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Resumen

El principal objetivo de este trabajo fue producir materiales compuestos a partir de
polimeros como el alcohol polivinilico (PVA), alginato de sodio (SA) y quitosano
(CS), usados como matriz para dispersar nanoparticulas (NPs) metélicas y de 6xidos

metalicos.

Un sistema liberador de iones Ca?* y POs* fue disefiado mediante el compuesto
PVA-SA-NPs de vidrio bioactivo (VB). Las etapas para la obtencién de las NPs VB
fueron: 1) sintesis de las NPs VB, 2) lavado y calcinado de las NPs, 3) tratamiento
térmico y 4) caracterizacion. La sintesis quimica se llevé a cabo combinando dos
métodos, sol-gel y co-precipitacion. Se aplicaron diversas estrategias de estabilizacion,
evitando la aglomeracion de las NPs durante su produccion (modificacion superficial
con PEG e irradiacion ultrasonica). El analisis quimico se realizdé mediante
espectroscopias EDS y XPS, se obtuvo el radio hidrodindmico mediante DLS, se
identificaron los grupos funcionales (FT-IR), su microestructura (DRX) y morfologia
(FE-SEM). Para el desarrollo de la matriz polimérica PVA-SA se aplicaron dos
estrategias de entrecruzado, congelamiento-descongelamiento (C/D) y la adicién de
CaCl,. Se eligi6 el hidrogel matriz en funcién de los ensayos y pruebas realizadas:
andlisis de peso, deshidratacién, hinchabilidad, mecénico de compresion y degradacion
hidrolitica. Los hidrogeles nanocompuestos se obtuvieron mezclando las NPs VB con
las soluciones poliméricas precursoras de PVA y SA para su posterior gelificacion. Se
obtuvieron NPs VB con tamafios de didmetro en la escala nanométrica. Se identifico la
acelerada formacion de HAp en su superficie. El ensayo de bioactividad realizado a los
hidrogeles nanocompuestos mostré que las NPs con didmetros hidrodindmicos méas
reducidos se dispersaron de forma homogénea en el hidrogel, generando mayores
interacciones con las cadenas poliméricas, reduciendo sus dominios cristalinos y
favoreciendo la nucleacion de la HAp. Debido a sus propiedades bioactivas, el
nanocompuesto desarrollado puede usarse como matriz soporte para el cultivo de
células, implantes o apositos en la ingenieria de tejido.

Las NPs de oro (AuNPs) se sintetizaron dentro de la solucién precursora de CS y

acido acético, a partir de la reduccion quimica de HAuCls. Se adicionaron distintas




concentraciones del agente reductor (citrato de sodio, SC) para cumplir con una
relacion HAuCI4/CS entre 0.1 a 5 mM. Las AuNPs se obtuvieron al calentar la solucion,
siendo estabilizadas por el polimero. Se obtuvieron soluciones coloreadas que fueron
moldeadas mediante el método de colado. Las peliculas delgadas obtenidas, se
caracterizaron a través de espectroscopias UV-Vis y FT-IR, microscopia electrénica de
barrido de emisién de campo (FE-SEM), analisis termogravimétrico (TGA) y
mediciones dieléctricas. Se observo una dependencia entre el tamafio de las AuNPs
obtenidas y la relacion HAuCI4/CS. El tamafio de las NPs y su dispersion en el polimero
fueron factores contundentes en la hidratacion, temperatura Vogel y su conductividad.
Las peliculas delgadas de CS — AuNPs mostraron propiedades de conductividad
adecuadas para la identificacion de biomoléculas en medio acuoso, excelentes para la

produccién de biosensores.

Abstract

The main objective of this work was to produce composite materials from polymers
such as polyvinyl alcohol (PVA), sodium alginate (SA) and chitosan (CS), used as a
matrix to disperse metal and metal oxide nanoparticles (NPs).

A release system for Ca?* and PO.* ions was designed using the PVA-SA-NPs
bioactive glass (VB). The steps to obtain the VB NPs were: 1) synthesis of the NPs
VB, 2) washing and calcination of the NPs, 3) heat treatment and 4) characterization.
The chemical synthesis was carried out by combining two methods, sol-gel and co-
precipitation. Various stabilization strategies were applied, avoiding the agglomeration
of the NPs during their production (superficial modification with PEG and ultrasonic
irradiation). The chemical analysis was performed by EDS and XPS spectroscopy, the
hydrodynamic radius was obtained by DLS, the functional groups (FT-IR), their
microstructure (XRD) and morphology (SEM) were identified. For the development of
the PVA-SA polymeric matrix, two crosslinking strategies were applied, freeze-thaw
(C/D) and the addition of CaCl,. The matrix hydrogel was chosen based on the assays
and tests carried out: weight analysis, dehydration, swelling, mechanical compression
and hydrolytic degradation. The nanocomposite hydrogels were obtained by mixing

the VB NPs with the precursor polymeric solutions of PVA and SA for their subsequent

v



gelation. VB NPs with diameter sizes on the nanometer scale were obtained. The
accelerated formation of HAp on its surface was identified. The bioactivity assay
performed on the nanocomposite hydrogels showed that the NPs with smaller
hydrodynamic diameters were dispersed homogeneously in the hydrogel, generating
greater interactions with the polymer chains, reducing their crystalline domains and
favoring HAp nucleation. Due to its bioactive properties, the developed nanocomposite
can be used as a support matrix for cell culture, implants or dressings in tissue

engineering.

Gold NPs (AuNPs) were synthesized within the precursor solution of CS and acetic
acid, from the chemical reduction of HAuCl4. Different concentrations of the reducing
agent (sodium citrate, SC) were added to comply with a HAuCI4/CS ratio between 0.1
and 5 mM. The AuNPs were obtained by heating the solution, being stabilized by the
polymer. Colored solutions were obtained which were molded by the casting method.
The thin films obtained were characterized through UV-Vis and FT-IR spectroscopy,
field emission scanning electron microscopy (FE-SEM), thermogravimetric analysis
(TGA) and dielectric measurements. A dependence between the size of the AuNPs
obtained and the HAUCI4/CS ratio was observed. The size of the NPs and their
dispersion in the polymer were key factors in the hydration, Vogel temperature and
their conductivity. The CS-AuNPs thin films showed suitable conductivity properties
for the identification of biomolecules in aqueous medium, excellent to produce

biosensors.
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CAPITULO I. COMPUESTOS PVA — SA - NANOPARTICULAS DE VIDRIO
BIOACTIVO

1.1 Los materiales ceramicos

Los cerdmicos son el material més antiguo hecho por el hombre y han sido parte de
la vida diaria en la civilizacion humana por miles de afios. Mientras que en los albores,
las ceramicas naturalmente disponibles tales como la piedra dura, hueso y pedernal
fueron utilizadas para la fabricacion de herramientas, con la llegada del fuego se hizo
evidente que la arcilla suave y flexible podia llegar a transformarse en un material
resistente, como por ejemplo la porcelana, los refractarios, los cementos y los vidrios
[1]. Sin embargo, debido a la demanda de materiales con propiedades mecéanicas,
térmicas, eléctricas, triboldgicas, Opticas y bioldgicas deseadas y altamente
controladas, se promovio el desarrollo y uso practico de ingenieria para la produccion
de ceramicos avanzados. Estos son producidos predominantemente a partir de
compuestos puros de alumina, titania, zirconia, magnesia y otros éxidos sintetizados
quimicamente a micro o nanoescala, asi como a partir de carburos y nitruros de silicio,
boro y aluminio, y una serie de elementos de transicion. Las tecnologias usadas para
su produccion son amplias y diversas, considerando desde procesos a alta temperatura
0 métodos de quimica himeda, implicando la hidrolisis y condensacion a baja
temperatura de silicatos y aluminatos. De esta manera, los ceramicos se presentan como
una gran alternativa para cubrir las necesidades en diversos campos, su aplicacion
abarca desde los materiales estructurales tradicionales basados en silicatos tales como
ladrillos, loza de barro, gres, porcelana y concreto, y los ceramicos funcionalmente
avanzados de “alta tecnologia” tales como recubrimientos aislantes para alabes en
turbinas aeroespaciales de gas, ceramicos férricos para aplicaciones en sensores y
actuadores, monocristales de diamante para futuros circuitos integrados basados en
carbono, partes monoliticas bioconductivas, y ademas en los recubrimientos, para

reconstruccion de hueso, implantes dentales y en endoprotesis de cadera [2].
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Hoy es indispensable un mejor entendimiento de la estructura atdbmica y molecular
para el desarrollo de nuevos materiales y el mejoramiento de los existentes. Como
resultado, los materiales se estan disefiando para satisfacer aplicaciones especificas,
haciendo frente a la muy urgida industria y los retos de la sociedad en el mundo
contemporaneo altamente competitivo. En este proceso, la tecnologia de los ceramicos
juega un rol particularmente importante y, por lo tanto, se ha convertido en un motor

del progreso tecnoldgico [2].

1.1.1 Definicion y estructura quimica de los ceramicos

Para entender el comportamiento y las propiedades de los materiales, es esencial
conocer su estructura quimica. La estructura puede ser considerada en muchos niveles,
todos ellos influyen en el comportamiento final. En el nivel mas fino, la configuracion
electronica afecta las propiedades tales como el color, la conductividad eléctrica y el
comportamiento magnético. La disposicion de los electrones en un &tomo influye en su
enlace con otros atomos y esto, a su vez, impacta en la estructura del ceramico. La
mayoria de los cerdmicos son compuestos de metales o metaloides y no metales.
Generalmente son éxidos, nitruros y carburos, considerando al diamante y el grafito
como ceramicos. Consisten de un arreglo interconectado de &tomos y una combinacion
de enlaces quimicos: covalente, idnico y algunas veces metalico [3]. Richerson [4]
menciona que “la mayoria de los materiales s6lidos que no se consideran metalicos,
polimeros o derivados de plantas y animales, son ceramicos”, y de forma general, los

ceramicos se consideran como s6lidos inorganicos no metalicos [5].

El arreglo de los atomos o iones en el material también requiere ser considerado.
Los ceramicos cristalinos tienen un arreglo atomico muy regular, mientras que un
cerdmico no cristalino o amorfo (ejemplo, vidrio de 6xidos) no tienen un orden de gran
alcance, aunque localmente se pueden identificar algunos poliedros, ver la Figura 1.
No solo la presencia de perfectas redes y estructuras ideales han sido consideradas, sino
también la presencia de defectos estructurales que son inevitables en todos los
materiales, incluso en los amorfos. Ejemplos de dichos defectos son las impurezas

atomicas y dislocaciones [3].
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1.1.2 El estado vitreo (amorfo)
Los solidos generalmente presentan una estructura cristalina fuertemente
cohesionada, que forma una red cristalina dispuesta en secuencias regulares que se

repiten tridimensionalmente.

(a)

Figura 1. Representacion gréfica en 2 dimensiones del comparativo en la estructura
del a) Silicio cristalino y b) el vidrio [3].

Cuando un solido se funde y convierte en liquido, pierde su estructura cristalina,
pero sigue conservando la fuerza de enlace entre sus atomos, perdiéndola solo si éste
pasa al estado gaseoso. Al enfriarse el liquido lentamente, el cuerpo se solidifica
formando de nuevo una red cristalina rigidamente ordenada, correspondiendo al estado
de minima energia libre, el cristalino, puesto que es el mas estable (Figura 1 a). En el
caso particular de los vidrios, presentan un estado excepcional intermedio entre liquido
y solido, cuya red tridimensional no es regular, ni simétrica como la cristalina. Cuando
los 6xidos que forman vidrio son fundidos, se convierten en un liquido, perdiendo su
estructura ordenada al igual que los demaés sélidos; sin embargo, cuando se enfria
rapidamente, se solidifica sin recuperar su estructura original, permaneciendo en estado
amorfo o vitreo y presentado una red molecular desordenada, aunque no totalmente al
azar. En estado vitreo, el material actia como un solido, pero conserva algunas
caracteristicas de liquido (su estructura con enlaces atbmicos desordenados), por lo que
es considerado como un liquido sub-enfriado o congelado, véase Figura 1 b [6]. La
sociedad americana para el ensayo de los materiales (ASTM, American Society for

Testing Materials), definio al vidrio como “un producto inorganico de la fusion,
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enfriado a una condicion rigida sin cristalizar”. Sin embargo, existen muchos sistemas
orgénicos vitreos que actualmente son bien conocidos, y mas aun, la fusioén no es la
Unica alternativa para fabricar un vidrio [7]. Por lo tanto, es necesario introducir una
definicion alterna que considere el arreglo atomico (la estructura) en los vidrios, mas
que la naturaleza de los constituyentes y el proceso de fabricacién. Como se indicd
anteriormente, los vidrios deben mostrar desorden de largo alcance, tipico de los
liquidos, por lo que el vidrio también se puede definir como “un solido con estructura
de liquido”, “un so6lido no cristalino” o simplemente como “un sélido amorfo”. Otra
definicion valida, segun lo descrito por la teoria de red aleatoria de Zachariasen, un
vidrio es “una substancia que puede formar redes extendidas tridimensionales carentes

de periodicidad con un contenido de energia comparable al de la correspondiente red
cristalina” [7], [8].

Algunas propiedades fisicas de los vidrios son como las de un sélido. La densidad,
las propiedades mecéanicas y las propiedades térmicas de los vidrios son similares a sus
correspondientes cristales. Sin embargo, los vidrios no tienen un marcado y bien
definido punto de fusion. Los vidrios no se crecen en direcciones preferentes. En
ausencia de fuerzas internas aplicadas, los vidrios son esencialmente isotropicos. La
isotropicidad de las propiedades fisicas hace a los vidrios semejantes a los liquidos [7].
Por ejemplo, los cerdmicos policristalinos, tienen una estructura conformada por
muchos granos. El tamafio, la forma y la orientacion juegan un importante rol en
muchas de las propiedades macroscépicas de esos materiales, por ejemplo, la
resistencia mecanica. En la mayoria de los ceramicos, existe mas de una fase presente,
cada fase tiene su propia estructura, composicion y propiedades. El control del tipo, el
tamano, la distribucién, y la cantidad de fases dentro del material provee un medio para
controlar las propiedades. La microestructura resultante en un cerdmico depende del
proceso de fabricacion utilizado. Por ejemplo, los ceramicos procesados mediante
prensado en caliente comunmente tienen muy pocos poros. Este no podria ser el caso

de los materiales sinterizados [3].
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El vidrio puede ser fabricado directamente a partir de cualquiera de los otros estados
de la materia. Por ejemplo, la transformacion de un sélido en un vidrio se puede lograr
a través de colisiones a altas velocidades producido, por ejemplo, por una onda de
choque durante un impacto o por irradiacion con particulas de alta energia (desorden
por irradiacion). Los vidrios formados tras el choque de un meteorito con la tierra
(tectitas), la fusion accidental del suelo producida por la caida de algun rayo sobre
terrenos arenosos deserticos (fulgurita) o los formados tras una explosion nuclear, son
claras muestras de este tipo de fendmeno [9]. Los vidrios pueden ser también
preparados mediante deposito directamente a partir de la fase gaseosa. Este
procedimiento consiste en evaporar al vacio los elementos formadores de vidrio
mediante la aplicacion de calor y condensarlos sobre un sustrato frio. Otro método para
la obtencion de un sélido a partir de la fase gaseosa es mediante el bombardeo i6nico
“sputtering”, donde el sélido se obtiene sobre una forma objetivo en la cual se inciden

iones de alta velocidad, provenientes de un plasma de gas inerte, tal como el Argén.

Otro método para la preparacién de vidrios es el proceso sol-gel. Este se lleva a cabo
mediante un proceso de polimerizacion, en el cual una solucion coloidal de particulas
solidas nanomeétricas se transforma en un gel y, posteriormente, en un material
ceramico [7], [10]. Este tema sera desarrollado con mayor profundidad en los siguientes

apartados.

