Biocompatibilidad de
los hidrogeles utilizando células osteoprogenitoras (obtenidas de ratas neonatas,
Spraguedowley). Para ello se realiz6 la citotoxicidad y adhesion de células
osteoprogenitoras, sobre matrices sintetizadas por el mecanismo de iniciacion
quimica de radicales libres de PAAm, PAAmM/20%nHAP, PAAM/5%CS,
PAAM/0,95%AgNOs3, PAAM/2%nHAP/2%AgNO3 y
PAAM/2%nHAP/2%AgNO3/3%CS, (Contreras et al., 2012).

En la evaluacion de la citotoxicidad, se encontrd6 que las matrices con
contenidos de AgNOg, que tienen en sus estructuras nAg, son citotéxicas. Ello
posiblemente se deba a que las nanoparticulas de plata se solubilizaron
rapidamente en el medio de cultivo al ser este incubado a 37 °C por 48 h con el
hidrogel, resultando en una concentracion altamente citotoxica para los cultivos de
células osteoprogenitoras. En consecuencia pareciera que la naturaleza
bactericida de las nAg no favorece la biocompatibilidad.

Una vez determinadas cuales matrices eran citotoxicas y cuales no, se
seleccionaron solo aquellas que no mostraron citotoxicidad para la determinacion
de su biocompatibilidad.

La evaluacién de la adhesion celular se muestra en la Figura 8.1, donde
solo se graficaron el porcentaje de células adheridas a las 16 h de cultivo,
expuestas a los hidrogeles. Observando que los hidrogeles de PAAm y PAAmM
combinada con quitosano (CS) se comportaron de forma idéntica al control,
mientras que los hidrogeles de PAAM/20%nHAP, presentan una menor adhesion
respecto al control (95%).
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Figura 8.1. Ensayo de citotoxicidad con los medios condicionados con diferentes hidrogeles
con cultivos de células osteoprogenitoras. Control: medio DMEM complementado;, PAAm
P: Poliacrilamida pura; PAAm 20% HA: PAAm/20% nHAP; y PAAm 5% Cs: PAAm/5%CS.
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Figura 8.2. Adhesion celular a las 48 h de cultivo. Se determinaron las células adheridas
sobre, Control: placa de cultivo; PAAm P: Poliacrilamida pura; PAAm 20% HA: PAAmM/20%
nHAP; y PAAm 5% Cs: PAAm/5%CS.

228



Luego, empleando el kit comercial CellTiter 96®, el cual permite evaluar las
células metabolicamente activas, indicativo de una buena viabilidad, se evalio la
biocompatibilidad. Mostrando los resultados obtenidos en la Figura 8.2, se observa
qgue las matrices evaluadas en esta condicion, presentaron una adhesion celular
similar, al compararse entre si; y en comparacion con el control presentaron
porcentajes de adhesion entre 53 y 55 % respecto al control, indicativo de una
buena adhesion celular.

Estos resultados sugieren, tal como se esperaba, que los hidrogeles de
PAAmM tanto puros como combinados con nHAP o CS son biocompatibles ya que

las células mostraron una buena tasa de adhesion.
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CAPITULO IX: DISCUSION FINAL Y CONCLUSIONES

A partir de soluciones concentradas al 58,1% de Acrilamida (AAm) se
forman matrices de Poliacrilamida (PAAmM) por tres mecanismos de iniciacion de
radicales libres: Iniciacion Quimica (1Q), Fotoiniciacion (FI-UV/vis) y irradiacion y.

Se obtienen estructuras nano y macroporosas dependientes del mecanismo
de iniciacion de radicales libres utilizado, atribuido a que cada mecanismo aporta
una energia determinada que genera una cantidad de radicales libres que inician
el proceso de polimerizacion de la AAm y N,N"metilenbiscarilamida (NNMBAAmMm),
induciendo en el medio de reaccién caminos preferenciales de recombinacién
entre ellas (mecanismos propuestos).

Las diferentes macroestructuras obtenidas para estas matrices de PAAmM
determinan las propiedades superabsorbentes encontradas para cada matriz,
cuyas capacidades de absorcion varian segun el mecanismo de iniciacion de
radicales libres en el siguiente orden: via iniciacién quimica > via irradiacion y >
via fotoiniciacion (FI-UV/vis).

El disefio de nuevas matrices poliméricas hibridas con posibles aplicaciones
como sustitutos 6seos en sitios del esqueleto humano donde no se aplique carga
sobre este, se considera viable por obtener hidrogeles de PAAmM/nHAP
biocompatibles, y bioactivos in vitro, con propiedades superabsorbentes, estables
a la temperatura corporal humana y con macroporos que estan en el rango
recomendado en la literatura para ser usados como andamios en la regeneracion
O0sea, al sintetizarlos por el mecanismo de iniciacidbn quimica durante la
polimerizacion AAm en presencia de diferentes concentraciones (2, 5, 10, 15,
20)% (m/m) de nano Hidroxiapatita (nHAP).

La estructura molecular de las matrices hibridas PAAM/NHAP no se ve
afectada por la presencia de las nHAP, indicativo de que las particulas quedan
embebidas en las respectivas matrices. Esto permite inducir que la presencia de
las nHAP durante la sintesis de soluciones de AAm y NNMBAAmM, no altera el
mecanismo preferencial de recombinacion de los radicales libres (propuesto) sin el
aditivo. Esto es atribuido a que las nHAP pueden estar cumpliendo el rol de “perlas

de ebullicion” en proceso de destilacion, evitando la formacidn de grandes
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burbujas, y en consecuencia las estructuras macroporosas de los hidrogeles de
PAAmM/NHAP se ven reducidas, al compararlas con la macroestructuras
presentadas por la matriz de PAAm. Esta disminucion en la macroporosidad de las
matrices, se corresponde con la disminucion de su capacidad absorcion de agua.