1.1.3 Materiales Bioceramicos

Los materiales ceramicos han surgido como una alternativa en aplicaciones médicas,
para la obtencion de biomateriales y produccion de implantes. El principal avance en
la investigacion de los biomateriales ceramicos se ha logrado en paises desarrollados,
debido a la necesidad de proveer tratamiento clinico a una gran cantidad de pacientes.
Los biomateriales pueden clasificarse de acuerdo con su origen en artificiales o
sintéticos (metales, cerdmicos y/o polimeros) y bioldgicos (de origen vegetal, animal o
humano). Los materiales ceramicos para aplicaciones medicas fueron introducidos en
el aflo de 1970 cuando se detectaron fallas de los materiales en uso, tales como el acero,

las aleaciones de cobalto y polimetilmetacrilato [11].
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Figura 2. Elementos quimicos utilizados en la produccion de materiales bioceramicos
[11].

magnéticos

Simples  Mezcla

yFe,O; Perovskitas
Fe;O, Ferritas

Debido al efecto toxico que producen en el organismo humano, solo algunos
elementos quimicos se utilizan actualmente en la produccion de los biomateriales
ceramicos; la Figura 2 muestra la clasificacion de éstos de acuerdo con sus

componentes.

La fragilidad de los bioceramicos muchas veces restringe su aplicacion; sin
embargo, algunos de ellos presentan caracteristicas Unicas que los convierten en
excelentes candidatos para ambientes bioldgicos. Los bioceramicos, y los fosfatos en
particular, son usados para manufacturar biomateriales debido a su alta
biocompatibilidad e integracion al hueso, ofreciendo materiales mas afines al
componente mineral del tejido. Los materiales cerdmicos usados en cirugia
reconstructiva pueden ser bionertes o bioactivos. Considerando la definicion de
bioactividad propuesta por Hulbert y colaboradores refiriéndose a los que permiten una
respuesta bioldgica especifica en su interfaz, la formacidn de enlaces entre el tejido y
el material, como consecuencia de su reactividad quimica. A pesar de destacar la baja
reactividad quimica en ambiente biologico de algunos bioceramicos como la alumina
(Al203) y la zirconia (ZrO.), siendo casi inertes, no todos los son. Otros ceramicos
presentan mayores velocidades de reaccion en ambientes bioldgicos y producen

substancias indeseadas (por ejemplo, la corrosion de un material metalico) o puede
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incrementar el producto de una reaccion favorable, mediante la transformacion quimica
del material a un producto final deseado. Algunos factores que afectan la reactividad

de las substancias quimicas y determinan fuertemente su cinética de reaccién son [11]:

Composicion - Area superficial
Tamario de particula - Defectos
Porosidad - Cristalinidad

La Figura 3 muestra la clasificacion de los biocerdmicos de acuerdo con su
reactividad: 1) Inertes, 2) reabsorbibles y 3) de superficie bioactiva. Entre los
reabsorbibles se encuentran los ceramicos y vitrocerdmicos de apatita (POas)2Cas
usados comUnmente como soporte o relleno de huecos y, que una vez implantados, son
metabolizados por el organismo, permitiendo ademas la infiltracidn de tejidos. Por otra
parte, los vidrios bioactivos (VB) y los materiales de hidrioxapatita (HAp),
Cai10(PO4)s(OH)2, pertenecen a los que se absorben superficialmente. En éstos, se

produce un enlace quimico entre el tejido y la superficie del implante [12].

Para que sea posible la regeneracion de tejido, se requiere implantar un ceramico
bioactivo. De otra manera, si el cerdmico es inerte, el tejido sera remplazado por un
material que el organismo pueda solo tolerar, pero no podra regenerarse. Por lo que es
necesario considerar su funcion al momento de formular y sintetizar los cerdmicos, por
ejemplo, la composicion del componente mineral de tejido 6seo es un carbonato de
HAp no estequiométrico y, de acuerdo al modelo de biomineralizacion presente en la
naturaleza, se acepta que la formacion de tejido duro inicia a partir del fosfato de calcio
amorfo que, después de una serie de etapas de equilibrio heterogéneo, alcanza las
dimensiones criticas donde ocurre la cristalizacion de carbonato de HAp [11].
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Figura 3. Clasificacion de materiales bioceramicos segun su reactividad [11].

1.1.4 Nanotecnologia de los materiales ceradmicos

La nanotecnologia trata sobre las diferentes estructuras de la materia con
dimensiones del orden de una milmillonésima (1x10°) parte del metro. La existencia
de estructuras funcionales de dimensiones nanométricas no es nueva, han estado
presentes en la Tierra desde el mismo origen de la vida. El efecto de la microestructura
de tamafio nanométrico afecta a muchas propiedades de los materiales
nanoestructurados en volumen, siendo posible la obtencion de nuevas propiedades o

aplicaciones novedosas [13].

En un nanomaterial, los granos moleculares tienen un tamafio maximo de 100 nm
de didmetro y tienen poblaciones granulares menores a decenas de miles de 4&tomos.
Los granos de los nanomateriales son entre mil y cien veces mas pequefios que los de
un material comun, y, ademas, dentro del mismo volumen, poseen el 0.001 por ciento
de &4tomos. Esto reduce la cantidad de materia dentro de cada fragmento de material
nanoestructurado y, como consecuencia, permite obtener propiedades y caracteristicas
nuevas. Como ejemplo, el silicio poroso nanoestructurado posee una morfologia o
distribucion espacial de poros y cristalitos de silicio que resulta en propiedades
singulares como luminiscencia, biodegradabilidad y bioactividad de interés en
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aplicaciones biomédicas, que por otro lado su similar cristalino en volumen no posee
[14].

Entre las ventajas que presentan las nanoparticulas (NPs) ceramicas incluyen la facil
preparacion, control de tamafo, forma y porosidad. En afios recientes, se ha acelerado
el desarrollo de nuevos materiales cerdmicos para aplicaciones biomédicas. Se han
procesado ceramicos a nanoescala tales como la HAp, carbonato de calcio (CaCQO3),
zirconia (Zr0Oz), 6xido de silicio (SiO2), oxido de titanio (TiO2) y alumina (Al203), a
partir de nuevos métodos de sintesis para mejorar sus propiedades fisicoquimicas,
buscando ademas reducir su citotoxicidad en sistemas bioldgicos [15]. Entre sus
caracteristicas se destacan una estructura Unica, interesantes e inusuales propiedades
oxido-reduccién (Redox) y cataliticas, alta area superficial, buena estabilidad mecanica
y biocompatibilidad, por lo que han atraido atencién de la comunidad cientifica en el
campo de terapias biomédicas, bio-imagenologia y bio-censado [16]. La aplicacion de
éstas en la biomedicina también abarca la liberacidén de farmacos, iones y moléculas
con funcion bioldgica, donde parametros como la dosis y el tamafio son muy
importantes [15]. Las NPs cerdmicas pueden proteger diferentes biomacromoléculas
tales como las enzimas contra la desnaturalizacion provocada en fluctuaciones de pH
y temperatura externas. Dependiendo de su composicion quimica, pueden exhibir
magnetismo, propiedades Opticas y dieléctricas especificas [17]. También presentan
caracteristicas como alta estabilidad, alta capacidad de carga, facil incorporacion de
sistemas hidrofilicos e hidrofdbicos, asi como las diferentes rutas de administracion
(oral, inhalacién, etc.) convirtiéndolas en una potencial herramienta para el control y

administracion de farmacos [15].

1.1.5 Produccién de nanomateriales
Hoy dia los cientificos desarrollan novedosos materiales con mejores propiedades,
mayor funcionalidad y menores costos de produccion a los existentes, haciendo uso de

una variedad de métodos fisicos y quimicos, clasificandolos en dos grandes grupos:
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1) Procesos Top-down

El material es removido a partir de un objeto de gran escala, generando
nanoestructuras mediante procesos fisicos como son el triturado y la molienda, asi
como por ataque quimico [18]. Otra técnica comunmente utilizada es la litografia, que
consiste en el desbaste de los materiales mediante un haz electrénico, i6nico o de rayos
X, siendo utilizada en la industria de los semiconductores para fabricar circuitos
integrados y componentes optoelectronicos. EI material se fractura en particulas méas
pequefias hasta alcanzar la nanoescala (molienda de alta energia), ver Figura 4. Es
ampliamente usado para fabricar nanomateriales en forma de polvos [19]. Sin embargo,
estos procesos no resultan ser la mejor opcién para la produccion de materiales de
forma uniforme, sumando ademas un alto consumo energético. La imperfeccion de la
estructura superficial obtenida por estos métodos, impacta significativamente sobre las
propiedades fisicas y la quimica superficial de las nanoestructuras y nanomateriales.
Ademas, es bien sabido que, a través de estas técnicas, se generan dafios en la red

cristalina de los materiales [18].

2) Procesos Bottom-up

Los bloques de construccién (atomos o moléculas) se ensamblan formando mayores
estructuras, alcanzando la nanoescla. Se lleva a cabo mediante numerosas vias,
produciendo una gran variedad de nanomateriales, ver Figura 4. Estos procesos son
preferidos para la produccion de nanomateriales debido a su viabilidad para generar
tamanos, formas y distribuciones uniformes [18]. Los tres principales procesos usados
en la produccion de nanoparticulas ceramicas son: a) pirolisis, b) depdsito quimico de
vapor, y c) precipitacion controlada y sol-gel. La pirolisis es la combustion incompleta
de compuestos organicos u organometalicos en atmoésfera de oxigeno, llevada a cabo
en una camara de combustion, permitiendo la descomposicion de los organicos a
compuestos mas simples y altamente reactivos para su posterior mezclado y
precipitacion como nanoparticulas. Los procesos de depdsito quimico de vapor (CVD,
por sus siglas en inglés Chemical Vapor Deposition) son comunmente utilizados en la

industria de los semiconductores para producir peliculas delgadas cerdmicas de alta
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pureza y, mas recientemente, nanotubos de carbono (CNTSs). En un proceso tipico
CVD, la superficie objetivo (oblea o substrato) se expone a uno 0 mas precursores
volatiles, reaccionando y descomponiéndose sobre el substrato para depositar el
producto deseado. Algunos subproductos volatiles generados son removidos de la
camara de reaccion mediante un flujo de gas. Los procesos de precipitacion controlada
y sol-gel presentan caracteristicas similares. EI primero se basa en un desplazamiento
cuidadoso del equilibrio quimico de un sistema metaestable (por ejemplo, una solucion
de sal metalica), conduciendo a la precipitacion de muy finas particulas que se
mantienen en suspension. Se pueden producir diferentes morfologias variando las
condiciones de proceso (temperatura, pH, impurezas, entre otros). Las particulas son

recolectadas por centrifugacion o liofilizacion para obtener polvos secos.
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Figura 4. Los enfoques Top — down y Bottom — up para la sintesis de NPs [20].

En el proceso sol-gel, la produccion del éxido metalico inicia desde una solucién
quimica (o “sol”), tipicamente de alcoxidos metalicos (tal como el TEOS, tetraetil
ortosilicato) y cloruros metélicos sometidos a reacciones de hidrdlisis vy
policondensacion. El sol evoluciona gradualmente hacia un sistema compuesto por
fases liquidas y sélidas con morfologias que van desde particulas discretas hasta redes
continuas de polimeros (gel). Este es usado como precursor en la sintesis de polvos
(por ejemplo, microesferas, nanoesfereas) o puede ser depositado sobre un substrato,
formando una pelicula mediante dip o spin-coating. Los métodos de coprecipitacion
controlada y sol-gel son de bajo costo y permiten un buen control de la morfologia y

composicion cuando se realizan a bajas temperaturas [21].
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1.1.6 Los Vidrios Bioactivos (VB)

A partir del descubrimiento del vidrio bioactivo por Hench y colaboradores en 1971,
caracteristicas tales como alta bioactividad, osteoconduccién y osteoestimulacion han
sido bien establecidas por numerosos investigadores, presentandolo como un sistema
bioactivo conveniente para la reparacion y regeneracion dsea y dental [22]. La
composicion mas investigada es el silicato “Bioglass 45S5® (BG)” conteniendo (en
wt.%) 45% SiO2, 24.5 % CaO, 24.5 % Na;0 y 6% P20s [22], [23]. Sin embargo, a
través de los afios muchas otras composiciones han sido desarrolladas con el proposito
de mejorar la procesabilidad y la bioactividad. Algunas composiciones tipicas de los

vidrios bioactivos se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Composiciones de algunos vidrios bioactivos investigados en laboratorios
[22].

Composicion 45S5 13-93 13-93B3 58S S53P4 5254.6 45S5F 46S6
Na,O 24.5 6.0 55 0.0 23.0 21.6 245 24.0
K20 0.0 12.0 11.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
MgO 0.0 5.0 4.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
CaO 24.5 20.0 18.5 32.6 20.0 21.6 12.3 24.0
SiO, 45.0 53.0 0.0 58.2 53.0 50.8 45.0 46.0
P20s 6.0 4.0 3.7 9.2 4.0 6.0 6.0 6.0
B20s 0.0 0.0 56.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
CaF; 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 12.2 0.0

El comportamiento del BG, fue estudiado mediante su implantacion en el fémur de
ratas. El equipo de Hench observd que después de 3 semana de implantado, se
detectaron osteoblastos (células de hueso) en la interfaz, generando fibrillas de
coladgeno y mucopolisacaridos incorporados a la estructura superficial del implante
(gel). Después de 6 semanas, se identificaron colonias de nueva HAp mediante
microscopia electrénica de transmision (TEM). Simultaneamente se desarroll6 la
mineralizacion del fosfato de calcio dentro de la capa gelificada. Con el paso del
tiempo, Hench observd que ambos frentes avanzaban hasta lograr la unién completa
entre el hueso e implante. Después de 6 meses, en mas de 21 monos implantados,
Hench no observé ningln caso de ruptura en la interfase. Este analisis definio el
mecanismo de bioactividad observado en los VB que han sido expuestos a los medios

bioldgicos, presentando las siguientes etapas:
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1) Inmediatamente a la exposicion del vidrio al medio acuoso, se produce un cambio
iénico

Na" «— H*

2) Después de 15 a 30 minutos se lixivia (percolacion) el silicio en la superficie del
vidrio.

3) Simultaneamente se forma una capa superficial de aproximadamente 0.2
micrometros, rica en Ca®* y P>*. El ataque preferencial del silicio termina cuando se
forma esta capa.

4) Posteriormente se forma una capa de 2 a 3 micrometros de silicio por debajo de la
de capa de Ca?* y P°*,

5) Cuando la solucion se concentra en Ca?* y P>*, comienza a crecer la fina capa de
(PO4)2Cas superficial expuesta a la solucion.

6) La capa de (PO4)2Cas cristaliza en estructura de apatita con un tiempo de 1500 horas
(aproximadamente 62 dias) en solucion ligeramente alcalina. Este fosfato cristalizado

consolida la unién del vidrio al hueso [12]. EI mecanismo de bioactividad se presenta

en la Figura 5.
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Figura 5. Mecanismo de bioactividad sobre particulas de VB. 2) Formacion de capa__
semipermeable de SiO> y precipitacion de apatita. 3) Inicio de poblacion celular. 4)

Proliferacion celular y formacion de hueso [24].

También se ha encontrado que los VB apoyan la actividad enzimaética [25], la
vascularizacion [26], [27], la adhesion osteoblastica, el crecimiento e induccion de la
diferenciacion de ceélulas mesenquimales a diferentes linajes [28], [29], aspectos
extremadamente importantes para las aplicaciones de ingenieria de tejidos [30]. Por

estas razones y mas, los VB son ampliamente usados en aplicaciones biomédicas

Y,
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debido a su habilidad para unirse al hueso e incluso a los tejidos blandos. Estos
materiales son excelentes candidatos para la produccion de andamios o soportes
celulares, recubrimientos bioactivos sobre implantes ortopédicos y relleno 0seo.
Pueden implantarse en el cuerpo humano y suelen emplearse en craneoplastias,
implantes de globos oculares artificiales, reparacion de dientes y maxilares, cirugia
cardio vascular, cirugia plastica, como bioelectrodos vitreos, en cirugia ortopédica y

traumatologia [12].

Diferente tipo de iones como boro, estroncio, magnesio y muchos otros pueden ser
integrados a los VB, con la intensién de mejorar la funcionalidad y bioactividad del
vidrio. Aun mas, la impurificacion de VB con trazas de elementos se ha incrementado
considerablemente con el afan de generar un efecto terapéutico especifico adicional:
por ejemplo, la plata ha sido usada para incrementar el efecto antibacterial en el
biovidrio; el litio substituido en el BG ha mostrado un incremento en la proliferacion
celular y la actividad metabdlica; los VB impurificados con cobre se han propuesto
para estimular la angiogénesis como estrategia en la regeneracion de hueso; los
biovidrios que contienen cobalto con controlable liberacién de iones se han
desarrollado para imitar las condiciones hipdxicas y mejorar la angiogénesis; y los
biovidrios que contienen zinc se estan considerando para incrementar la proliferacion

de osteblastos en el cultivo [22].