El hinchamiento de Fluido de Cuerpo Simulado (SBF) presentado por las
matrices de PAAm y PAAM/nHAP, se ve afectado por el posible apantallamiento
de los grupos funcionales de la estructura por los iones de las sales presentes en
el SBF, lo que impediria la formaciéon de puentes de hidrégeno con el agua,
reduciendo su capacidad de absorcién

Las sintesis de nuevas matrices poliméricas hibridas de PAAmM en
presencia de Nitrato de Plata (AgNO3) utilizando concentraciones de AAm (58,1 %
m/m) y diferentes concentraciones de AgNOs, ((2,5; 5; 10 y 15) ppmAgNO; vy
(0,31; 0,64; 0,95 y 2) %(m/m) AgNOs) como portador de iones de Ag",
denominada técnica one pot, resultd satisfactoria. Esta técnica fue utilizada para
inducir la formacién simultanea de nanoparticulas de plata durante la formacion de
las respectivas estructuras poliméricas PAAM/AgNOs (sin agentes reductores de la
plata), realizadas para los tres mecanismos de iniciacion de radicales utilizados.

Las particulas de Plata sintetizadas in situ durante la polimerizaciéon de la
PAAmM/AgNOg, presentaron alta polidispersidad en tamario, las cuales condujeron
a matrices citotéxicas. Estas matrices podrian tener otras aplicaciones diferentes a
biomateriales.

La distribucion en tamafios de poros de las macroestructuras presentadas
por las matrices hibridas de PAAM/AgNO; dependen de las concentraciones
iniciales de AgNOQOg3, este efecto es atribuido a su posible actuacién como iniciador,
dado que afade radicales libres para el inicio de las reacciones de polimerizacion
gue conduce a estructuras mas entrecruzadas, por haber mas sitios de inicio de
polimerizacion, y a menores tiempos de polimerizacion con respecto a la matrices
de PAAmM.

La sintesis de matrices de PAAm en presencia de CS (5 % m/m) por el
mecanismo de iniciacion de radicales libres por iniciacion quimica utilizando el CS

como refuerzo de sus propiedades biocompatibles, fue satisfactoria, al obtener
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hidrogeles compuestos de PAAmM/CS con propiedades biocompatibles vy
superabsorbentes que dependen de las estructuras homogéneamente
entrecruzadas.

La técnica one pot utilizada en la formacion de estructuras poliméricas
hibridas o compuestas, partiendo de la sintesis de soluciones concentradas de
AAm (58,1 % (m/m)) en presencia de combinaciones de nHAP/AgNO3; CS/AgNO3;
NHAP/AgNO3/CS por el método de iniciacion quimica de radicales libres y
fotoiniciacion (solo para la combinacion CS/AgNOQOs3), es viable, porque se obtienen
matrices heterogéneas con macroestructuras densas que presentan menor
capacidad superabsorbentes, al compararlas a las matrices de PAAm. También se
observa en ellas particulas embebidas con diferentes fases y tamafios, las cuales
se sintetizan in situ durante la polimerizacion.

La combinacion de aditivos presentes durante la polimerizacion de las
matrices compuestas, tampoco alteran los mecanismos preferenciales de la
polimerizacion de la AAm y la NNMBAAm durante las sintesis. Los efectos de los
aditivos individuales también se observan en las nuevas matrices y en los tiempos
de polimerizacién. Todas las matrices puras y compuestas, presentan propiedades
superabsorbentes de agua y SBF a 37 °C, dependientes de la concentracién
presentes de los respectivos aditivos, en correspondencia a las macroestructuras
observadas.

La descripcion cinética de los procesos de hinchamiento en agua y SBF de
todas las matrices estudiadas es adecuadamente mostrado por los parametros
cinéticos: velocidad de hinchamiento inicial (ky); constante de velocidad de
hinchamiento (ks); constante de difusion (k), coeficiente de difusién (n, Ley de
Potencias) y los coeficientes de difusion (K, ecuacién de difusion de Fick)
determinados del los ajustes de los respectivos modelos cinéticos de absorcién
con las datas experimentales. También, se pudo estimar el tiempo que tardan en
llegar a los respectivos equilibrios de absorciones, teq.

Se puede mencionar que la velocidad de hinchamiento inicial, k,, es
dependiente del mecanismo de iniciacion, siendo menor para hidrogeles de PAAmM

via irradiacién y, aumentando para hidrogeles sintetizados via UV/vis y 1Q,
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respectivamente, (ver Figura 5.15 (a)), lo que se puede atribuir a la distribucion de
porosidad observada en cada una de las matrices.

En general, se encontro correlacion entre las respectivas macroestructuras
con los parametros cinéticos determinados y los tiempos de llegar a los equilibrios
de absorciones, teg, dandole fortaleza a los ajustes realizados. Es importante
sefalar que estos aportes son inéditos para estas matrices puras y compuestas,
sintetizadas simultaneamente por los 3 mecanismos de iniciacion de radicales
libres con las mismas concentraciones.

La degradacion de todas las matrices de PAAm puras y compuestas,
presentan las mismas etapas de: deshidratacion, pérdida de grupos laterales y
degradacion de las cadenas poliméricas, indicativo de estructuras moleculares
similares. Esto se corresponde con la no intervencion de los aditivos en las
recombinaciones de los mondmeros durante las diferentes sintesis, ademas, con
las similitudes encontradas en las vibraciones moleculares de sus respectivos
grupos funcionales (informacién que las describe a nivel molecular).

El modelo propuesto para los mecanismos preferenciales de recombinacion
de la AAm y NNMBAAmM en soluciones concentradas al 58,1 % (m/m),
dependientes del mecanismo de iniciacion de radicales libres, es fuertemente
confirmado al obtener las mismas estructuras segun el mecanismo de iniciacion
utilizado, para matrices puras y hibridas o compuestas.

Los estudios realizados a las matrices de PAAmM puras y compuestas por
los tres mecanismos de iniciacién de radicales libres utilizados, mostraron que las
matrices de PAAm, PAAM/nHAP, PAAM/CS sintetizadas por el mecanismo de
iniciacidbn quimica, cumplen condiciones apropiadas para ser propuestas como

posibles andamios para la regeneracion 0sea.

CONCLUSIONES FINALES

Se obtienen matrices de PAAmM puras y compuestas por tres mecanismos

de iniciacion de radicales libres: Iniciaciébn Quimica, Fotoiniciacion y irradiacion vy,
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con propiedades superabsorbentes que son corroboradas por las
macroestructuras presentadas.