1.1.7 Nanoparticulas de vidrio biactivo (NPs VB)

La reduccion de tamafio a escala nanomeétrica de los VB conduce a una nueva familia
de biomateriales nanoestructurados, presentando un mejor desempefio en aplicaciones
biomédicas y brindando nuevas oportunidades de aplicacion. La mayor area superficial
especifica de las NPs permite, no solo una liberacién mas rapida de iones, sino también
una mayor adsorcion de proteinas y, por lo tanto, una incrementada bioactividad,
comparada con la mostrada por sus similares a micro y macro escala [31]. Existen
evidencias en la literatura de un acelerado depoésito de apatita y mineralizacién de tejido
0seo y dental cuando se encuentran en contacto con particulas a nanoescala, opuesto a

lo observado con microparticulas, considerando que la estructura dsea exhibe
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caracteristicas a nanoescala conformada por una mezcla adecuada de fibrilos de
coldgeno y nanocristales de hidroxiapatita. Se ha mostrado que, imitando la
nanoestructura del hueso sobre la superficie del material sintético implantado, se
incrementa la adhesion de células y su proliferacion [32], [33]. Algunos trabajos de
investigacion demuestran ademas la eficiencia de las NPs VB como sistemas de
liberacion, no solo de iones (Ca?*, POs*, Ag*, etc.), sino también de biomoléculas
(farmacos terapéuticos, proteinas, hormonas, factores de crecimiento y péptidos) [34].
El uso de NPs también favorece el disefio de nuevos materiales y sus aplicaciones
biomédicas. La Figura 6 muestra la posibilidad de utilizar las NPs en la fabricacion de
nuevos materiales, clasificados de acuerdo a la dimension en: NPs (0D), fibras (1D),

recubrimientos (2D), andamios e hidrogeles (3D) bioactivos.

NPs Vidrio Bicactivo
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Figura 6. Uso de las NPs VB en la produccion de diversos materiales bioactivos [30],
[31], [35].

Las NPs pueden ser depositadas sobre superficies metalicas, ceramicas o
poliméricas. El control espacial de las regiones donde se dispersan las NPs, puede
producir superficies bioactivas con patrones especificos. Ademas, es posible controlar
el espesor de los recubrimientos, utilizando por ejemplo tecnologia capa por capa [36].
Recientes estudios demuestran la viabilidad del contacto entre BG con tejido exterior
al sistema esquelético, incluyendo investigaciones de vascularizacion, cicatrizacion de
heridas y reparacion de tejido cardiaco, pulmonar, nervioso, gastrointestinal, tracto
urinario y laringe usando BG en varias formas de particulas, fibras y nanoparticulas

con y sin componentes poliméricos. Los usos de los VB se extienden también a las
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aplicaciones cosméticas y de cuidado dental. Por ejemplo, se afiade vidrio bioactivo en
forma de particulas a la pasta dental [37], [38], unglientos y como agentes de
mineralizacion. También son producidos materiales compuestos que contienen NPs o

andamiajes (scaffolds) de fibras electrohiladas [39].

1.1.7.1 Produccién de nanoparticulas de vidrio bioactivo (NPs VB)

Las técnicas mas comunes mencionadas por la literatura para la produccién de VB

son: 1) Sintesis en fase gaseosa, 2) microemulsion y 3) sol-gel.

1) Sintesis en fase gaseosa. Permite la produccion a gran escala de nanoparticulas (alta
velocidad). Usa precursores metal-organicos para producir nanoparticulas a
temperaturas mayores de los 1000°C. El principio bésico de todos los métodos de
sintesis en fase gas es la formacion de nudcleos moleculares, seguido por su
condensacion 'y coalescencia inducidas por el subsecuente crecimiento de
nanoparticulas en regiones de alta temperatura. El factor méas decisivo para el tamafio
de particula final es el tiempo de residencia promedio de las particulas en las regiones
de alta temperatura. Altas velocidades de enfriamiento (>1000 K/s) y tiempos cortos
de residencia (1 ms) permiten la formacion de las nanoparticulas. Uno de los mas
exitosos métodos de sintesis en fase gas es la sintesis de rociado térmico (flame spray)
[31]. Una adaptacion de este proceso ha demostrado ser muy exitoso y permite el uso
de precursores liquidos organicos cargados con metales en lugar de precursores
gaseosos [40]-[42]. En este proceso, el precursor liquido es dispersado por oxigeno
sobre una boquilla, formando un rociado que sera posteriormente calcinado. Conforme
el precursor es calentado, los constituyentes organicos combustionan completamente
produciendo agua y diéxido de carbono, mientras que los constituyentes metalicos se
oxidan para formar las NPs [31]. Los sistemas de carboxilatos metalicos son
precursores muy convenientes permitiendo la sintesis de NPs de 6xido de casi cualquier
composicion [42]. Adicionalmente, las sales organico-metalicas son altamente estables
en aire, toleran humedad y, lo méas importante, que son completamente miscibles uno
con otro. Permite la produccion de cualquier tipo de NP, mezclando oxidos con alta
homogeneidad quimica. Ademas, el rapido enfriamiento, después de la formacién de

las NPs, puede preservar el estado amorfo del material [43], [44].
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2) Microemulsion. Técnica adecuada para obtener NPs inorganicas con minima
aglomeracion [45]. Utilizada comUnmente para sintetizar exitosamente NPs de 6xidos
y carbonatos [46]-[49]. Se define como una dispersion isotropica transparente y
termodindmicamente estable de dos liquidos inmiscibles, tales como agua y aceite
estabilizados por moléculas surfactantes en la interfaz agua/aceite. En microemulsiones
agua/aceite, las gotas nanométricas de agua son dispersadas en la fase continua
hidrocarbonada y rodeada por la monocapa de moléculas surfactantes [50]. Las gotas
acuosas que contienen los precursores, actian como minireactores 0 nanoreactores Y,
al chocar entre ellas, producen las reacciones quimicas generando los productos. Las
particulas precursoras de hidréxidos u oxalatos son primero formadas en un sistema de
microemulsion. Después del secado y calcinacion del polvo precursor a una
temperatura apropiada, se obtiene el sistema Oxido deseado. Las técnicas de
microemulsion son capaces de liberar particulas de tamafio nanométrico de
composicion organica e inorganica con minima aglomeracion, ya que la reaccion se
lleva a cabo en dominios de tamafio nanométrico. Sin embargo, las principales
desventajas de la técnica de microemulsion son el bajo rendimiento de produccion y el

uso de grandes cantidades de aceite y de surfactante [31].

3) Método sol-gel. Es una técnica via himeda para elaborar materiales ceramicos y
vitreos. Mediante el proceso sol-gel, una suspensién de particulas coloidales puede ser
gelificada para formar un solido. Este método es muy atractivo porque los materiales
se obtienen a baja temperatura. Todas sus propiedades estructurales, texturales,
electronicas y morfoldgicas pueden ser modificadas durante el paso de "sol" a "gel"
[51]. Ademas, este método es flexible para la elaboracion de materiales ceramicos en
polvos, fibras, monolitos, peliculas [52], [53], etc. La Figura 7, muestra las etapas del
método sol-gel, asi como los diferentes productos que se pueden obtener. Debido a las
caracteristicas especiales de los productos sol-gel, dichos materiales han logrado
incursionar en varias disciplinas por su amplia gama de aplicaciones, tal como en la

industria optoelectronica y en la biomedica [52].
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Figura 7. Etapas y productos obtenidos del proceso Sol-gel [54].

El proceso sol-gel utiliza como precursores las sales o los alcoxidos metalicos. Para
la preparacion de los geles de SiO2, se utilizan precursores del tipo alcdxido metélico
que tienen un ligando organico adjunto a un atomo metalico o metaloide. Las opciones
comunmente utilizadas en la preparacion de estos geles son el tetrametoxisilano
Si(OCHz3)s, y el tetraetoxisilano Si(OC2Hs)4 (0 Tetraetil-ortosilicato), conocidos como
TMOS y TEOS, respectivamente [54]. Los geles de silicato son sintetizados por
hidrolisis monomérica y emplean un acido (ejemplo, HCI) o base (ejemplo NH3) como
catalizador, dependiendo del producto ceramico que se desea obtener [55]. Por

ejemplo, la reaccién de hidrolisis para el TEOS es:

Hidrolisis
Si(OR)4 + H20 < OH-Si(OR); + ROH ec. (1)

Esterificacion

Dependiendo de la cantidad de agua y el catalizador presente, la hidrdlisis puede
llegar a la finalizacion (de tal manera que todos los grupos OR son remplazados por
OH) obteniendo el acido silicico [56]:
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Si(OR)4+ 4 H,0 —> Si(OH)4+ 4 ROH ec. (2)

0 puede detenerse mientras el metal es parcialmente hidrolizado, Si(OR)4-.n(OH)n. Dos
moléculas parcialmente hidrolizadas pueden unirse entre si a través de las siguientes
reacciones:
Condensacion hidrolitica
Oxolacion  (OR)3Si-OH + HO-Si(OR)3 < (OR)3Si-O-Si(OR)s + H20  ec. (3)

Hidrolisis

Condensacion alcohdlica
0 Alcoxolacion  (OR)3Si-OR + HO-Si(OR)3 < (OR)3Si-O-Si(OR)z + ROH  ec.
4)

Alcoholisis

El proceso de condensacion forma enlaces siloxano (Si-O-Si) liberando una

molécula de agua o alcohol [54].

A través del proceso de Stdber y, usando hidréxido de amonio como catalizador, es
posible producir las NPs de SiO», incrementando el pH por arriba del punto isoeléctrico
del SiO> soluble (&cido silicico), causando la repulsion entre las nuevas particulas
formadas y produciendo la policondensacion. El tamafio final de las particulas de SiO>
esférico puede controlarse a través de parametros como el pH, el tipo de alcéxido de

silicio y la temperatura de la reaccién [57].

AUn cuando la produccion de particulas de SiO2 es una tarea comun, no lo es la
sintesis de NPs VB. La integracion de calcio a la composicion puede ser un reto. El
nitrato de calcio es usualmente integrado como fuente de calcio; sin embargo, el calcio
no es incorporado al interior de las nanoparticulas hasta que son calentadas a 400°C
[58]. Como consecuencia, la cantidad de calcio entrante a las nanoparticulas es

dependiente de su difusion. Ademas, cuando un polimero o surfactante es usado como
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agente director del crecimiento, se mejora la dispersion y forma esférica de las NPs,
con la correspondiente afectacion en la difusion del calcio, limitando su cantidad al

interior del vidrio [59].

Recientemente Hong et al. [60] han llevado a cabo trabajos de investigacion para
producir NPs de silicatos bioactivos mediante la combinacion del proceso sol-gel y la
coprecipitacion. El proceso consiste en realizar la mezcla de precursores en ambiente
acido, la precipitacion de las particulas en condicion alcalina y un proceso de secado
(freeze drying, liofilizacion). Mediante este proceso, fue posible la obtencidén de NPs
con tamafios entre 40 y 70 nm. Chen et al. [61] investigaron los efectos de diferentes
morfologias sobre la bioactividad, in vitro, de NPs VB correspondientes al sistema CaO
—P20s5 — SiOz. Se reportd que no solo el area superficial y el tamafio de poro juegan un

papel importante en la bioactividad, también la morfologia superficial.

Otros trabajos de investigacion también han desarrollado NPs VB utilizando
surfactantes y aditivos para formar las particulas y prevenir su aglomeracion. Por
ejemplo, Luz y Mano han mostrado que la adicion de polietilenglicol (PEG, por sus
siglas en inglés) de diferentes pesos moleculares al final del proceso sol-gel
(modificacién superficial) induce un cambio en la morfologia de las NPs; cadenas
moleculares mas pequefias resultaron en la formacion de particulas densas, mientras

que cadenas mayores resultaron en particulas huecas méas aglomeradas [62].

1.1.8 Biomateriales compuestos con VB

La mayoria de las tecnologias modernas requiere materiales con una combinacion
inusual de propiedades imposibles de conseguir con los metales, las ceramicas y los
polimeros convencionales. El desarrollo de materiales compuestos brinda la
oportunidad de obtener propiedades excepcionales mediante la combinacion de dos o
mas materiales. Por lo tanto, un material compuesto es multifasico, es decir, sus fases
son quimicamente distintas y separadas por una interface. La mayor parte de los
materiales compuestos estdn formados por dos fases; una llamada “matriz” que es

continua, envolviendo a la otra fase denominada “dispersa”. Como consecuencia, las
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propiedades de los materiales compuestos dependen fuertemente de las propiedades de
las fases constituyentes, de sus proporciones relativas y de la forma, tamafio,
distribucion y orientacion de la fase dispersa. La mayoria de los materiales compuestos
se han creado para mejorar la combinacion de propiedades mecanicas tales como
rigidez, tenacidad a la fractura y resistencia a la tensioén a temperatura ambiente y a
elevadas temperaturas [63]. Sin embargo, la integracion de la fase dispersa también
puede influir sobre propiedades Opticas, térmicas, magnéticas, bioactivas, etc. Los
materiales compuestos pueden tener matriz cerdmica, metalica o polimérica, y pueden

reforzarse con particulas, fibras o estructuras laminadas.

Los nanocompuestos son estructuras conformadas por varias fases, en los cuales
alguna de ellas tiene por lo menos una dimension en el orden de los hanémetros. Esta
clase de materiales pueden ser disefiados para reunir varias funciones a la vez y sus
propiedades son comuUnmente superiores a los compuestos convencionales a
microescala [64]. Son manufacturados distribuyendo particulas nanomeétricas en una
matriz y las ventajas de tener una fase dispersa de tamafio pequefio son amplias y Utiles.
Por ejemplo, la interaccion de interface entre las particulas y la matriz es fundamental
para las propiedades mecanicas, y esta interaccion incrementa con la reduccion del
tamafo de particula. Otro aspecto a considerar es la geometria de las nanoparticulas.
Como ejemplos se pueden mencionar plaqueta (platos) o particulas laminares,
nanotubos, nanofibras, nanoparticulas huecas, esféricas, poliedrales, y nicleo-coraza
(core shell), las cuales tienen gran influencia sobre las propiedades, afectando la
energia superficial y la relacion superficie-volumen establecida entre la matriz y el

material disperso [64].

En afios recientes muchos grupos de investigacion han desarrollado materiales
compuestos para la ingenieria de tejidos mezclando particulas de VB y algunos
polimeros [65]-[69]. Con la intension de producir superficies bioactivas, en uno de los
estudios se obtuvieron particulas de VB preparadas mediante la técnica de fusion-
enfriamiento y su posterior molienda mecanica, presentando un tamario de particula en

el orden de los micrometros. Estas particulas (menos del 20 % en peso) fungieron como
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fase dispersa de una matriz polimérica, resultando en superficies bioactivas y
propiedades mecénicas no uniformes [70]-[72]. Se observé que el incremento en el
contenido de VB afectd seriamente las propiedades mecanicas de los materiales
compuestos, debido a los grandes defectos en la interfaz particulas de VB - matriz
polimérica. Ademas, se identificaron deficiencias en su desempefio biolégico cuando
las células cultivadas sobre estos materiales tendian a no atarse, ni proliferar
uniformemente, generando la falla del material compuesto. Las dimensiones de las
particulas y su distribucion en la matriz polimérica no proveian de una superficie con
propiedades fisicoquimicas homogéneas (a escala celular) ni el medio adecuado
(rugosidad, arquitectura, humedad, composicion quimica, etc.) para la adaptacion
celular. Se identifico que solo las regiones con rugosidad y humectacion, generadas por
la aglomeracion de particulas, incentivaron la adherencia celular [72], [73]. Ante estos
retos, en investigaciones subsecuentes se planted el uso de NPs VB como una posible
solucion. Las NPs pueden dispersarse uniformemente en una matriz polimérica
consiguiendo propiedades superficiales uniformes. Ademas, la alta area superficial de
las NPs mejora la interaccion superficial entre el vidrio bioactivo y la matriz
biopolimérica, disminuyendo el efecto de la separacion de fases e incrementando la
bioactividad [74]. Peter y colaboradores fabricaron NPs VB mediante el método sol-
gel, que fueron mezcladas con quitosano y gelatina para obtener andamios (soportes
celulares) con microporos de 150-300 micrometros de diametros. Los andamios
obtenidos mostraron mejor degradacion e hinchamiento en medio bioldgico,
incrementando la adsorcion de proteinas, buena dispersion y adherencia celular,
incrementando con el contenido de las NPs. Estos materiales fueron propuestos como

candidatos potenciales para la regeneracion de hueso alveolar [75].