El efecto de la nano hidroxiapatita (nHAP), Nitrato de Plata (AgNO3) y/o
Quitosano (CS) durante la sintesis de las matrices de PAAm, se evidencia de la
siguiente manera:

La adicion de nHAP, disminuye la macroporosidad de las estructuras y la
capacidad de absorcion de estos hidrogeles hibridos.

La adicion del AgNO3s, como precursor de iones de plata (Ag*) disminuye los
tiempos de polimerizacion en las sintesis por Iniciacion Quimica y Fotoiniciacion
de las respectivas matrices hibridas. Esta disminucion del tiempo de reaccion,
puede ser inducido por la estabilizacibn o generacién de radicales libres
(adicionales a los formados simultdneamente por las moléculas monoméricas) en
el medio de reaccién, que conducen a una mayor rapidez de las reacciones de
polimerizacion de la AAm y NNMBAAm.

La adicién del CS, genera una estructura de mezcla de homopolimeros de
PAAmM — CS, con estructuras mas densas que la PAAm atribuido a puentes de
hidrogeno entre sus grupos funcionales. En consecuencia, disminuye la
macroporosidad y la capacidad de absorcion de las estructuras de estos
hidrogeles.

La adicion simultdnea de nHAP y el AgNOs;, establecen un intercambio
i6nico entre ellos, formandose particulas de AgsPO,. Adicionalmente, se forman
nano y micro particulas de Ag. Se generan estructuras con menor tamafio de
poros y capacidad de absorcion.

La adicion simultanea de CS y AgNOs3, producen estructuras mas densas
que la PAAM y PAAM/%AgNO3 por la contribucion que cada aditivo ofrece por
separado, ademas, se forman in situ particulas de Acetato de Plata, identificadas
solo para el mecanismo de fotoiniciacion.

La adicion simultanea de nHAP, AgNOs y el CS, producen hidrogeles
compuestos con estructuras mas densas que la de PAAM/nHAP y PAAM/AgNO3;

dada la contribucion simultanea que por separado ofrece cada aditivo, y
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adicionalmente ocurre la nucleacién - crecimiento de nano y microparticulas
sintetizadas in situ, que quedan embebidas en las respectivas matrices.

Los parametros cinéticos como la velocidad de hinchamiento inicial (kg);
constante de velocidad de hinchamiento (kg); constante de difusion (k),
determinados por los correspondientes ajustes a la data experimental de
absorcion de agua, estan en correspondencia con las macroestructuras. Y los
determinados para la absorcion de SBF, estdn en concordancia con el posible
apantallamiento de los grupos funcionales por los iones presentes en el SBF,
impidiendo la formacion de los puentes de hidrégeno con el agua, representados
en menor absorcion de las correspondientes matrices.

El tiempo para alcanzar el equilibrio, teg, Obtenido de las isotermas de
absorcién para los hidrogeles estudiados, concuerda con los parametros cinéticos
obtenidos, los cuales estdn en correspondencias con las respectivas
macroestructuras observadas.

El coeficiente de difusion del agua, n, determinado utilizando la Ley de
Potencias (modelo empirico) en el ajuste de la data experimental, mostr6é que en la
mayoria de las matrices presentan mecanismos de absorcién anémalo (n > 0,5),
indicando que las velocidades de difusion y de relajacion de la red polimérica son
comparables.

El coeficiente de difusion del agua, K, determinado por el ajuste de la
ecuacion de difusion de Fick (resuelta por elementos finitos) a la data experimental
de hinchamiento de algunas matrices, se encontrd correlacionado con la densidad
de los discos considerados sélidos. Estos valores son considerados como aporte
inédito de esta investigacion.

De los hidrogeles estudiados se determiné que las matrices de PAAm,
PAAM/NHAP, PAAM/CS son biocompatibles y las que contienen AgNO3; son
citotoxicas.

El presente trabajo constituye un aporte novedoso en el estudio de
materiales con propiedades biocompatibles y bioactivas, al realizar
comparativamente el efecto de las energias de iniciacién de radicales libres por los

mecanismos de Iniciacion Quimica, Fotopolimerizacion y irradiacion y, sobre la
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formacion de las estructuras de los hidrogeles de PAAmM y sus respectivas
propiedades, lo cual hasta ahora no ha sido reportado. También, se sintetizaron
hidrogeles de PAAmM en presencia de nHAP, AgNO3 y CS por la técnica one pot,
para adicionar nuevas propiedades a las matrices y se determinaron los efectos de
estos aditivos sobre las estructuras, biocompatibilidad y capacidad de absorcién
de las matrices compuestas, ademas se identificaron particulas que se sintetizaron
in situ durante el proceso de la polimerizacién de la PAAm. Los modelos cinéticos
aplicados sobre las datas experimentales permitieron determinar los posibles

mecanismos de absorcion presentes en las estructuras.
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ANEXOS

ANEXO A
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Figura A.1. Imagen fotografica del soporte para irradiar 15 muestras simultdneamente,
disefiado con bajos especificaciones del la mini fuente de irradiacion utilizada.

ANEXO B. CALCULO DE LA ENERGIA APROXIMADA DE SINTESIS VIA
FOTOINICIACION
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Figura B.1. Montaje experimental para irradiar las soluciones durante la fotoiniciacion.

La lampara utilizada indica una intensidad de la irradiacién luminica, aportada por
el fabricante de 21,7 pW/cm? para una distancia de 5,08 cm y de 8,9 pwW/cm? a
25,4 cm, nuestra solucién fue ubicada entre esta distancia y tiene un &area
aproximada de 7,16 cm?, con tiempo de irradiacién de 1440 min (86400 s) para su
gelificacion. Recordando que E = P.t, podemos aproximar que la energia que
polimeriza a nuestra solucion de AAm y NNMBAAm esta en el rango de 5,51 J —
13,42 J.

ANEXO C. ESPECTROS DE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (FT-IR)
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PAAM/2%nHAP; (c) PAAM/5%nHAP; (d) PAAmM/10%nHAP; (e) PAAmM/15%nHAP; (f)
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ANEXO D. TERMOGRAMAS
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Figura D.1. Porcentaje de pérdida de peso en funcion de la temperatura, de las matrices
de: (a) PAAm; (b) PAAM/2%nHAP; (c) PAAmM/5%nHAP; (d) PAAmM/15%nHAP; (e)
PAAmM/20%nHAP. Inserto derivada del porcentaje en peso en funcion de la temperatura del
hidrogel de PAAm pura.
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Figura D.2. Porcentaje de pérdida de peso en funcion de la temperatura de las matrices de:
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Figura D.4. Porcentaje de pérdida de peso en funcion de la temperatura de: (a) PAAm; (b)
PAAM/2,0%nHAP; (c) PAAM/2,0%nHAP/1,0%AgNOs; (d) PAAm/2,0%nHAP/1,5%AgNO3; (e)
PAAM/2,0%HAP/2,0%AgNOs. Sintetizados por iniciacion Quimica.
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ANEXO E. AJUSTES DE MODELOS CINETICOS
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Figura E.1. Ln (%S/%Seq) Vs. Ln(t) hasta Si/S.=0.60 para los hidrogeles de PAAm (I);
PAAM/2%HAP('®); PAAM/5%HAP ( &); PAAM/20%HAP (‘),' hinchadas en: (a) agua
destilada; (b) SBF. Todos a 37 °C.
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Figura E.2. t/%S vs. t para los hidrogeles de PAAm (W), PAAM/2%HAP (®);
PAAM/5%HAP( &); PAAmM/10%HAP (W), PAAmM/15%HAP (®); PAAm/20%HAP (94);
hinchados en: (a) agua destilada; (b) SBF. Todos a 37 °C.
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ANEXO F. PARAMETROS CINETICOS
Tabla F.1. Tiempo en alcanzar el equilibrio teq, %Seq, error relativo porcentual del %Seq, velocidad inicial de
hinchamiento ko, velocidad de hinchamiento ks, porcentaje de hinchamiento méximo Smaéx, coeficiente de difusién n,
constante de difusion k. Los parametros cinéticos fueron obtenidos del ajuste de la Ley de Potencias (ecuacién 2.11.3) y la
ecuacion de difusion de segundo orden (ecuacion 2.11.6) a los datos de los promedios de los hidrogeles de PAAm,
sintetizados por las diferentes via de iniciaciéon de radicales libres.

Hidrogel teq (MiN) %Seq %E; Ko ksx107 %Smax n K
g(gel) g (geD)
g(agua)min g (agua) min

PAAM-IQ 600 742 0,17 22,25 4,60 741 0,59 0,038

PAAM-1Q-SBF 1100 638 0,18 -- -- -- -- --
PAAmM-y 1,1kGy 1500 380 0,09 3,76 2,54 385 0,52 0,034
PAAmM-y 5kGy 1500 406 0,01 3,562 2,20 400 0,46 0,043
PAAm-y 25kGy 1500 384 0,02 6,04 3,78 400 0,59 0,033
PAAm - FI-UV/vis 500 315 0,22 13,1 13,10 317 0,49 0,058




Tabla F.2. Informacién de los diferentes discos utilizados en el ajuste de la Ley de Difusién de segundo orden de Fick
(ecuacion 2.11.2) para los hidrogeles de PA Am sintetizados por diferentes mecanismos de iniciacion de radicales libres.

Densidad Coeficiente  Coeficiente de
(g/mm3) Difusion,k Correlacion
Radio  Espesor Masa (sifueraun %Seq . (mm?/min) R?
Muestra (# disco) (mm) (mm) (9) disco s6lido) %6Seq/Mo
722 7822 0,09 0,9941
PAAM - 1Q (1) 45833  3,1118  0,0923 4,50E-4
3,05E-4 840 11848 0,11 0,9809
PAAM - 1Q(2) 41716  4,2610  0,0709
6,56E-4 791 7462 0,041 0,9648
PAAM - 1Q (3) 4,2820 2,8074 0,1060
6,40E-4 691 6488 0,040 0,9461
PAAM —1Q (4) 4,3861 2,7560 0,1065
6,55e-4 819 7500 0,035 0,9351
PAAM - 1Q (5) 4,4856 2,6373 0,1092
10,05e-4 380 1470 0,011 0,9974
PAAmM -y 1kGY (1) 5,5519 2,6579 0,2585
9,30e-4 381 1397 0,012 0,9981
PAAM -y 1 kGy(2) 5,6060 2,9721 0,2727
12,13e-4 406 1735 0,012 0,9961
PAAM -y 5 kGy (1) 51447  2,3205  0,2340
11,07e-4 404 1583 0,008 0,9805
PAAmM -y 5 kGy (2) 4,9336 3,0165 0,2552
9,97e-4 409 1595 0,011 0,9862
PAAmM -y 5 kGy (3) 5,1341 3,1057 0,2564
5,40e-4 396 4217 0,030 0,9942
PAAM - y 5 kGy (4) 5,0128 2,2042 0,0939
11,48e-4 381 1569 0,015 0,9952
PAAm -y 25 kGy (1) 5,1039 2,5859 0,2429
8,40e-4 387 1866 0,015 0,9969
PAAM -y 25 kGy (2) 53809  2,7153  0,2074
] 6,87e-4 355 1842 0,030 0,9804
PAAmM — FI —UV/vis (1) 4,8047 3,8722 0,1927
) 7,42e-4 248 1276 0,025 0,9875
PAAmM — FI —UV/vis (2) 5,0243 3,3039 0,1943
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Tabla F.3. Parametros cinéticos de los hidrogeles hibridos de PAAm/nHAP, determinados realizando el ajuste de la Ley
de Potencias (ecuacién 2.11.3) y la ecuacién de difusién de segundo orden (ecuacién 2.11.6) a la data experimental, todos a
37°C.