Los VB ofrecen ser un potencial sistema de liberacion de iones, por ejemplo, dentro
de soportes celulares (scaffolds) para la regeneracionde tejido, debido a su habilidad
para incorporar una gran variedad de elementos y a sus propiedades para controlar su
disolucién dentro de los fluidos fisioldgicos [76]. Sin embargo, como un sistema
integrado, los materiales compuestos ceramico-polimero pueden utilizarse para la

produccion de apositos, suturas y parches en el tratamiento de heridas o lesiones. El
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uso de agentes bioactivos tépicos en forma de soluciones, cremas y unglientos para la
liberacion de farmacos, iones o biomoléculas a la herida no es muy efectivo debido a
que el fluido se absorbe rapidamente y, en el proceso, pierde sus caracteristicas
reoldgicas convirtiéndose en fluido movible [77]. Por tanto, el uso de materiales
solidos es preferido en el caso de heridas exudativas, brindando una mejor
administracion exudada y prolongada permanencia en el sitio de la herida. A diferencia
de los apositos tradicionales como gazas y algodon, que no toman parte activa en el
proceso de curacion de la herida, los apositos avanzados son disefiados para tener
actividad bioldgica por si mismos o liberando constituyentes bioactivos incorporados
[77]. Los farmacos y moléculas terapéuticas incorporadas juegan un papel activo en el
proceso de curacion de heridas, tanto como agentes de limpieza y desbridamiento (aseo
quirdrgico, eliminacion tejido muerto, dafiado o infectado para mejorar la salubridad)
removiendo el tejido necrdtico, o como farmaco antimicrobial previniendo o tratando
la infeccion mediante la integracion de factores de crecimiento que apoyan la
regeneracion de tejido. Los apositos poliméricos bioadhesivos (sintéticos,
semisintéticos y naturales) son potencialmente usados en el tratamiento de infecciones
locales logrando concentraciones locales incrementadas de antibidticos, mientras se
evitan dosis suficientemente altas, asi se reduce la exposicién del paciente a un exceso

de farmacos, a mas del requerido en el sitio de herida [78].

1.1.8.1 Compuestos de matriz poliméricay NPs VB

Los materiales compuestos conformados por polimeros, tanto sintéticos y de origen
natural, han sido reportados para la liberacion controlada de farmacos, iones o
biomoléculas al sitio de herida. Mediante el control del grado de hinchamiento,
densidad de entrecruzamiento y velocidad de degradacion, la cinética de liberacion
puede ser ajustada con la finalidad de programar la liberacion de farmaco o ion deseado
[79]. La liberacién a partir de las formulaciones poliméricas es controlada por uno o
mas procesos fisicos incluyendo: 1) hidratacion del polimero por los fluidos, 2)
hinchamiento para formar el gel, 3) difusion del farmaco/ion mediante la matriz
polimérica y 4) erosion/degradacion eventual del sistema polimérico [78], [80].
Tras el contacto del material seco con la superficie de la herida humeda, el exudado

penetra a la matriz polimérica. Esto causa hidratacion y eventualmente hinchamiento
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del apdsito para formar un sistema de liberacion sobre la superficie de la herida
[81].

Los polimeros empleados en la formulacion de estos materiales pueden ser
divididos de acuerdo con su origen y accion biolégica en polimeros naturales inertes,

naturales bioactivos y sintéticos. La Tabla 2 muestra una breve revision de éstos.

Tabla 2. Polimeros cominmente utilizados en la produccion de materiales con

aplicaciones de curacion y sanacion de heridas [81].

POLIMEROS COMUNMENTE UTILIZADOS
Carboximetilcelulosa
Fibroina de seda
NATURALES Pectina

Carragenina

Oxido de polietileno
Polivinil alcohol
Acido poli(L-l4ctico)
Polietilenglicol
Poliuretano

Colageno

Gelatina
BIOACTIVOS Acido hialurénico
Quitosano

Alginato de Sodio

SINTETICOS

Los polimeros naturales inertes pueden ser obtenidos a partir de plantas, fuentes
bacterianas, flngicas o animales y son comunmente usadas debido a su
biocompatibilidad y biodegradabilidad. La celulosa bacterial es un exopolisacarido
natural puro producido por géneros microbianos especificos. La buena
biocompatibilidad, hemocompatibilidad, resistencia mecéanica, microporosidad y
biodegradabilidad, hace a este material uno de los materiales poliméricos naturales
méas usados para el cuidado de heridas [82]. La celulosa bacterial es usada
especialmente como un scaffold/matriz soporte para apdsitos en el tratamiento de

heridas cronicas, debido a que posee muchas de las caracteristicas de un apésito ideal.
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Se sabe que promueve el desbridamiento autolitico, reduce el dolor y acelera la
granulacion, asegurando efectivamente la curacion de la herida [83]. Los polimeros
naturales bioactivos sontambién cominmente usados debido a su biocompatibilidad y
biodegradabilidad, pero ain mas, debido a que tienen un efecto terapéutico en una o
mas etapas de la curacion de las heridas. La mayoria de ellos forman parte de la matriz
natural del cuerpo (matriz extracelular) o contienen componentes que poseen actividad
fisioldégica como parte del proceso natural de curacion de las heridas. Los materiales
poliméricos bioactivos mas comunes para la produccion de apdsitos incluyen al
coladgeno (y gelatina), &cido hialurdnico, quitosano y alginato de sodio [81]. Los
polimeros sintéticos comunmente empleados en apdsitos incluyen alcohol polivinilico
(PVA), oxido de polietileno (PEO) y poliuretano. Su naturaleza hidrofilica imparte
importantes caracteristicas funcionales en la curacion de heridas como la capacidad
para absorber humedad y la transmision de vapor de agua que permite mantener el
ambiente himedo de la herida mientras evita la coleccion de excesivos exudados.
Ademas, son generalmente adhesivos, permitiendo una residencia (permanencia)
prolongada, presentan biocompatibilidad y poseen mayor resistencia mecanica que los
naturales. Los polimeros sintéticos pueden ser procesados usando varias técnicas tales
como electrospinning (electrohilado) y la sintesis de hidrogeles [84]. Comunmente,
los materiales sintéticos son usados en combinacion con polimeros naturales o
bioactivos para mejorar las propiedades mecanicas del aposito final, como en el caso
de las felpas (mantas) de nanofibras electrohiladas compuestas de poliuretano y
dextrano o polietilenglicol y quitosano [85], [86].

1.1.8.2 Alcohol polivinilico (PVA)

El alcohol polivinilico es un polimero sintético soluble en agua ampliamente usado
en la industria debido a sus multiples caracteristicas incluyendo biocompatibilidad y
biodegradabilidad [87]-[90]. Ademas, es un buen formador de membranas y geles,
adhesivo y emulsificante [91], [92]. Es un polimero altamente hidrofilico y sus
propiedades son fuertemente influenciadas por el nivel de humedad. Se hincha o
incluso puede ser disuelto al contacto con agua liquida, siendo esta su principal
cualidad [92]; siendo necesario el entrecruzado quimico o térmico de sus grupos

hidroxilo, reduciendo su solubilidad y permitiendo ademéas mejorar las propiedades
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mecénicas, la estabilidad térmica y la consolidacién del material [93]-[95]. Su
estructura molecular se conforma de grupos alcoholes secundarios unidos a una cadena
lineal hidrocarbonada facilitando su entrecruzado [96]. El método “Congelamiento-
Descongelamiento (C/D)” es la via fisica mas usada [97], [98]. Este proceso consiste
en congelar (hasta aprox. -20°C) y descongelar (a temperatura ambiente) la solucion de
PVA por ciclos repetidos, creando regiones de alta concentracion polimérica y
permitiendo que entren en contacto las cadenas por un tiempo prolongado y reduciendo
la distancia de separacion entre ellas. De esta manera se promueve la formacion de
enlaces de hidrogeno entre los grupos hidroxilo tanto intra/intermolecular y la
reorganizacion de las cadenas poliméricas en dominios cristalinos [96], [99], [100], ver
Figura 8 a). Los hidrogeles preparados por la via fisica no usan entrecruzantes
organicos toxicos [101]. El entrecruzamiento quimico usa diferentes agentes, tales
como glutaraldehido, glioxal, &cido maléico, &cido citrico, trimetafosfato de trisodio,

dianhidruros, &cido succinico y acido sulfosuccinico [102], ver Figura 8 b).

a) b)

332 8. Cevlan et al. 7 Effect of crosslinking methods on the structure and biocompatibility

A) “u B)
Figura 8. a) Enlaces de hidrogeno entre grupos OH en cadenas poliméricas de PVA

vecinas. b) Reaccion de entrecruzamiento entre las cadenas poliméricas de PVA'y
glutaraldehido (GA) [103].

1.1.8.3 Alginato de sodio (SA)

Probablemente sea el polimero de mayor aplicacién en las ciencias biomédicas y la
bioingenieria debido a su biocompatibilidad, bioadsorcién y facil gelacion. Se usa
tipicamente como hidrogel en la biomedicina, incluyendo aplicaciones como la
sanacion de heridas, liberacion de farmacos/iones y otras aplicaciones propias de la

ingenieria de tejidos [79]. Es reconocido por ser un copolimero aniénico no ramificado,

40



CAPITULO I COMPUESTO PVA - SA NPs VB

extraido a partir de los constituyentes del alga parda (Brown), compuesto por dos
unidades monoméricas unidas: 1) acido f-D-manurénico (M) y 2) acido a-I-gulurénico
(G). El alginato de sodio es soluble en agua e inestable, por lo que no es viable su uso
para el proceso de adsorcion directamente. Con la finalidad de superar esta dificultad,
surgen las estrategias de entrecruzamiento, logrando aumentar su estabilidad y
capacidad de adsorcion [104]. EI método comUnmente utilizado para su produccion
consiste en mezclar una solucion acuosa de alginato con un agente entrecruzante
ionico, tal como los cationes divalentes (por ejemplo, Ca?*). La interaccion ocurre entre
las regiones ricas de &cido gulurénico de las cadenas poliméricas adyacentes,
resultando una estructura en forma de “caja de huevo” [105], [106], ver Figura 9. La
composicion en los segmentos gulurdnicos (peso molecular y relacion
manuronico/gulurdnico) y la duracion del entrecruzamiento afectaran fuertemente la
calidad de la matriz formada. Cuando los hidrogeles estdn procesados a partir de
alginato rico en residuos gulurénicos, los geles resultantes tienden a ser rigidos,
mientras que los geles mas elasticos se producen a partir de alginatos con bajo
contenido de acido gulurénico [107]. La habilidad de los iones calcio (Ca®")
entrecruzando las cadenas de alginato presentan a éste polimero como un material ideal
en la produccion de andamios o soportes celulares dentro de la ingenieria de tejido
[108].

Configuracion “Caja de hueveo’

Interaccion idnica entre Ca’*y
grupos carboxilicos de bloques G

Figura 9. Entrecruzamiento de las cadenas de alginato mediante la coordinacion del
ion Ca2* y grupos carboxilicos [104], [105].

41



CAPITULO Il. COMPUESTO QUITOSANO — NANOPARTICULAS DE ORO

2.2 La importancia de las nanoparticulas metalicas (MNPs)

La fusion de la nanotecnologia y la ciencia de los materiales ha incentivado el
desarrollo de nuevos nanocompuestos con propiedades térmicas, cataliticas, eléctricas,
Opticas y mecanicas altamente mejoradas, comparadas con las mostradas por los
materiales convencionales [109]-[112]. Los metales nobles, en estado coloidal, han
sido ampliamente estudiados principalmente debido a su eficiencia en terapias y
diagnosis [113], [114]. Debido a su pequefio tamafio, sus mayores areas superficiales
y habilidad para asistir en procesos de transferencia electronica, las nanoparticulas de
metales nobles (NMNPs), especialmente Au y Pt, son excelentes candidatos para su
uso Yy aplicacion en sensores electroquimicos [115]-[117]. Su biocompatibilidad con
células y tejidos ha sugerido una amplia aplicacion en diagnosis [109]. Los biosensores
de NMNPs han mostrado un papel importante en el mejoramiento de la precisiéon y
especificidad, brindando una ventaja sobre los métodos de diagnosis biomolecular
existentes [118], [119].

2.2.1 Funcion de las MNPs en biosensores

Un biosensor es una herramienta que monitorea reacciones quimicas o biologicas,
produciendo una sefial proporcional a la concentracion del analito. El principio basico
de operacion consiste en la interaccion generada entre el elemento biol6gico con el
analito produciendo cambios fisicos y quimicos, siendo censados por el transductor o
detector y produciendo una sefial proporcional a la concentracion del analito [120]. Por
ejemplo, el biosensado de importantes analitos clinicos juega un papel crucial en la
vida humana para el monitoreo y diagnéstico de varias enfermedades. El desarrollo de
biosensores sensibles, selectivos y de bajo costo es de gran importancia para la
deteccidn temprana de enfermedades [121]. Otros campos como son la industria de los
alimentos y proteccion ambiental requieren pruebas de deteccion claras, rapidas y de
bajo costo, monitoreando bacterias y otros patdgenos en alimentos y agua contaminada
[122], [123]. Con el avance en la nanotecnologia y nanomedicina se han desarrollado

sistemas de deteccidon conformados por MNPs, cubriendo ademas el requerimiento en
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la reduccion de sus dimensiones (miniaturizacion) para una mejor portabilidad [124].
Las MNPs tienen una combinacion exclusiva de propiedades tales como
biocompatibilidad, mayor area superficial y buena conductividad, presentandose como
candidatos ideales en la produccion de sensores piezoeléctricos [125], mejorando los
sitios de bioreconocimiento y la inmovilizacion del receptor, la eficiencia catalitica, la
transferencia electrénica, la biocompatibilidad, etc. Las principales ventajas de los
sensores compuestos por MNPs son: 1) Amplificacién significativa de la sefial, 2)
Mayor sensibilidad y, 3) Mejoramiento en la deteccion y cuantificacion de
biomoléculas y diferentes iones [126], [127]. Las MNPs definen su funcion en el sensor
de acuerdo con los cambios fisicos o electroquimicos que ocurren después de enlazarse
al analito biomolecular y al receptor inmovilizado sobre su superficie, actuando como
plataforma de inmovilizacidn [125], acelerador de la transferencia electrénica [128],
catalizador de reaccién entre materiales quimioluminiscentes con sus substratos [129],
amplificador de cambios de masa [130] y mejorador de cambios en el indice de
refraccion [131]. Pueden fungir como “cables electronicos” en biosensores
electroquimicos, ademas de inmovilizar a los bioreceptores, permitiendo a los
electrones producidos en las reacciones ser transportados a los electrodos de censado o
convertir otros cambios fisicoquimicos en sefiales medibles proporcionales a la

concentracion del analito [128].

2.2.2 Las nanoparticulas de oro (AuNPs)

Las AuNPs esféricas destacan debido a sus propiedades optoelectronicas
dependientes de su tamafio y forma, area superficial, excelente biocompatibilidad y
baja toxicidad [132]. Ademas de otras propiedades importantes como son el plasmoén
de resonancia superficial (SPR) y la habilidad para apagar (quench) la flourescencia.
Conforme se incrementa el tamafio de su diametro de 1 a 100 nm exhiben un rango de
colores (por ejemplo, café, rojo y parpura) en solucion acuosa y, generalmente,
muestran un pico de absorcion entre 500 y 550 nm dependiendo de su tamafio [133].
Cuando se inciden fotones a las AuNPs, los electrones superficiales se excitan y esta
banda de absorcion (banda de plasmén superficial) incrementa debido a la oscilacion
colectiva de los electrones en la banda de conduccion, ver Figura 10.
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Extincion R
<

Extincion

Figura 10. Esquema de un censado plasmonico convencional. A) La resonancia
plasmonica de las MNPs en funcion de la longitud de onda (A). Generacion del pico
de absorcion por la interaccion de los electrones superficiales con la luz. B)
Acercamiento al pico A* y su desplazamiento conforme cambia el indice de

refraccion (n) del medio circundante, ni<n2[134].