Agua Destilada SBF
Hidrogel
g(gel) g(gel) g(gel) g(gel)
g(agua)ymir \ g(agua)mir glagua)mir. \ g(agua)min
PAAM-IQ 22,25 4,60 741 0,59 0,038 7,95 1,82 662 0,60 0,0287
PAAmM 17,50 7,02 500 -- -- 14,15 4,69 549 0,73 0,0303
[2%nHAP
PAAmM 23,80 4,66 714 0,40 0,124 21,77 6,74 568 0,70 0,0288
/5%nHAP
PAAM 143,00 14,30 1000 -- -- 196 5,02 625 -- --
/10%nHA
P
PAAM 56,00 5,60 1000 -- -- 43 10,20 588 -- --
15%HAP
PAAM 154,00 5,50 526 -- -- 43 4,30 1000 0,59 0,0504
[20%HAP
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Tabla F.4. Informacién de los diferentes discos de PAAm y PAAm modificada con nHAP, utilizados en el ajuste de la
ecuacion de difusion de Fick (ecuacion 3.6.2) y los correspondientes coeficientes de difusién y coeficientes de correlacion
obtenidos. Absorciéon de Agua a 37 °C.

Radio Coeficiente  Coeficiente de
(mm) Espesor (mm) Masa Densidad Difusién Correlacién
Muestra (cm) (9) (g/mm*)x10™* (mm?%min) R®
PAAmM disco 1 4,5833 3,1118 0,0923 4,50 0,090 0,9941
PAAmM disco 2 4,1716 4,2610 0,0709 3,05 0,110 0,9809
PAAmM disco 3 4,2820 2,8074 0,1060 6,56 0,040 0,9648
PAAm disco 4 4,3861 2,7560 0,1065 6,40 0,040 0,9461
PAAm disco 5 4,4856 2,6373 0,1092 6,55 0,035 0,9351
PAAM/2%HAP disco 1 5,2750 3,3591 0,1581 5,39 0,035 0,9845
PAAM/5%HAP disco 1 5,1974 5,7450 0,1603 3,29 0,190 0,9936
PAAM/5%HAP disco 2 4,3378 6,2629 0,2356 6,37 0,060 0,9893
PAAM/10%HAP disco 1 5,4519 4,0035 0,1222 3,27 0,150 0,9539
PAAM/10%HAP disco 2 4,2890 3,6939 0,1103 4,08 0,130 0,9899
PAAM/15%HAP disco 1 4,6811 3,2983 0,1285 5,66 0,130 0,9930
PAAM/15%HAP disco 2 5,0640 4,2303 0,1279 5,54 0,090 0,9911
PAAM/20%HAP disco 1 5,0640 4,2303 0,1438 4,22 0,500 0,9813
PAAM/20%HAP disco 2 4,8552 4,2256 0,1166 3,73 0,160 0,9756
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Tabla F.5. Parametros cinéticos ky, kg, n, k, %Smax determinados realizando el ajuste a la data experimental de
hinchamiento de los hidrogeles hibridos con diferentes concentraciones de AgNO3 sintetizados por diferentes mecanismo
de iniciacién de radicales libres, utilizando las ecuaciones de Difusién segundo orden (ecuaciones 2.11.6-2.11.9) y la Ley de
Potencias (2.11.3).

Agua Destilada

Hidrogel Ko(reti) ( g (:Z ) Y0Smax n k
g (agua) min

PAAM 25,25 4,60e-5 741% 0.59 0,0376
PAAM/2,5ppmAgNO3 49,55 6,00e-5 909% 0,48 0,0809
PAAM/5,0ppmAgNO 13,53 1,95e-5 833% 0,48 0,0578
PAAmM/10,0ppmAgNO 17,10 2,67e-5 800% 0,53 0,0594

1Q PAAM/15,0ppmAgNO 12,21 1,21e-5 1004% 0,54 0,0385
PAAM/0,31%AgNO3 35,34 1,08e-4 571% 0,81 0,0193
PAAM/0,64%AgNO3; 32,56 1,10e-4 544% 0,82 0,0176
PAAM/0,95%AgNO; 9,25 4,35e-5 461% 0,68 0,0254
PAAM/2,00%AgNO3 11,07 5,08e-5 467% 0,79 0,0191
PAAM 13,09 1,26e-4 323% 0,49 0,0583
PAAM/0,31%AgNO3 2,64 7,42e-5 189% 0,51 0,0427
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PAAmM/0,64%AgNO3 8,58 4,94e-5 417% 0,50 0,0471

FI-UV/vis PAAmM/0,95%AgNO3 6,50 1,09e-4 244% 0,46 0,0589
PAAM/2,00%AgNO3 3,13 6,35e-5 222% 0,54 0,0330

irradiacion y PAAM 3,475 2,05e-5 412% 0,39 0,0566
PAAM/2,5ppmAgNO 4,89 2,89e-5 412% 0,46 0,0404

PAAM/5,0ppmAgNO 4,60 3,70e-5 352% 0,48 0.0509

5 kGy PAAmM/10,0ppmAgNO 6,23 4,68e-5 365% 0,50 0,0479
PAAmM/15,0ppmAgNO 8,55 6,42e-5 365% 0,45 0,0729

25 kGy PAAM 6,04 3,78e-5 400% 0,59 0,0330
PAAmM/0,31%AgNO3 517 4,65e-5 333% 0,58 0,0332
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Tabla F.6. Informacién de los diferentes discos de PAAm modificada con %AgNO3, utilizados en el ajuste de la ecuacion
de difusion de Fick (ecuacion 2.11.2), sintetizados por los diferentes métodos de sintesis.

Coeficiente  Coeficiente  %Sgq t(min)

Sintesis Radio Espesor Masa Densidad de Difusion de (%Seq)
Muestra(#disco) (mm)  (mm) (gr)  (gr/mm® (mm?%min) CorrelaciéonR?
PAAM/0,31%Ag(1) 4,1117 1,7977 0,0731 7,66e-4 0,020 0,9630 732 300
PAAM/0,31%Ag(2) 4,2284 2,0095 0,0774 6,87e-4 0,026 0,9748 719 300
PAAM/0,31%Ag(3) 3,8012 1,5054 0,0795 11,6e-4 0,018 0,9585 817 400
PAAM/0,64%Ag(1) 4,2226 2,5862 0,1028 7,10e-4 0,038 0,9729 640 300

IQ PAAM/0,64%Ag(2) 4,1773 2,3571 0,1119 8,66e-4 0,038 0,9963 646 300
PAAM/0,64%Ag(3) 4,1954 2,0002 0,1165 10,5e-4 0,032 0,9954 652 300
PAAM/0,95%Ag(1) 4,3911 1,6826 0,0879 8,63e-4 0.018 0.9549 512 300
PAAM/0,95%Ag(2) 4,4304 1,5959 0,0890 9,05e-4 0,020 0,9687 521 300
PAAM/2,00%Ag(1) 4,2854 1,9253 0,0921 8,30e-4 0,023 0,9543 537 300
PAAM/2,00%Ag(2) 4,3350 1,4310 0,1007 11,9e-4 0,023 0,9543 563 600
PAAM/0,31%Ag(1) 5,0399 12,6665 0,1913 8,99e-4 0,007 0,9977 182 1400
PAAM/0,31%Ag(2) 4,7343 3,2768 0,1937 8,40e-4 0,008 0,9894 179 1400
PAAM/0,31%Ag(3) 5,1185 1,9685 0,1941 12,0e-4 0,008 0,9254 194 1400
PAAM/0,64%Ag(2) 4,6945 2,2402 0,1441 9,30e-4 0,012 0,9952 410 1400

_ PAAmM/0,64%Ag(3) 4,7860 2,2196 0,1878 11,8e-4 0,008 0,9826 241 700

FI-UVNIS  baAAm/0.95%Ag(1) 4,5614 22106 0,1343 20.6e-4 0,012 0,9732 237 700
PAAM/0,95%Ag(2) 4,6574 2,3031 0,1395 20,5e-4 0,012 0,9946 220 900
PAAM/2,00%Ag(1) 4,7135 2,3119 0,1535 9,52e-4 0,008 0,9898 221 900
PAAM/2,00%Ag(2) 4,6041 25751 0,1614 9,42e-4 0,006 0,9945 408 1400
PAAM/0,31%Ag(1) 5,7684 2,2630 0,2436 10,3E-4 0,01 0,9965 2,55 342

irradiacion y PAAmM/0,31%Ag(2) 5,8008 2,8249 0,2254 7,55E-4 0,01 0,9965 2,83 371
PAAM/0,31%Ag(2) 5,7942 11,6811 0,2147 12,1E-4 0,01 0,9965 3,45 313
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Tabla F.7. Parametros cinéticos determinados en hidrogeles de PAAm/2%nHAP/%AgNO3 realizando ajuste a la data

experimental utilizando la ecuacion de difusion de Fick (ecuacion 3.6.3) y de segundo orden (ecuaciones 3.6.7-3.6.9), todos
a 37°C.

Agua Destilada SBF
B ko( 9 (gel) - ) kleO-S %Smax n k kO kSX:LO-S %Smax n k
Hidrogel e 9 (geD) 9 (geD) 9 (geD)
(g (agua) min) (g (agua) min) (g (agua) min)

PAAM-IQ 25,25 4,60 741 0,59 0,0308 7,95 1,82 662 0,60 0,0287
PAAM/2%nHAP 17,50 7,02 500 -- -- 14,15 4,69 549 0,73 0,0303

PAAM/2,0%AgNO3 11,07 5,08 467% 0,79 0,0191 -- -- -- -- --
PAAM/2%nHAP/0,5%AgNO; 4,38 1,58 526 0,58 0,0320 7,28 2,80 510 0,70 0,0157
PAAM/2%NnHAP/1,0%AgNO; 20,60 7,83 513 0,78 10,0320 5,77 2,93 444 0,63 0,0260

PAAM/2%NnHAP/1,5%AgNO; 3,33 1,20 526 0,58 10,0305 36,66 12,8 535 -- --
PAAM/2%NnHAP/2,0%AgNO; 1,80 0,20 599 0,54 0,0294 6,37 2,55 500 0,71  0,0219
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ANEXO G. AJUSTES DE LA ECUACION DE DIFUSION DE FICK RESUELTA
POR ELEMENTOS FINITOS

Hinchamiento de Hidrogeles
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Figura G.1. Ajuste del modelo de difusidon del agua en el hinchamiento de hidrogeles: (a) y
(a) y (b) disco 1 y 2 de PAAM/5%nHAP; (c) y (d) disco 1y 2 de PAAM/15%nHAP; (e) vy (f)
disco 1 y 2 de PAAM/20%nHAP; respectivamente. Datos experimentales (o) - modelo
numérico (linea). Los insertos son imagenes de los correspondientes xerogeles utilizados
en el hinchamiento. Detalles de los hidrogeles Tabla F.4.
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RESUMEN

La bisqueda de materiales biocompatibles capaces de funcionar como sustitutos de implantes 6seos ha sido un tema de
amplia repercusién cientifica y tecnolégica. Se pretende evaluar la citotoxicidad y adhesién a las 48 h de células
osteoprogenitoras sobre matrices compuestas de poliacrilamida (PAAm) combinadas con nanoparticulas de plata (nAg),
hidroxiapatita (HA) o quitosano (Cs). La citotoxicidad se determiné evaluando la difusién de potenciales agentes téxicos,
realizando los cultivos con las células osteoprogenitoras en medio condicionado con las matrices por 48 h, la adhesién
celular se determind sobre las matrices empleando el kit comercial CellTiter® 96R(MTS). Pudo confirmarse que las
matrices de PAAm combinadas con nAgson altamente téxicas, obteniendo 100 % de células no viables en los cultivos. Las
combinaciones sin nAgresultaron ser biocompatibles (20% HA + PAAm, 5%Cs + PAAm). En conclusién, las matrices de
PMMA no combinadas con nAg resultan ser biocompatibles.

Palabras Clave: Biocompatibilidad, Biomaterial, Células Oseas, PAAM.

INTRODUCCION

Los biomateriales han alcanzado aplicaciones
importantes en el campo de la medicina, siendo esta el
resultado de los rdpidos avances en otras dreas de la
ciencia, tales como la genética, proteémica, biologia
celular, ingenieria de tejidos y bioinformatica.