Esta banda no es visible para NPs menores a 2 nm y los materiales en volumen; pero
el tamafio no es el Unico factor que influye sobre ella, existen otros pardametros tales
como la forma, el solvente, el ligando superficial, la carga del ndcleo, la temperatura e
incluso es sensible a la proximidad de otras NPs [135]. Por ejemplo, la agregacion de
las NPs se identifica a través de un desplazamiento de frecuencia SPR hacia el
infrarrojo, mientras que la ampliacion de la banda de plasmon superficial y el cambio
de color en la solucién de rojo a azul se atribuye al acoplamiento del plasmon

interparticula [136].

2.2.3 Metodos para la sintesis de NMNPs
Debido a los altos requerimientos energéticos y poco control sobre la morfologia de
las NPs obtenidas, los procesos top-down para la sintesis de NMNPs son menos

utilizados [137]. Los procesos bottom-up presentan ventajas sobre el producto final con
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tamafio, forma y composicion quimica ma&s homogéneos, siendo incluso mas
economicos. El enfoque bottom-up considera comdnmente un procedimiento de
sintesis de quimica humeda, tales como la reaccion quimica [138], [139],
electroquimica [140], [141], sonoquimica [142], [143] y sintesis verde [144], [145]. El
principal reto por superar para su aplicacion biomédica es la purificacion de las
particulas sintetizadas a partir de su mezcla reactiva (quimicos toxicos, solventes

organicos) [137].

2.2.3.1 Reduccidén de iones metalicos en solucién

A partir de sales idnicas (precursores) se lleva a cabo la reduccidn de iones metalicos
usando varios agentes quimicos, en presencia de un agente estabilizante y bajo
parametros de reaccion favorables (pH, temperatura, etc.). Es el método més popular y
confiable, debido a su simplicidad [113], [146]. Una extensa lista de agentes reductores
esta disponible para este proceso, incluyendo citrato de sodio [147], [148], acido tanico
[146], boro hidruro de sodio [149], hidracina, hidrogeno, hidruro de litio y aluminio,
asi como los alcoholes [113], [150]. Similarmente, existen muchas opciones para elegir
el agente estabilizante y pueden dividirse en 2 categorias: 1) de bajo peso molecular
(por ejemplo, citrato, SDS, quitosano, etc.) y; 2) alto peso molecular (por ejemplo,
almidon, tween, PVP, PEG, etc.). Los estabilizadores de bajo peso molecular
(generalmente detergentes cargados) tienen la tendencia a alterar la carga superficial
de las particulas sintetizadas y mantener la fuerza repulsiva entre ellas, previniendo la
agregacion; este tipo de estabilizadores generalmente no protegen a las NPs contra
factores ambientales (especialmente cambios en la temperatura de almacenamiento y
exposicion a la luz). Los estabilizadores de alto peso molecular generalmente
envuelven a las particulas y las protege del ambiente. Han mostrado ser mas eficientes
que los de bajo peso molecular. A pesar de sus ventajas, sus aplicaciones biolégicas y
propiedades cataliticas, son cuestionables debido al espesor de la capa de agente
estabilizante sobre las particulas que previene su disolucién [151], [152]. La reduccion
quimica puede ser facilmente regulada modificando los pardmetros de la reaccion (pH
y la relacion entre el agente reductor y el estabilizante) [137].
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2.2.3.2 Sintesis quimica de las AUNPs

Turkevich et al. desarrollaron un método sintético para producir AuNPs en 1951
tratando &cido cloro-adrico (HAuUCls) con &cido citrico en agua hirviendo, donde el
citrato actia como reductor y estabilizante [153]. Aun mas, Frens refind el método
variando la relacion Oro/citrato para controlar el tamafio de particula [154]. Este
protocolo ha sido ampliamente empleado para preparar soluciones diluidas de AuNPs
esféricas, moderadamente estables, con didmetros entre 10 y 20 nm, aunque se pueden
preparar de mayor tamafo (por ejemplo, 100 nm). Estas AuNPs estabilizadas con
citrato, pueden experimentar agregacion irreversible durante su funcionalizacién con
ligandos tiolato. Muchas estrategias han sido desarrolladas con la intencion de resolver
el problema, incluyendo el uso de surfactantes antes de la modificacion para prevenir
la agregacion [155]. Sin embargo, el requerimiento de alta dilucion es un reto para su

produccién a gran escala [135].

2.2.4 Quitosano (CS)

Es un polisacarido natural, derivado de la quitina, conformado por dos
monosacaridos, N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina, conectados por enlaces 3-
1, 4-glucosido. La quitina contiene principalmente N-acetil-D-glucosamina y puede
transformarse en quitosano mediante la parcial deacetilacion del monémero N-acetil-
D-glucosamina a D-glucosamina [156], ver Figura 11. Por lo que el quitosano es mas
soluble en agua y mas facil de procesar. Los oligdmeros de quitosano se han proyectado
para ser utilizados en campos como la agricultura, tratamiento de aguas y aguas
residuales, alimentos y bebidas, quimicos, cosméticos y cuidado personal [156], [157].
Debido a sus propiedades bioactivas, es un candidato potencial para la produccién de

apositos para el tratamiento de heridas y cosméticos [158].
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Figura 11. Estructura quimica de la quitina y quitosano [159].

Los hidrogeles son redes poliméricas entrecruzadas quimica y/o fisicamente con
grupos hidrofilicos, pueden absorber y retener gran cantidad de liquidos en un ambiente
acuoso [160]. Debido a su alto contenido de agua y suavidad, similar al tejido humano
(por ejemplo, piel, cartilago, musculo, etc.), los hidrogeles de quitosano son excelentes
candidatos para producir tejidos artificiales [161]. EI CS es un polisacarido de auto-
ensamblado que responde de acuerdo con el pH del medio en el que se encuentra. En
medio acido, el grupo amino es protonado produciendo repulsion electrostatica entre
las cadenas poliméricas, obteniendo un polielectrolito catidnico soluble en agua. En
condiciones neutras y basicas de pH, la deprotonacion del grupo amino promueve la
formacion de enlaces de hidrégeno inter e intramolecular, asi como el autoensamblado
de las cadenas poliméricas formando el hidrogel y reduciendo su solubilidad [162],
[163] ver Figura 12.

Debido a su origen natural, biocompatibilidad y biodegradabilidad, el CS aparece
como una opcion viable para la sustitucion de algunos polimeros sintéticos y su
aplicacion en dispositivos electronicos, baterias de estado sélido y sensores [164],
[165]. Su estructura molecular conformada por grupos hidroxilo y amino es versatil
para modificaciones quimicas y permite buena interaccion con iones como los

ionoforos. La mayoria de los materiales producidos con CS exhiben conductividad
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eléctrica debido a sus sitios de enlace proténico que permiten la movilidad. Entre las
muchas propiedades exhibidas por este polisacarido, la actividad quelante y la
conductividad eléctrica son de particular relevancia en el desarrollo de sensores y
dispositivos electroquimicos. La habilidad donadora de hidrdgeno del CS es un factor
clave para muchas de sus propiedades, como la conductividad eléctrica, asistida por la
red de enlaces de hidrogeno a lo largo de su estructura [159].
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Figura 12. Mecanismo de hinchamiento dependiente del pH en hidrogeles de CS
[163].

En estado seco, las peliculas de CS exhiben muy baja conductividad eléctrica, menor
a 10 S/cm [166]. Sin embargo, si estas peliculas son hidratadas o solvatadas con
soluciones salinas, se mejora fuertemente su conductividad [166]-[168]. Las peliculas
de acetato de CS mostraron conductividades mayores a los 10 S/cm después de 1 hora
de hidratacion [166]. Esto muestra que la conductividad mejorada en las peliculas
himedas es una consecuencia de la absorcion de agua, sugiriendo una relacién con los
cambios conformacionales en las cadenas de CS. Cuando las peliculas secas son
hidratadas, los grupos amino son parcialmente protonados y forman solo algunos iones
hidroxido [168]:

Chit-NH+H0NH**+OH  ec. (5)
Sin embargo, se considera que el incremento en la conductividad de las peliculas

humedas no se atribuye a la iones OH™ [168], [169], se debe al “mecanismo Grotthus”

(mecanismo de salto de protones) [168]. Cuando las moléculas de agua son adsorbidas
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por las cadenas de CS, se forman los enlaces hidrégeno entre el agua y los grupos amino
protonados y otros grupos polares [169]. El incremento en los enlaces intra e
interhidrégeno en la estructura del CS, crea una red a través de la cual los protones (H*)
pueden saltar a lo largo de la red de hidrogenos enlazados, siguiendo un proceso de
reorientacion con enlaces de clivaje en un rearreglo molecular local [168], [169]. Esta
movilidad protonica explica la diferencia en la conductividad y temperatura, descrita
por el modelo Vogel-Fulcher-Tammann (VFT) en experimentos de calentamiento de
peliculas humedas en el rango de 25-70°C [168]. A través de mediciones de relajacion
dieléctrica, se dedujo que el comportamiento VFT estd relacionado al proceso de
relajacion a, incluyendo la rotacién de los grupos hidroxilo y amino, asi como al
rompimiento de los enlaces hidrogeno debido a la desorcion de agua en peliculas
hdmedas, obtenidas por debajo de su Tg [168], [170].

2.2.4.1 Sistema CS-AuNPs para la fabricacidn de biosensores

A pesar de las excelentes propiedades otorgadas por la estructura del CS, son
necesarias algunas modificaciones para obtener un material con mejor desempefio en
una aplicacion especifica [159]. La literatura ha mostrado que el uso de polimeros como
agentes protectores, permite fabricar y dispersar AuNPs previniendo su agregacion.
Algunos polimeros, ademas, pueden controlar la cinética en la reduccion de iones Au®",
brindando una opcidn viable para la produccién de AuNPs de diferentes tamafios [171].
En estudios anteriores se ha reportado la capacidad del CS para estabilizar las AUNPs
[172], [173]. Debido a la carga positiva del CS en estado protonado, éste puede
adsorberse sobre la superficie de las AuNPs [171], [174], ver Figura 13. Estudios
previos han demostrado que el CS estabiliza a las AuNPs, no solo en soluciones,
también en hidrogeles [175]. Por ejemplo, un estudio reciente presentd un método
atractivo para la determinacion de histiamina, considerando un biosensor enzimatico
electroquimico. La oxidacion de la histiamina catalizada por oxidasa diamina (DAO)
inmovilizada podria generar peroxidasa de hidrogeno (H202), causando un cambio
medible en la corriente de oxidacion [176]. Las enzimas se encapsularon en un criogel
(Cry), un material soporte poroso caracterizado por una gran area superficial, de facil

preparacion mediante condiciones C/D. La combinacién del Cry y un polimero natural
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como el CS gener6 una matriz eficiente para la inmovilizacién de enzimas, logrando
obtener un soporte con abundantes grupos amino (-NH), en una estructura de Cry, no
toxico y biocompatible [177]. Sin embargo, la inherente baja conductividad del CS
limitaba su aplicacion, por lo que se sugirid la preparacion de un material compuesto,
combinando el CS con nanomateriales altamente conductivos, facilitando la
transferencia electronica. Asi surge el sistema CS-AuNPs con la intencion de mejorar
la conductividad y fabricar excelentes soportes en la inmovilizacion de enzimas [178],
[179]. En estudios relevantes, este tipo de sistemas mostraron alta sensibilidad, sin
requerir complicados procedimientos antes del tratamiento de la muestra, realizando el

analisis en cortos periodos de tiempo y bajo costo [180].
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Figura 13. Esquema de la interaccion entre las cadenas de CS y la superficie de las
AuNPs [181].

Los hidrogeles, en forma de pelicula, son una de las formas mas usadas del CS en
el desarrollo de dispositivos quimicos y sensores. En algunas aplicaciones, las peliculas
o hidrogeles de CS pueden usarse como vehiculos o como substrato para otros
compuestos 0 NPs produciendo materiales compuestos con propiedades mejoradas.
Considerables avances han ocurrido en afios recientes, originados principalmente por
el desarrollo de la nanotecnologia. Algunas de las propiedades mejoradas, debido a la
alta area superficial de las nanoparticulas, son la resistencia a la tension, la
conductividad y la fotoluminiscencia [182]. Entre los métodos reportados en la
literatura para la preparacion de peliculas de CS se pueden mencionar: 1) el colado
(casting), 2) el centrifugado (sping-coating) y 3) el deposito electroquimico [159], ver
Figura 14. El colado consiste en agregar el CS dentro de una solucion &cida y
mantenerla en agitacion hasta completar su solubilizacion. Entonces, la disolucion es
vaciada sobre un molde para proseguir con el proceso de secado a temperatura y

humedad relativa controladas [164], [168], [183] para, finalmente, obtener las
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peliculas. A través del método de centrifugacion se requieren soluciones que cumplan
con la adecuada viscosidad y homogeneidad para el procesado. Este se lleva a cabo
dispersando la disolucion sobre una superficie plana, sometida a alta velocidad de
rotacion [184]. Mientras la solucion cubre la superficie, el solvente se evapora,
controlando el espesor de la pelicula a través de la concentracion del polimero,
volatilidad del solvente y la velocidad angular del rotor. En el depdsito electroquimico
del CS, dos electrodos (catodo y anodo) son sumergidos en la solucion precursora y
sometidos a voltaje [185]. El deposito del CS sobre el catodo (electrodo polarizado
negativamente) es causado por la evolucion del hidrogeno (H>) a partir de la electrolisis
del agua, consumiento protones (H") y generando un exceso de iones hidroxilo (OH")
en las inmediaciones de este electrodo. Los grupos amino protonados son atraidos
electrostaticamente al catodo, provocando la insolubilizacién del polimero sobre el
electrodo. El flujo continuo de electrones y la remocidn de protones mediante el catodo,
generan la formacion de una delgada pelicula sobre la superficie del catodo. De acuerdo
con Suginta [186], el electrodeposito de CS es de importante interés en el desarrollo de
dispositivos biosensores electroquimicos, y en la selectiva colocacion de los depdsitos
poliméricos sobre los sitios activos de arreglos microelectrodo y nanoelectrodo que no
serian facilmente producidos con otros procedimientos convencionales [159].
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Figura 14. Métodos de preparacion para peliculas de CS. A) Colado, B)
Centrifugacion, y C) Electrodepdsito [159].
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CAPITULO I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO

3.1 Justificacion

En afios recientes, la demanda de terapias clinicas mas efectivas y menos invasivas
para la reparacion de tejido y anormalidades congenitas, asi como para la deteccion
temprana de enfermedades, han motivado el desarollo de nuevas tecnologias. Los
biomateriales han demostrado ser una opciédn viable para cubrir los requerimientos en
diversas &reas clinicas. De acuerdo a sus propiedades y composicion quimica, se han
utilizado en la produccién de material quirdrgico, implantes, en formulaciones de
farmacos, biosensores, etc. Por ejemplo, los vidrios de una composicion especial (SiO2-
Ca0-P,0s) han mostrado ser bioactivos, reabsorbibles en el organismo y exhiben
adecuadas propiedades mecanicas, convirtiéndolos en excelentes candidatos para la
ingenieria de tejido. La estimulacion del tejido para su pronta regeneracion mediante
estos materiales resultan en un beneficio para el paciente, acelerando la cicatrizacion
de heridas y reduciendo los tiempos del tratamiento. Tambien se han utilizado
materiales metalicos como el oro en la produccion de sensores, aprovechando sus
propiedades conductivas y eléctricas para la deteccion de algunas biomoléculas
especificas en analisis clinicos. Aun mas, las ventajas que la nanotecnologia ha
otorgado a estos biomateriales ha permitido que se produzcan materiales con mejoradas
propiedades. El reducido tamafio de las NPs y su gran area superficial proveen
estrategias viables para la liberaciéon y/o absorcién, o incluso reaccion quimica, de
elevadas concentraciones de iones o moléculas selectivamente. Ademés de sus
reducidas dimensiones y sus bajas concentraciones requeridas para un excelente
desempefio, las NPs han permitido la produccion de materiales con reducidas
dimensiones, en distintas formas (por ejemplo, polvos, particulas, suspensiones,
peliculas, fibras, pastillas, etc.), resultando en dispositivos médicos y clinicos
manejables y ergonémicos. La mayoria de las tecnologias modernas requiere
materiales con una combinacion inusual de propiedades imposibles de conseguir con
los metales, ceramicos y polimeros convencionales. Por lo que el desarrollo de
materiales compuestos brinda la oportunidad de obtener propiedades excepcionales
combinando dos o mas materiales. Por lo tanto, los hidrogeles poliméricos resultan ser

un vehiculo factible para la suspension de NPs, permitiendo un intercambio de fluidos

52



CAPITULO 111 PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO

mediante una red estructurada de poros, manteniendolas dispersas y protegidas para un

mejor desempefio.

Por lo que este proyecto propone la produccion de dos nanomateriales compuestos,
polimero-cerdmico y polimero-metal, evaluando su propiedades y proyectando su
posible aplicacién como soportes celulares y biosensores, respectivamente.

3.2 Hipotesis 1
Los hidrogeles nanocompuestos PVA-SA-NPs VB, al contacto con los fluidos
fisioldgicos, permiten un flujo adecuado de liquido hacia su interior, disolviendo las

NPs, liberando iones y promoviendo la nucleacion de apatita sobre su superficie.

3.3 Hipotesis 2
El tamafio y el grado de dispersion de las AuNPs influyen sobre la conductividad de
los nanocompuestos CS-AuNPs y puede ajustarse a través de la concentracion del

agente reductor adicionado en la formulacion (SC).

3.4 Objetivo general

Producir y caracterizar nanocompuestos de matriz polimérica, evaluando
propiedades como la bioactividad y conductividad para su desempefio como soporte
celular y biosensor, en funcion del tamafio de las NPs obtenidas y la eficiencia de su

dispersion durante los procesos de sintesis.

3.4.1 Objetivos particulares
e Establecer el método experimental mediante la técnica Sol-Gel-co-
precipitacion para la preparacion de NPs VB del sistema SiO2-CaO-P,0s.
e Analizar el efecto de la temperatura de sinterizado sobre la microestructura de
las NPs de vidrio bioactivo.
e Estudiar los parametros y condiciones requeridas para mantener la estabilidad

quimica y eléctrica de las NPs.
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e Caracterizar la morfologia, la composicién quimica y la microestructura de las
NPs de vidrio bioactivo.

e Establecer las concentraciones convenientes de PVA y SA para la preparacion
del hidrogel

e Estudiar los procesos de entrecruzado de PVA y SA

e Realizar los ensayos de pérdida de peso, hinchabilidad, deshidratacion y
degradacion hidrolitica de la matriz PVA-SA

e Realizar pruebas mecéanicas de la matriz PVA-SA evaluando la
microestructura del compuesto

e Ensayar la bioactividad de los hidrogeles PVA-SA-NPs VB

e Replicar la preparacion de las peliculas de CS

e Identificar las variables del proceso que impactan el tamafio y dispersion de las
AUNPs durante la preparacion del compuesto

e Realizar las mediciones termogravimétricas, espectroscopicas, morfolégicas y

de conductividad
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4.1 Materiales y métodos para la preparacion de NPs VB

4.1.1 Precursores y reactivos

Tetraetilortosilicato (TEOS) (pureza 99.9%), fosfaso dibasico de amonio
(NH.)2HPO4 (98%) (DAP), nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NOs3)2¢4H20 (99%)
(CaNT), acido citrico monohidratado CsHgO7*H20 (99-100%), polietilenglicol (PEG,
peso molecular 20 000) e hidroxido de amonio (maximo 33% NH3), adquiridos de

Sigma Aldrich®. Ademas de etanol anhidro marca J. T. Baker®.

4.1.2 Métodos

4.1.2.1 Sintesis quimica de las NPs VB

Las nanoparticulas de vidrio bioactivo correspondientes al sistema SiO2-CaO-P20s
fueron preparadas utilizando el protocolo presentado por Hong et. al [187], realizando
algunas modificaciones principalmente en la concentracion de precursores salinos, asi
como en los procesos de estabilizacién y secado. La sintesis quimica se inicio
agregando 785 pL de TEOS en 5 mL de EtOH anhidrido, mencionada como Solucion
1 en el diagrama de la Figura 15. Mientras la cantidad de TEOS se mantuvo constante,
las concentraciones de los precursores de calcio y fésforo fueron variantes, de acuerdo
con las composiciones tedricas deseadas (calculadas), especificadas en la Tabla 3. En
otro contenedor se prepar6 la Solucion 2, mezclando la cantidad requerida “X” de
CaNT y 10 mL de agua desionizada. Ambas soluciones fueron agitadas
magnéticamente logrando la disolucién de los precursores quimicos. Posteriormente,
las soluciones 1 y 2 fueron mezcladas durante 15 minutos y sometidas a agitacion
magnética para obtener una solucion homogénea. El acido citrico fue agregado para
ajustar el pH entre 1y 2, manteniendo una agitacion severa durante 1 hora promoviendo

la hidrdlisis del alcoxido y reservandose para su posterior uso.
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Tabla 3. Composiciones quimicas y cantidades utilizadas de precursores

experimentadas.

Peso de los precursores
X=W(g) Y=W(g)
F lacién (9 | Etiquet
ormulacion (% mol) iqueta Ca(NO;),54H,0 (NH,),HPO,
75 Si0,: 20 Ca0: 5 P,05 NPS20 0.05543 0.01566
65 Si0,: 30 Ca0: 5 P,05 NPS30 0.096 0.01806
55 Si0,: 40 Ca0: 5 P,05 NPS40 0.1512 0.02135

Posteriormente, el DAP “Y”, fue disuelto en 30 mL de agua y mezclado con 30 mL
mas de EtOH, ajustando el pH de la solucion a 11.5 con hidréxido de amonio, Solucion
3. Preparadas las soluciones precursoras, se procedié con la co-precipitacion,
adicionando lentamente (a goteo) la solucion del alcoxido hidrolizado a la Solucion 3,
manteniendo una agitacion magnética intensa y ajustando el valor de pH a 11.5. Tan
pronto como se finaliz6 el mezclado de las soluciones, el contenedor se cerrd
herméticamente y se mantuvo por 72 horas en agitacion magnética. Las etiquetas
asignadas a las NPs como NPS20, NPS30 y NPS40 corresponden a las versiones
preparadas bajo el mismo procedimiento con 20, 30 y 40 % mol de CaO tedrico,

respectivamente.

| teos | | EtoH || cainoy), | | H0 | | (NH)HPO, | | H,O/EtOH |

|

Hidrolisis | Co-precipitacién |<—| NH,OH |

Agitacion mecanica
72 hrs.

Agitacion
ultrasodnica

)

Calcinacién

T =680°C, por 3 hrs.

| Congelamiento |e— e—| Lavado |&| Precipitado|

Centrifugado

Figura 15. Ruta de sintesis quimica para la produccion de NPs VB.
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4.1.2.2 Lavado, secado y calcinado de las NPs VB

Las NPs fueron recolectadas por centrifugacion a 7000 rpm y resuspendidas en una
mezcla de agua desionizada/EtOH 50:50 %y, repitiendo el procedimiento 3 veces mas
para lavar y eliminar los compuestos o iones que no se integraron a la matriz vitrea.
Posteriormente, con la intencion de reducir el efecto aglomerante, fueron resuspendidas
en una solucién de PEG al 2% (w/v) y sometidas a agitacion mediante el uso de la
punta ultrasénica por 10 segundos (Potencia 500 Watts, frecuencia 20 kHz). Su
estabilizacion se logré al mantener la suspension por 24 horas mas en agitacion
magnética para su posterior congelamiento y liofilizacion. El polvo seco obtenido fue
ingresado a un horno mufla con calentamiento de 3°C/min, realizando un primer
tratamiento a 300°C durante 120 minutos, con la intencion de retirar la mayor parte del
agua fisisorbida en la superficie de las NPs. Posteriormente, se procedi6 a calcinar las
NPs alcanzando los 680°C durante 180 min y un enfriamiento natural como se

menciona en la literatura [188]. El tratamiento térmico completo se muestra en la

Figura 16.
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Figura 16. Tratamiento térmico para las NPs de vidrio bioactivo producidas.

4.1.3 Caracterizacién de las NPs VB

4.1.3.1 Determinacion del tamarfio de particula

El analisis de dispersion dindmica de Luz (DLS) se utilizo para medir el diametro
hidrodinamico de las NPs en un Zetasizer Nano-S, equipado con un laser verde
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correspondiente a 532 nm de longitud de onda. Las NPs calcinadas se re-suspendieron
en agua desionizada filtrada a una concentracion de 10 pg/mL. Antes de la medicion,
las NPs fueron irradiadas en un bafio ultrasénico durante 10 min para asegurar su
dispersion. La medicion se realizo en un angulo 90° y deteccion de 175°, considerando
una temperatura de 20 + 1° C. Es preciso sefialar que se realizaron tres mediciones
continuas para cada una de las versiones de las NPs preparadas, con una diferencia de
60 segundos entre cada medicion, para evaluar su estabilidad con respecto al tiempo.
Los datos fueron analizados de acuerdo con el método acumulativo para determinar el

didmetro promedio aparente y el indice de polidispersidad (PDI).

4.1.3.2 Identificacion de grupos funcionales

La identificacion de los grupos funcionales en las NPs de vidrio bioactivo se llevo
a cabo mediante espectroscopia infrarroja por trasformada de Fourier (FT-IR). Los
espectros FT-IR se obtuvieron a través de un espectrometro Perkin-Elmer spectrum
GX, operado en modo de reflectancia difusa (DRIFTS). Las NPs VB calcinadas se
trituraron y diluyeron con KBr a una razén de 1:100 para ser colocadas sobre el
portamuestras y analizadas con una punta de diamante, a 24 barridos y una resolucion

de 4 cm™. El rango de medicion se consideré entre los 4000 — 370 cm™.
4.1.3.3 Anélisis microestructural

4.1.3.3.1 Anélisis mediante Difraccién de Rayos X

La formacion de fases y la identificacion de la microestructura en las NPs fue el
principal objetivo del anélisis desarrollado mediante Difraccion de Rayos X (DRX). Se
usé un difractometro Empyrean PANanytical, modelo X'pert Pro, operado con
radiacion Cu-Ka (A=1.5406 A) a 45 kV y 40 mA. El sistema esta equipado con un
detector ultra rapido X Celerator basado en tecnologia Real Time Multiple Strip y una
geometria Bragg-Brentano. Los datos se recolectaron a temperatura ambiente en el
rango contemplado entre 10 y 90° 260, con un tamaio de paso de 0.033° 20 y tiempo de

barrido de 1 minuto en modo continuo.
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4.1.3.3.2 Refinamiento Rietveld

Los datos DRX fueron analizados mediante refinamiento de estructuras cristalinas
a través de modelos tedricos, usando el método de minimos cuadrados para ajustar el
patron de difraccion teorico al experimental. Fue posible determinar los pardmetros de
celda de la HAp presente en las NPs, dependiente de la concentracidn de precursores,
mediante el procesamiento de los datos obtenidos con el software FullProf. Los datos
de Sudarsanan et. al [189] se utilizaron como modelo inicial para el refinamiento de la
Hidroxiapatita hexagonal con grupo espacial P63/m.

Para describir la linea base se us6 un modelo de interpolacion lineal. Los perfiles de
difraccién fueron descritos por el modelo Thompson-Cox-Hastings Pseudo—Voigt. Se
refinaron simultaneamente pardmetros como el desplazamiento a cero, factor de escala,
ancho medio (U, V, W) y forma de pico (X, Y). También se refinaron pardmetros
estructurales como las coordenadas atémicas para 2 atomos de Ca, un &tomo de P, dos
atomos de oxigeno O1 y O2 (plano especular) y un atomo de oxigeno O3 (fuera del
plano). Se identifico la calidad de ajuste grafico, entre el modelo tedrico y
experimental, mediante el valor de x? (bondad de ajuste), cuyo valor tendera a 1 cuando

el patrén de difraccion (de un polvo) ha sido optimizado [190].

4.1.3.4 Anélisis quimico elemental

El analisis XPS se realizd en un instrumento ensamblado por Intercovamex
(Morelos, México,) usando una fuente de rayos X (XR4), Koz del aluminio (hv =
1486.7 eV) y un espectrémetro hemisférico Alphall0, ambos marca ThermoFisher
(East Grinstead, UK). Las mediciones XPS se llevaron a cabo a una presion de 9x10°
11 Torr. La energia de paso del espectrometro se ajustd a 15 eV. La linearidad de la
escala BE (bending energy) fue verificada de acuerdo a la ISO 15472:2001, utilizando
oro, plata y cobre sublimados como materiales de referencia. La resolucion de energia
fue de 1 eV y se determin0 a partir del ancho medio del pico (FWHM) para la linea de
excitacion de la Ag 3ds,. El paso de energia en el espectro survey (global) fue de 1 eV
y el paso en el espectro detallado fue de 0.1 eV. Las muestras (en polvo) se colocaron

sobre una tapa de indio, desgasificadas y colocadas en una camara de analisis, un
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sistema de ultra vacio (8x10! Torr). Las escalas para la energia de enlace (BE) fueron
referenciadas colocando la energia de enlace (C 1s) del carbono adventicio (284.6 eV).
Se obtuvieron los espectros de alta resolucién para C(1s), Ca(2p), P(2p), Si(2p) and
O(1s) con una energia de paso de 15 eV. Los datos XPS se recolectaron por el
fotodetector con &ngulos de despegue de 85°, definidos como los &ngulos entre la
superficie normal y el eje de los lentes analizadores. Los espectros fueron analizados
usando el software AAnalyzer®, desarrollado por CINVESTAV-IPN. La substraccion
de la linea base se realiz6 mediante el método iterativo Shirley-Sherwood. Se uso el

producto Gaussiana y Lorenziana para el ajuste de las curvas.

4.1.3.5 Anélisis morfoldgico y composicion quimica

La morfologia y composicién quimica de las NPs de vidrio bioactivo fueron
analizadas mediante microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FE-
SEM) y espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS), en un equipo FEI Nova
NanoSEM 200. Antes del andlisis, una gota de solucién (NPs de vidrio bioactivo y
etanol) se coloco sobre un portamuestras, permitiendo que el solvente se evaporara a
temperatura ambiente. Los espectros EDS se obtuvieron sobre particulas especificas y

también a diferentes micro areas, utilizando el mismo voltaje de aceleracion (15 KV).

4.2 Materiales y métodos para la preparacion del compuesto PVA-SA-NPs VB

4.2.1 Precursores y reactivos para preparar los hidrogeles nanocompuestos

Alcohol polivinilico (PVA, peso molecular 89,000-98,000, 99+% hidrolizado),
alginato de sodio (SA, CAS 9005-38-3) grado quimico, cloruro de calcio (CaCly,
>93%), NaCl (>99.0%), NaHCOs3 (>95.0%), KCI (>99.0%), MgCl.-6H20 (>99.0%),
NaSOs (>99.0%), KH2PO4-3HO (>99.0%), Tris-hidroximetilaminometano (Tris,
>99.8%) todos adquiridos con Sigma Aldrich®.
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4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Preparacion de los hidrogeles de PVA-SA

Se prepararon cuatro soluciones poliméricas precursoras: 1) solucion 5% wi/v de
PVA, 2) solucion 10% w/v de PVA, 3) solucion 3% wi/v de SA y 4) solucién 5% w/v
de SA. Para obtener las soluciones precursoras de PVA, se pesaron las cantidades
correspondientes del polimero seco y se disolvieron en H>O desionizada. La
temperatura de disolucion fue de 90°C (en bafio de aceite), durante 1 hora y agitacion
moderada, resultando una solucidn clara. Similarmente, se llevo a cabo la disolucién
del SA en H>0O a 55°C (en bafio de aceite), durante 1 hora y agitacion moderada. Los
hidrogeles se produjeron a partir de las soluciones precursoras integradas en dos
sistemas: DS1) las soluciones 5% wi/v de PVA y SA se mezclan a una razén 50:50 %v
y DS2) las soluciones 10% w/v de PVA y 3% w/v de SA se mezclaron a una razén
35:65 %v, respectivamente. Una vez se agregaron las proporciones indicadas de ambas
soluciones poliméricas en el contenedor, se agitaron durante 1 hora mas, asegurando la
homogeneidad de la mezcla. Posteriormente, 3 mL de las mezclas poliméricas fueron
vertidos en cajas circulares de poliestireno, de 3 cm de didametro, para moldear y
consolidar el hidrogel mediante el entrecruzado de las cadenas poliméricas. Antes del
entrecruzado la mezcla de polimeros se mantuvo en reposo a temperatura ambiente
durante 1 hora para la liberacion de burbujas y el desgasificado. El ciclo de
congelamiento y descongelamiento (C/D) consisti6 en mantener la mezcla a una
temperutura de -42° C durante 16 horas, posteriormente se extraenjeron para su
descongelamiento a temperatura ambiente durante las siguientes 8 horas. Los
hidrogeles de PVA-SA obtenidos (S1 y S2) fueron sometidos a varios ciclos (1 a 5)
CID para determinar sus propiedades mecanicas y texturales de acuerdo al grado de
entrecruzamiento. Algunos hidrogeles, ademas, se sometieron a un segundo proceso de
entrecruzado, adicionando 2 mL de una solucion 2% w/v de CaCl,. Una vez
transcurrida 1 hora, a partir de la adicion del agente entrecruzante, los hidrogeles se
enjuagaron con agua destilada, retirando el exceso de iones, obteniendo dos sistemas
doblemente entrecruzados (S1-CaCl, y S2-CaCl>). La ruta para la preparacion de los

hidrogeles se puede describir mediante el diagrama de la Figura 17.
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DS1 DS2
50% v/v 65% v/v
| sol.5%w/vsA | | Sol.3%w/vsA |
50% v/v 35% v/v
| Sol. 5% w/v PVA | | Sol. 10% w/v PVA NPs
| | Agitacién 1 h
Agitacion 1 h

Desgasificado 1 h

Congelamiento

Descongelamiento |

Enjuagado

Sol. CaCl, |9| Entrecruzado 2 |

Ciclos C/D Entrecruzado 1

SlyS2

$1-CaCl, y S2-CaCl,

njuagado superficial

Figura 17. Ruta de preparacién para los compuestos PVA-SA y PVA-SA-NPs VB.