Un «biomaterial» se define como un material no viable
con el que se fabrica un dispositivo médico que
interacciona con sistemas biolégicos[1]. Si se excluye la
palabra «médico», la definicién se amplia a un extenso
abanico de aplicaciones; si se suprime la palabra «no
viable» el concepto se hace mas general e incluye tejidos
modificados aplicando la ingenieria de tejidosy Organos
artificiales hibridos, en los que las células juegan un papel
protagonista. ~ Una  definicibn = complementaria e
imprescindible para comprender la finalidad de los
biomateriales es la de «biocompatibilidad»: la capacidad de
un material para cumplir una funcién determinada con una
respuesta adecuada del huésped en una aplicacién
especifica[1].

Clasicamente los biomateriales se dividen en cuatro
grupos: polimeros, metales, cerdmicos y naturales. Cuando
se combinan dos materiales diferentes se obtiene un
material compuesto, representando una quinta clase de
biomaterial[2].Los biomateriales deben reunir los requisitos
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de factibilidad funcional, bioestabilidad, biocompatibilidad
y esterilidad.

Por otra parte, los hidrogeles han sido reconocidos
como interesantes matrices porosas en el campo de
losbiomateriales utilizados en aplicaciones médicas entre
las que se puede mencionar la fabricacién delentes de
contacto, regeneracioén de tejidos blandos y duros. Esto ha
sido posible por las caracteristicas en la microestructura y
propiedades hidrofilicas o hidrofébicos que lespermiten ser
biocompatibles[3].La  combinacién de  hidrogeles
comoPAAm con otros materiales, permite ampliar sus
aplicaciones por su sinergismo al combinar sus propiedades
[4].

Un area de interés para la ingenieria tisular es el
desarrollo de materiales que contribuyan en los procesos de
regeneraciéon Osea, lo que ha llevado a la bidsqueda
constante de  biomateriales, con la suficiente
biocompatibilidad y seguridad, capaces de funcionar como
implantes dseos.

En este sentido, el presente trabajo tiene como objetivo
evaluar la biocompatibilidad de hidrogeles de PAAm con
diferentes combinaciones con hidroxiapatita (HA),
quitosano (Cs), y combinaciones de estos con particulas
nanométricas de plata (nAg) empleando como modelo
células osteoprogenitoras obtenidas a partir de ratas
neonatas(Spraguedowley).



Applied Mathematics, 2013, 4, 161-170

o5 Scientific
doi:10.4236/am.2013.48 A022 Published Online August 2013 (http://www.scirp.org/journal/am)

#3% Research

Mathematical Modeling of Hydrogels Swelling Based on
the Finite Element Method

Armando Blanco'?, Gema Gonzilez', Euro Casanova’, Maria E. Pirela'”, Alexander Briceiio®
'Centro de Ingenieria de Materiales y Nanotecnologia, Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, Caracas, Venezuela
2Departamento de Mecanica, Universidad Simé6n Bolivar, Caracas, Venezuela
3Centro de Quimica, Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, Caracas, Venezuela
Email: ajblanco@usb.ve, gemagonz@ivic.gob.ve, ecasanov(@usb.ve, mariapirelabracho@gmail.com, abriceno@jivic.gob.ve

Received May 25, 2013; revised June 25, 2013; accepted July 5, 2013

Copyright © 2013 Armando Blanco et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution License,
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

ABSTRACT

In recent years, hydrogels have been introduced as new materials suitable for applications in areas such as biomedical
engineering, agriculture, etc. The rate and degree of hydrogel swelling are important parameters that control the diffu-
sion of drugs or solvents inside a polymer network. Therefore, the description of the dynamic swelling process of the
hydrogels is very important in applications that require precise control of the absorption of solvents inside the hydrogel
structure. To date, most of the numerical models developed for describing the swelling process are based in the finite
difference methods. Even though numerical models supported in finite differences can be easily implemented, their use
is limited to samples with very simple shapes. In this paper, a new model based on the finite element method is pro-
posed. The diffusion equation is solved in a time-deformable grid. An original procedure is proposed to numerically
solve the non-linear algebraic equation system that permits computing a new grid for each time-step. Hydrogel samples
of different shapes were prepared in order to conduct experimental tests to validate the numerical proposed model. Nu-
merical results show that the new model is able to describe the mass and shape changes in the hydrogel samples in time.
An application of the numerical model to determine the relation between diffusion coefficients and density in Poly-
acrylamide samples allows verifying the versatility of the model.

Keywords: Hydrogel Swelling; Diffusion Coefficients; Finite Elements

1. Introduction Depending on the application considered, dynamical
description of the swelling process could be important. In
some applications, only equilibrium hydrogel states need
to be considered and the dynamic transient swelling proc-
ess of the hydrogel does not need to be described [3-5].
However, some applications require prior knowledge
of the transient behavior of the process of uptake or de-
livery of drugs or solvents. For example, the description
of the dynamic swelling process of the hydrogels is very
important in applications that require precise control of
the absorption of solvents inside the hydrogel structure.
Qualitative descriptions of the polymer relaxation pro-
cess are reported by several authors [6,7]. Figure 1 shows

Hydrogels are cross-linked polymeric networks that have
the capability to hold water within their porous structure.
This property allows using them in applications that re-
quire either to absorb or to expel liquids from or towards
the environment in which the hydrogel is immersed. Hy-
drogel applications cover areas such as biomedical engi-
neering, pharmaceutical industry, agriculture, etc. [1]. Some
applications involve capturing or delivering liquids or
mixtures in a dynamically controlled way, at predeter-
mined rates for predefined periods of time. During the
water uptake or delivery process, hydrogels could ex-

perience volume changes of several orders of magnitude.
According to Singh et al. [2], hydrogels can absorb
amounts water nearly 10 - 20 times their molecular
weight. Consequently, when a dry solid hydrogel sample
is immersed in water, it suffers a continuous volume trans-
formation until the ultimate, and completely swollen state
is reached [1].

Copyright © 2013 SciRes.

a diagram of the water sorption process into a hydrogel
slab sample.