4.2.2.2 Preparacién de los Nanocompuestos de PVA-SA-NPs VB

La matriz polimérica PVA-SA fue preparada de acuerdo al procedimiento descrito
anteriormente, en el apartado 3.2.2.1, eligiendo el sistema S2, 10% w/v de PVA 'y 3%
w/v de SA (relacion de mezcla 35:65 %v) y realizando la modificacién pertinente para
la resuspension de las NPs. Una vez que se mantuvo la solucién de PVA a temperatura
ambiente, se adicionaron las NPs VB, manteniendo la agitacion intensa durante 1 hora.
Posteriormente, fueron colocados en el punta ultrasonica por 10 s para garantizar la
dispersion de las NPs. Manteniendo la agitaciébn mecanica intensa, la solucion de SA
fue agregada lentamente a la mezcla PVA-NPs VB, obteniedo asi una suspension
estable y sin sedimentos. Se obtuvieron los hidrogeles en forma de pastilla para NPS20,
NPS30, NPS40 y BG comercial, vaciando los 3 mL de suspencidn correspondiente en

los contenedores, manteniendo el reposo para el desgasificado y sometiendolos a 2
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ciclos de C/D. El doble entrecruzado de los hidrogeles se logré adicionando 2 mL de
la solucién 2% wi/v de CaClz y enjuagandolos despues de 1 hora.

4.2.3 Ensayos

4.2.3.1 Anélisis de peso para los hidrogeles PVA-SA

Una vez preparados los hidrogeles y cumplidos los correspondientes ciclos de
entrecruzado por C/D (S1y S2), se procedi6 a enjuagarlos con agua desionizada para
retirar los residuos polimericos no integrados a su red, reservandose para su posterior
analisis de peso. Mientras que los hidrogeles que requirieron un segundo entrecruzado
adicionando CaCl, (S1-CaCl; y S1-CaCly), fueron enjuagados posteriormente para
retirar, ademas, los iones excedentes del hidrogel. En ambos casos, los hidrogeles
fueron secados suavemente con toallas de celulosa (libres de pelusa, kimwippes) para
retirar el exceso de humedad exterior. Posteriormente, fueron pesados en una balanza

analitica. Es preciso mencionar que todos los hidrogeles se prepararon por triplicado.

4.2.3.2 Deshidratacion y secado de los hidrogeles PVA-SA

Se llevo a cabo sometiendo los hidrogeles a un tratamiento térmico, con la intencién
de evaporar el agua contenida en su interior y determinar el peso perdido en lapsos de
tiempo definidos. El ensayo consitio en pesar los hidrogeles antes del proceso térmico,
bajo el protocdlo descrito en el apartado anterior. Posteriormente, fueron ingresados a
una estufa de calentamiento, manteniendose a una temperatura de 50°C por 24 y 48
horas, en atmdsfera de oxigeno. Una vez concluidos los tratamientos térmicos, se
enfriaban los hidrogeles hasta temperatura ambiente y se procedia a pesarlos. Los vasos
de precipitados que contenian las muestras fueron tratados térmicamente antes del
analisis y enfriados en desecador para retirar la humedad en su superficie. Las
mediciones fueron realizadas considerando las buenas practicas de laboratorio para no
contaminar los hidrogeles, otorgando calidad en las mediciones. La determinacion del

%W perdido se realizd a traves de la ecuacion 6:

%W perdido = (W; — W,)/W; x 100 ec. 6
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Donde W; es la masa del hidrogel inicialmente y W, es la masa del hidrogel

deshidratado a un tiempo t.

4.2.3.3 Determinacion del comportamiento de hinchabilidad

Los hidrogeles se secaron durante 96 h a 50°C en una estufa de calentamiento para
retirar la humedad. Posteriormente, se colocaron en tubos falcon, agregando agua
destilada para mantenerlas sumergidas. Una vez cerrado el tubo, estos fueron
ingresados a un bafio con termostasto, ajustando la temperatura a 37°C. En intervalos
especificos de tiempo, los hidrogeles se extrajeron del bafio, se escurrieron y secaron
con toalla para, posteriormente, pesarlos. La relacion de inchamiento (SR, g/g) se

determiné gravimetricamente de acuerdo a la ecuacién 7:

Relacion de hinchamiento (SR) = (W, — W;)/(W)). ec. 7

Donde W; es la masa del hidrogel seco y W; es la masa del hidrogel hinchado a un

tiempo t.

4.2.3.4 Ensayo mecanico de compresion en hidrogeles PVA-SA

Se utiliz6 un analizador de textura marca Texture Analyser, modelo TA-TX2 plus
para determinar la dureza de los hidrogeles. Las pastillas poliméricas recien preparadas
se enjuagaron y secaron, retirando la humedad de su superficie bajo el protocolo
establecido y especificado anteriormente (ver seccion 4.2.3.1). Cada hidrogel en forma
de pastilla (diametro de 3 cm) era colocado en el portamuestra del equipo y alineado al
eje del piston. Al operar el equipo, un disco de 4 cm (diametro), al final del piston,
comprimia al hidrogel en direccion descendente y regresaba a su posicion inicial. Los
parametros requeridos por el equipo fueron velocidad de avance (del piston) y distancia
(profundidad de insercion), seleccionando 0.5 mm/s y 4 mm, respectivamente. Los
ensayos se realizaron en condiciones atmosféricas de presion y temperatura. Las
mediciones se llevaron a cabo por triplicado para cada hidrogel. De esta manera se

obtuvieron los resultados de dureza, mediante el gréfico fuerza - tiempo.
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4.2.3.5 Degradacion hidrolitica de hidrogeles PVA-SA

Los hidrogeles obtenidos se secaron para retirar la humedad, bajo el protocolo
mencionado anteriormente (ver seccion 4.2.3.1). Se determiné el peso inicial de los
hidrogeles a través de una balanza analitica. Entonces, fueron colocados al interior de
un tubo falcon e inmersos en 8 mL de solucién salina buffer de fosfato (PBS, 0.1 M,
pH 7.4). El procedimiento establecido por Kokubo et al. se utiliz6 para la preparacion
del PBS [191]. Una vez cerrados los tubos, se dispusieron en un bafio con termostato,
ajustando la temperatura a 37°C. Los hidrogeles permanecieron en estado estatico por
periodos de tiempo definidos (15, 30 y 45 dias) y entonces extraidos, secados suavente
para remover el liquido remanente en su superficie y pesados. Cada version de los
hidrogeles se preparo por triplicado, con la intension de extraerse en los 3 periodos de
tiempo estipulados, sin detener la continuidad de la degradacién. La determinacion del

%W perdido se realizo a través de la ecuacion 8:

%W perdido = (W; — W,)/W; x 100 ec. 8

Donde W; es la masa del hidrogel inicialmente y W, es la masa del hidrogel degradado

a un tiempo t.

4.2.3.6 Ensayo de bioactividad para Hidrogeles PVA-SA-NPs vidrio bioactivo

Siguiendo los protocolos, se procedio a lavar el material que seria utilizado para el
ensayo con detergente neutro y agua destilada. Posteriormente, el material se ingresé a
una soluciéon 1M de HCI durante 24 horas, eliminando cualquier residuo sobre el
material que pudiera influir sobre la nucleacion y crecimiento de la apatita. Pasado el
tiempo, el material se extrajo, se escurrid y se dejo secar. Los hidrogeles se enjuagaron
con agua desionizada, secando suavemente su superficie con toalla, como se ha descrito
anteriormente (ver seccion 4.2.3.1). El proceso de esterilizacion del material y los
hidrogeles nanocompuestos se realizd con radiacién UV, irradiando 15 minutos el
material y 5 minutos por cada lado del hidrogel. Los hidrogeles se colocaron al interior
de los tubos falcon para, posteriormente, agregar 15 mL de solucion de Hank’s (pH =
6.96, T = 32.6° C). El valor de pH de la solucion fue determinada antes de agregarla a
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los hidrogeles y fue usada como referencia bajo las mismas condiciones de tratamiento.
Una vez dispuestos los hidrogeles, se procedio6 a cerrar los contenedores y colocarlos
en un bafo con termostato, ajustando la temperatura a 37°C. El cambio de la solucion
se realiz6 cada 84 horas, monitoreando su pH. Los hidrogeles se extrajeron a los 14

dias para identificar el crecimiento de la apatita sobre su superficie.

4.3 Materiales y métodos para la preparacion de compuestos CS-AuNPs

4.3.1 Precursores y reactivos
Quitosano de medio peso molecular (300,000 g/mol) y 85% grado de deacetilacion
(CAT. 448877), acido cloro-aurico (CAT. 50790) y citrato de sodio (CAT. S1804) se

obtuvieron de Sigma Aldrich® y se usaron sin purificacion adicional.

4.3.2 Métodos

4.3.2.1 Preparacion de las peliculas de CS-AuNPs

Se sintetizaron siete nanocompuestos con la misma concentracion molar de HAuCl.
y diferente cantidad de citrato de sodio (SC). Los nanocompuestos se sintetizaron
disolviendo 2% de quitosano en una solucion de acido acético al 1%. Posteriormente,
a una solucion de 0.3 mM de HAuUCIs se agregaron diferentes cantidades de SC,
variando la relacion milimolar entre HAuCls y SC en el rango de 0.1 y 5. La mezcla se
calentd a 75°C y se agitd magnéticamente hasta que la solucién cambi6 color a rojo.

Un estudio reciente de nuestro grupo desarrolld la modificacion al método de
reduccion quimica de Turkevich que se aplicd [192]. En este sentido, el CS es un
polisacarido soluble en medio acuoso acido por debajo de pH 6. La cantidad de citrato
adicionado a la reaccion no debe incrementar el pH de la solucidn por arriba de 6 para
sobrellevar la precipitacion del CS. Las soluciones fueron calentadas a 75°C
manteniendo la agitacion magnética hasta su cambio a color rojo. Se prepararon
peliculas con espesor de 20 um a través del método de colado, vaciando la solucién

final en una caja petri y permitiendo que el solvente se evapore por 24 horas a 60°C.
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Las peliculas de 20 um se prepararon para realizar mediciones de espectroscopia por

impedancia y las de 10 um para mediciones FT-IR en modo transmicion.

4.3.3 Caracterizacion de las peliculas CS-AuNPs

4.3.3.1 Mediciones FT-IR y analsis de morfologia

Los nanocompuestos se caracterizaron mediante FT-IR. Los espectros se obtuvieron
entre 4000 y 400 cm™ en un equipo Perkin Elmer Spectrum1, modelo PerkinElmer,
Inc. (Waltham, MA, USA). Los espectros fueron recolectados con 16 barridos, en
intervalos de 4 cm™ y modo de transmicion. La morfologia de las peliculas CS/AuNPs
fue tomada mediante un microscopio electronico de barrido de emision de campo (FE-
SEM) JEOM JSM-7401F (JEOL Inc. Peabody, MA, USA). La espectroscopia UV-Vis,
utilizada para determinar el tamafio de las AuNPs mediante la banda de absorcion
maxima, se realizd en un espectrometro Agilent 8453, Agilent Techmologies (Santa
Clara, CA, USA).

4.3.3.2 Mediciones térmicas

La cantidad de agua libre, se determind mediante analisis termogravimétrico (TGA)
(modelo Mettler Toledo 851e, Mettlet Toledo, Columbus, OH, USA). Las mediciones
se realizaron con flujo de aire seco desde 25 hasta 300°C y una razén de calentamiento
de 10°C/min.

4.3.3.3 Mediciones dieléctricas

Se realizaron en un rango de frecuencia contemplado entre 40 Hz y 110 MHz en un
analizador Agilent Presicion Impedance 4249A. La amplitud de la sefial medida fue de
100 mV. Las mediciones de temperatura se realizaron en la celda, con un rango de 20
a 200°C, usando un controlador programado para calentar a una razén de 3°C/min entre
ciertas medidas de temperatura. Para remover la humedad de las peliculas, se llevaron

a cabo mediciones adicionales en una celda a vacio interna [193].
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5.1 Resultados y discucion de las NPs VB

5.1.1 Inspeccién visual

Después del proceso de calcinado, se obtuvieron las NPs VB en forma de polvos
finos y volatiles, como se muestra en la Figura 18. Es preciso mencionar que durante
la preparacion de las NPS20, NPS30 y NPS40 se identificaron algunas caracteristicas
particulares. Por ejemplo, la formacion de burbujas durante el lavado, asi como la
acelerada precipitacion de las NPs durante su recoleccion, se incrementaron
adicionando mayores concentraciones de CaNT. Aln mas, se identificd un cambio en
la coloracion de las NPs. Un polvo blanco se obtuvo para las NPS20, mientras que las
NPS30 y NPS40 presentaron una coloracién mas obscura, siendo mas intensa conforme

se incrementd la concentracion de CaNT.

NPS30

» .

Fotografia

s BLANCO GRISASEO OBSCURO
'S

§

g Agregacién

£ Formacion de burbujas durante e lavado

Figura 18. NPs VB obtenidas, apariencia fisica y algunas caracteristicas observadas
durante la sintesis quimica y el lavado.

Las observaciones realizadas durante la sintesis quimica (sol-gel- co-precipitacion)
sugieren que la adicion de distintas concentraciones de CaNT podria formar variedad
de compuestos en la superficie de las NPs (principalmente fosfatos y carbonatos de
calcio), influyendo en sus propiedades fisico-quimicas. Estudios anteriores han

demostrado que una cantidad limitada del calcio adicionado en la formulacién, se
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adsorbe en la superficie del silicato. El calcio restante, queda en el medio y es eliminado
durante el proceso de lavado. Durante el calcinado, parte del calcio adsorbido se
difunde e integra en la red vitrea [59], [194]. Aln mas, la elevada area superficial de
las NPs permitira la adsorcion de altas concentraciones de calcio, fosfatos y carbonatos,
que reaccionaran entre si para formar nuevos compuestos, incluyendo la HAp. Durante
el proceso de lavado (centrifugacién), fue posible identificar efectos de agregacion de
las NPs, determinando el tiempo y la velocidad de centrifugacion aplicada para lograr
su sedimentacion. Para NPS20 se observo inicialmente (antes de la recoleccion) una

solucion turbia, sin sedimentacion al permanecer estatica.

Ademas, a pesar de centrifugar a 7000 rpm y lograr la recoleccion de la mayor parte
de las NPs, el liquido residual ain mostroé turbidez debido al efecto Tindal generado
por la NPs aln suspendidas (dispersion de la luz transmitida en una suspencién, al
chocar con las NPs). Sin embargo, para el caso de NPS30 y NPS40, fue evidente la
formacion de sedimentos al permanecer en reposo. Los tiempos y velocidades de
centrifugacion disminuyeron conforme se adicionaron mayores concentracion de
calcio y, la apariencia del liquido residual, fue trasparente. La teoria de estabilidad
coloidal DLVO (Deryaguin—Landau—Verwey—Overbeek) indica que el incremento en
la concentracion de electrolitos en una suspension, genera un cambio en la carga
superficial de las particulas, reduciendo las fuerzas de repulsion entre ellas y

promoviendo su agregacion [195].