Initially, a macroscopically homogeneous dry hydrogel
sample is immersed in water. Depending on the particu-
lar characteristics of the hydrogel sample (material com-
ponents, polymer structure and porosity), it can retain a
maximum value of water in its structure (water equilib-
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RESUMEN

La precision de los esquemas numéricos empleados para discretizar la ecuacion de difusion, es de gran importancia en la
asignacion de la constante de difusividad que mejor representa la penetracion de un solvente en un hidrogel. Se comparan
los valores obtenidos para la difusividad de un solvente en un hidrogel, determinada mediante dos metodologias diferentes,
desarrolladas utilizando esquemas basados en diferencias finitas y elementos finitos, basadas en la discretizaciéon de la
ecuacion de difusion que modela el proceso de penetracion del solvente en el hidrogel, determinando, al mismo tiempo,
el cambio de volumen del mismo. La aplicacion se realiza en muestras de hidrogeles de Poliacrilamida. Las constantes de
difusividad fueron obtenidas por ajuste de las predicciones numéricas con los resultados experimentales. Los resultados
alcanzados permiten concluir que importantes variaciones en la constante de difusion, en una misma muestra, se obtuvieron
dependiendo de la metodologia numérica utilizada. En consecuencia, una revision profunda de las metodologias utilizadas
para estimar los distintos parametros asociados con los modelos de difusion debe ser realizada. Adicionalmente, se analizd
la poca influencia de las incertidumbres de las distintas variables en la estimacion de la difusividad, los valores especificos
de la relacién radio/espesor que corresponden al proceso de hinchamiento mas lento y el efecto de las variaciones en la
concentracion de equilibrio en la dindmica del hinchamiento.

Palabras clave: Hinchamiento de hidrogeles, Diferencias finitas, Elementos finitos, Coeficiente de difusividad.

ON THE ACCURACY IN THE DETERMINATION OF DIFFUSIVITY CONSTANTS IN
HYDROGELS BY NUMERICAL SIMULATION

ABSTRACT

The accuracy of the numerical schemes used for discretizing the diffusion equation is of great importance for determining
the value of the diffusivity constant that best represents the diffusion of a solvent in a hydrogel. In this paper we compare
the values obtained for the diffusivity constant of a solvent in a hydrogel, by using two different methodologies based on
finite difference and finite element schemes respectively. These methodologies consider the discretization of the diffusion
equation to model the process of penetration of the solvent in the hydrogel, while modeling the volume change of the
hydrogel. The specific application of both approaches is performed on cylindrical samples of polyacrylamide hydrogels.
Diffusivity constants were determined by fitting the numerical predictions with experimental results. Numerical results
show that huge differences in the values of diffusivity constant were obtained depending on the numerical method used,
requiring, therefore, a thorough review of the methodologies used so far. Additionally, little influence of the uncertainty
of parameters in diffusivity law was observed in the estimated diffusivity; specific values of the radius / thickness
ratio corresponding to slower swelling process were calculated, and finally the effect of variations in the equilibrium
concentration in swelling dynamics was determined.

Keywords: Swelling of hydrogels, Finite difference, Finite elements, Diffusivity coefficients.
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RESUMEN

En la bisqueda de materiales osteoinductivos y bactericidas nuevos hidrogeles hibridos basados en la combinacion de
poliacrilamida (PAAm) con nanoparticulas de Hidroxiapatita (HAP), fueron sintetizados via radicales libres en solucion,
en presencia de diferentes concentraciones de iones de plata (Ag"). La caracterizacion estructural por DRXP, UV-Visible,
MEB y MET revela la formacioén de redes poliméricas con estructuras heterogéneas nano y macroporosas, conteniendo
nanoparticulas de Ag y la formacion de una nueva fase cristalina de fosfato de plata (Ag,PO,), junto con la hidroxiapatita
de partida. Los componentes inorganicos presentan una distribucion amplia de tamafios (nano a micrémetros) y diferentes
morfologias a medida que aumenta la concentracion de Ag*. Las propiedades hidrofilicas de la matriz, en fluido de cuerpo
simulado a 37 °C, se observan claramente afectadas por el aumento de la concentracion de las particulas inorganicas
presentes. La estructura de la matriz de poliacrilamida obtenida, es estable a la temperatura corporal humana.

Palabras Clave: Hidrogeles, Poliacrilamida, Nanohidroxiapatita, Fosfato de Plata, Radicales Libres.

HIBRIDS HYDROGELS NANO Y MICRO STRUCTURED OF POLYACRYLAMIDE/
HYDROXYAPATITE/SILVER

ABSTRACT

In the search for osteoinductive and bactericides materials, new hybrid hydrogels based on the combination of
polyacrylamide (PAAm) with Hydroxyapatite nanoparticles (HAP) were synthesized via free radicals in solution by
adding different concentrations of silver nitrate as Ag-precursor. Structural characterization by XRPD, UV-visible,
SEM and TEM revealed the formation of polymeric networks with heterogeneous nano and macroporous structures,
containing Ag nanoparticles and the formation of a new crystalline phase of Silver phosphate (Ag,PO,), along with starting
hydroxyapatite. These particles display a wide distribution of sizes (nano to micron) and different morphologies with
increasing concentration of Ag". The hydrophilic properties of the matrix, in simulated body fluid at 37 © C, are clearly
affected by the increased concentration of the inorganic particles. The structure of the polyacrylamide network obtained
is stable at the body temperature.

Keywords: Hydrogels, Polyacrylamide, Nanohidroxyapatite, Silver Phosphate, Free Radical.

INTRODUCCION

Los hidrogeles de Poliacrilamida han sido utilizados en
diferentes aplicaciones tales como electroforesis (Rill et
al. 1998), liberadores de farmacos (Bajpai & Rajpoot,
2001; Al-Karawi & Al-Daraji, 2010), inmovilizacion de
proteinas (Gonzalez-Sdiz & Pizarro, 2001), absorcion

de metales pesados (Ulusoy & Simsek, 2005; Ramadan
et al. 2010), entre otros. Los hidrogeles hibridos son
una combinacion de la matriz polimérica con particulas
inorganicas, combinando sinérgicamente las propiedades
individuales. En la literatura se han estudiado materiales
hibridos de PAAM/HAP como materiales reparadores de
hueso (Bajpai & Bundela, 2009; Yokoi ef al. 2010), en
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