Considerando que el NH4OH se utilizo durante el proceso de co-precipitacion, la
formacion de burbujas observada en el proceso de lavado podria originarse a la

liberacion de amoniaco (NHs), como resultado del proceso de neutralizacion de pH.
NH4OHaq) — NHzg) + H20() ec. (9)
Especificamente, podria estar relacionado con el NHs al interior de los poros de las

NPs, que ha sido atrapado por algunos residuales o compuestos formados en la

superficie y que escapa cuando las NPs son sometidas al movimiento y a la fuerza
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centrifuga. Sin embargo, existen evidencias que durante la preparacion sol-gel de
algunos silicatos de calcio se integran carbonatos, mediante la descomposicion de
residuales organicos [196], [197]. Otras investigaciones revelan que los silicatos de
calcio ademas son comunmente utilizados como soporte de fase activa (Calcio), para
la adsorcion de CO2 y la produccion de hidrogeno a partir de biomasa [198], [199].
Incluso, se menciona que el CaCOz es un mineral que suele encontrarse junto con
Apatitas naturales (extraidas del subsuelo) [200]. Estas observaciones resaltan la alta
afinidad quimica existente entre los iones Ca?* y los grupos COs®, asi como la
viabilidad de formar CaCOs durante la sintesis quimica y el procesado de éstos
materiales. Es posible que las reacciones quimicas llevadas a cabo en la produccion de
las NPs favorezcan la produccion de acido carbénico y/o carbonatos en medio acuoso,
como se muestra a continuacion [201]:
CO2(g) — CO2(aq) ec. (10)

COz) + H200) — H2COs(aq) ec.(11)

Ca(OH)2(s) + H2CO3(ag) > CaCOgzs) + 2H20¢y  ec. (12)

Ademas, otros estudios han comprobado la formacion de CaCOs en el rango
contemplado entre 350 y 550 °C [202] mediante la descomposicion de algunos
complejos metéalicos de calcio (como el oxalato de calcio), mencionando al CO y CO
como subproductos. Algunos trabajos ademéas reportan la obtencién de polvos
grisaceos alrededor de 600 °C debido a la formacion de carbon libre mediante la
siguiente reaccion:

2CO - C+CO2 ec. (13)

Por lo que la formacion de burbujas y la apariencia obscura de las NPs, bien podria
estar relacionada con la formacion de carbonatos y su proceso de descomposicion.
Algunas investigaciones sefialan que el rango de descomposicion térmica del CaCOs
se encuentra entre los 650 y 750 °C [196], [203], coincidiendo con el tratamiento
térmico otorgado a las NPs (680 °C). A través de estas observaciones, se encontré una

relacion directa entre la formacion de burbujas y la coloracion obscura de las NPs, con

70



CAPITULO V COMPUESTO PVA - SA-NPs VB

la concentracion de CaNT adicionado en la formulacion. Conforme se adiciond mayor

concentracion de CaNT los efectos anteriormente sefialados también se incrementaron.

5.1.2 Andlisis de tamafio de particula

La Figura 19 presenta tres graficos apilados obtenidos a partir de las mediciones de
diametro hidrodindmico en funcion de la intensidad de luz dispersada. La
determinacion del diametro hidrodinamico para cada muestra (NPS20, NPS30 y
NPS40) se llevé a cabo por triplicado, con un retraso de 60 s entre cada medicién para
analizar la estabilidad de las NPs resuspendidas en un medio acuoso sobre el tiempo
(agregacion). Por lo tanto, en cada grafico se presentan tres curvas correspondientes a
las mediciones. La curva tipo campana (Gausiana) representa la distribucion de
didmetro hidrodindmico en la suspension de las NPs. Las mas intensas y estrechas,
indican una poblacién de NPs con un diametro mas homogéneo (similar) en tamafio
(con un tamafio predominante) y tienden a ensancharse conforme los diametro difieren.
Es posible obtener comportamiento bimodal, trimodal e incluso multimodal para el
caso de una suspension conformada de particulas con diametros en distintos rangos de
longitud [204].

De acuerdo a los resultados observados en la Figura 19, la suspension NPS20
presenta una distribucion monomodal. Las curvas correspondientes a la primera (linea
con guiones) y segunda (linea punteada) medicion, se traslapan y presentan una
distribucion entre los 100 y 180 nm. A pesar de éste comportamiento, la tercera
medicion (linea solida) exhibié un desplazamiento a mayores valores de diametro,
entre los 150 y 300 nm. Para la suspensién NPS30, la curva de la primera medicion fue
monomodal con una distribucion contemplada entre 100 y 180 nm. Sin embargo, la
segunda medicion fue bimodal con rangos de didametro entre a) 30 — 90 nm, y b) 180 —
400 nm. Un comportamiento multimodal se identifico en la tercera medicion,
presentando tres distribuciones, con rangos entre a) 40 — 100 nm, b) 120 — 600 nm, y
¢) 5000 — 6000 nm. Una distribucién monomodal y dos multimodales se observaron
para la suspension NPS40, mostrando un rango de diametros entre 120 y 400 nm, en la

primera medicion. Las multimodales correspondieron a 3 distribuciones, con rangos de
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didmetro entre a) 40 — 100 nm, b) 180 - 700 nm, y ¢) 5000 — 6000 nm para la segunda
medicién, asi como a) 60 — 240 nm, b) 300 — 1800 nm, y c) 4000 — 6000 nm para la
tercera medicion. La distribucion de diametro hidrodindmico para las NPs VB se

resumen en la Tabla 4.
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Figura 19. Distribucion de tamafio de diametro hidrodinamico para NPs VB
preparadas con 20, 30 and 40% mol CaO (3 mediciones para cada muestra, 60

segundos de retraso).

La amplia distribucion de didametro hidrodinamico fue evidente a través del analisis
DLS, presentando valores de indice de polidispersidad (PDI) en el rango contemplado
entre 0.4 y 1 (polidispersas) [205]. Las primeras mediciones indican que NPS20 y
NPS30 se conforman mayoritariamente de NPs con diametros hidrodindmicos entre los
100 y 200 nm, mientras que NPS40 presenta su poblacion predominante entre los 150
a 300 nm. ElI comportamiento monomodal de las curvas en la primera medicion, asi
como el rango de poblacion predominante contemplado entre 100 y 300 nm, sugieren

que al inicio del andlisis, las NPs se encuentran dispersas en el medio.
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Tabla 4. Tipos de distribucion y rangos de diametro hidrodindmico en mediciones DLS
para las NPs VB preparadas con 20, 30 and 40% mol CaO.

Rango de la
Medicion Tipo de distribucion L. 8 .,
distribucion (nm)
12, Monomodal 100-180
NPS20 22, Monomodal 100-180
32, Monomodal 150-300
12, Monomodal 100-180
NPS30 22, Binomodal 40 - 90, 180-400
. 40 -100, 120-600,
32, Multimodal
5000 - 6000
12, Monomodal 120-400
40 -100, 180-700,
NPS40 22, Multimodal
5000 - 6000
. 60 — 240, 300-1800,
3a, Multimodal
4000 - 6000

Sin embargo, conforme avanza el analisis (segunda y tercera medicion), se observan
desplazamientos o ensanchamientos de las distribuciones, asi como el surgimiento de
nuevas, indicando un cambio en el diametro y la velocidad de difusion de las NPs.
Ademas, el surgimiento de nuevas distribuciones (en el rango de los 30 a 100 nmy los
micrémetros) para NPS30 y NPS40, expone la ampliacion en la distribucion de
tamafos conforme se adicionan mayores concentraciones de CaNT en la formulacion.
La teoria sol-gel menciona que el surgimiento de las particulas primarias de SiO2 (< 5
nanometros) se lleva a cabo por adicion monomérica del acido silicico Si(OH)s.
Posteriormente, estas particulas se agrupan para formar particulas mayores. Durante
éste proceso, se presentan fenomenos de disolucion y reprecipitacion. Las mas
pequefias, con mayor area y energia superficial, se disolveran mas répido y se
reprecipitaran en las mas grandes, incrementando su tamafio. Este mecanismo de
crecimiento es conocido como maduracion de Ostwald y concluira una vez que las NPs
tengan una estabilidad coloidal [54], [206]. Ademas, las investigaciones realizadas
muestran que las NPs de silicatos preparadas por sol-gel, usualmente forman una capa
de gel sobre su superficie cuando estan en una solucién, actuando como una barrera
estérica y mejorando su estabilidad a valores de pH mayores a 8 [207]-[210]. Sin
embargo, cuando un electrolito es agregado en la suspension, los iones comprimen la

capa de gel, debido al apantallamiento de cargas. La concentracion de electrolito tendra
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un efecto sobre el espesor del gel, a mayor concentracion agregada, el espesor del gel
y la distancia entre las NPs se reducira, promoviendo su aglomeracion [211]. Otro
argumento mencionado en la literatura sefiala que las NPs VB en medio acuoso se
solubilizan, generando ademas la precipitacion de calcio y la formacion de apatitas en

su superficie, modificando sus propiedades fisicoquimicas y superficiales [212].

Los trabajos de investigacion revelan que es mas facil estabilizar un sistema coloidal
cuando el tamafio de didmetro, la forma y las propiedades fisicoquimicas de las
particulas individuales en la suspension son similares (monodispersas), 0 mejor dicho
cuando el PDI es menor a 0.1 [205]. Sin embargo, cuando la suspension es polidispersa,
las propiedades superficiales dependeran del tamafio (area superficial) y la
concentracion de las distintas poblaciones de NPs, haciendo impredecibles e
incontrolables los fendmenos fisico-quimicos superficiales. Por ejemplo, un efecto en
la reduccidén del tamafio de las NPs (como se observa en NPS30 y NPS40, <100 nm),
incrementara el area y la energia superficial de esa porcion de la poblacion, generando
mayor fuerza de atraccion entre ellas y mayor aglomeracion [212]. La presencia de NPs
pequefias en NPS30 y NPS40 puede surgir debido a la adicion de elevadas
concentraciones de electrolito (Ca?*), modificando su carga superficial y afectando los
procesos de disolucion, reprecipitacion (maduracion de Ostwald) y estabilidad
coloidal. Pero también, podrian ser un efecto de la radiacion ultrasonica aplicada a las
NPs en su redispersion, durante el proceso de lavado y modificacién superficial. Se
podria esperar una mayor disolucion o el seccionamiento de aglomerados
(degradacion) en NPS30 y NPS40, al aplicar la radiacion ultrasonica, debido a su red
vitrea mas abierta 0 menos polimerizada (con mayor concentracion de modificadores

de red, por ejemplo el Ca?*).

5.1.3 Analisis de grupos funcionales

Los espectros FTIR correspondientes a las NPs producidas se presentan en la Figura
20. Las NPs exhiben bandas caracteristicas de los grupos funcionales hidroxilo OH"
(3750 — 3000 cm'Y), carbonato CO3? (1575 — 1400 cm'Y), siloxano Si-O-Si (1200 — 800
cm™) y fosfato PO4> (1200-900 y 600 -475 cm'™). A pesar de observar bandas similares
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para NPS20, NPS30 y NPS40, se identificaron diferencias en sus intensidades, asi
como ligeros desplazamiento en el espectro, relaciondndose con la formacion de
distintas especies. Por ejemplo, realizando una comparacion entre los espectros
completos (4000 — 400 cmY), se puede determinar que NPS20 presenta bandas mas
intensas en la region de los hidroxilos, siloxanos y fosfatos, mientras que NPS40
presenta bandas mas intensas para la region de los carbonatos. Un analisis mas
detallado es necesario para una correcta identificacion de grupos funcionales,
considerando incluso bandas de baja intensidad. La Figura 21 presenta acercamiento
de las regiones mas destacadas de los espectros a) 4000 - 2800, b) 2000 — 1000 y c)
1000 — 400 cm™,

[ N e
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s NPS40
°©
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g
@ NPS3C
N
e
NPS20

A0 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1)
Figura 20. Espectros FT-IR obtenidos para NPS20, NPS30 y NPS40 en la region

4000 a 400 cm™.

En la primera regién (Figura 21a) se puede observar una banda muy marcada para
los tres espectros, pero destacable para NPS20, alrededor de 3750 cm, atribuida al
modo vibracional O-H de los silanoles (Si-OH) aislados sobre SiO2 [213]. La banda
ancha observada entre 3700 y 3000 cm™ es la contribucion de vibraciones O-H
originadas por algunos compuestos formados, entre ellas destacan las correspondientes
al hidroxido de calcio Ca(OH) cerca de 3645 cm™ [214], a HAp en 3570 cm™ [200],
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a moléculas de H,O adsorbidas sobre fosfato de calcio 3448 cm™, a moléculas de H,0O

adsorbidas sobre HAp entre 3420 y 3400 cm™, a moléculas de H,O adsorbidas sobre

carbonato de calcio CaCOs en 3350 cm™, a moléculas de H.O coordinadas a cationes

(observado generalmente en minerales) alrededor de 3220 cm™, asi como la banda

centrada alrededor de 3000 cm™ generada por moléculas de agua solvatada, enlazadas

mediante puentes de hidrogeno con sales de &acido carboxilico [215]. También se

observan las bandas correspondientes a los modos vibracionales del enlace C-H en

2970, 2820 y 2720 cm™, correspondientes a radicales alquilo y grupos —COH,

originados en la descomposicion de precursores, fosfatos y carbonatos de calcio.

&
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Figura 21. Regiones del espectro FT-IR a) 4000 - 2800 cm, b) 2000 - 1000 cm™ and

c) 1000 - 400 cm™.

En la segunda (Figura 21b) region se observan sobretonos de los modos

vibracionales Si-O alrededor de 2000 y 1860 cm™, asi como una banda alrededor de

1630 cm™* atribuida a las moléculas de H.O adsorbida en superficie de las NPs. La
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banda ancha contemplada entre los 1580 y 1400 cm™ resulta de las vibraciones de
grupos carbonato apatitico (carbonato sustituido en la red de apatita) y no apatitico (por
ejemplo, CaCO:s). Se ha establecido que los iones carbonato pueden ubicarse en los
canales estructurales del eje c, sustituyendo a los OH" (tipo A) o sustituyendo al grupo
fosfato (tipo B) en la red cristalina de la HCA [216]. Por lo que la apatita carbonatada
(CAp) generalmente tiende a desplazar sus bandas de acuerdo a la substitucion de los
grupos COs? en su red cristalina. Por ejemplo, las bandas localizadas en 1545 y 1455
cm* corresponden a la sustitucion tipo A, asi como la banda en 1474 cm™ al tipo B.
Ademas, algunas bandas reportadas para los carbonatos no apatiticos también son
visibles en esta region del espectro, entre ellas se encuentran las localizadas en 1520,
1490, 1430 y el hombro en 1418 cm™. La banda invertida alrededor de 1380 cm™ se
atribuye a la vibracion C-O del CO fisisorbido en la superficie, observandose para
todas las NPs preparadas. La presencia de SiO2 se reconoce a través del hombro
localizado en 1220 cm™, correspondiendo a la vibracion dptico transversal (TO) del
estiramiento anti-simétrico, reportado como caracteristica especifica de especies
ciclicas formadas con 4 a 8 atomos de silicio en la red [212]. En la regién contemplada
entre 1100 y 1000 cm™ se traslapan las bandas caracteristicas v3 (tension antisimétrica)
de los grupos PO4* y los correspondientes al enlace Si-O-Si. Los PO,* tienden a
presentar una banda muy marcada y centrada alrededor de 1100 cm™, observable en
todos los espectros de las NPs [217]. La banda ancha observada entre 1070 y 1050 cm-
! corresponde a las vibraciones del enlace Si-O-Si, cominmente reportado para
silicatos preparados por el método sol-gel. Esta banda se encuentra traslapada con
algunas bandas adicionales en la misma zona del espectro, las localizadas en 1076 y
1030 cm™. De acuerdo a investigaciones realizadas, la banda en 1076 cm™ podria
relacionarse a una vibracion de estiramiento C-O en grupos CO3? [218]; v la segunda,

a las vibraciones de los grupos PO4* observada comdnmente en la formacion de apatita.

En la tercera region (Figura 21c), se identifican los ortofosfatos a través de la banda
estrecha localizada alrededor de 960 cm™, siendo evidente para NPS20 y NPS30. Los
metafosfatos tipo cadena se reconocen a través de una banda ancha localizada entre

950 y 930 cm* observada especificamente en NPS40. Otras dos bandas son atribuidas
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a la formacion de COs> en ésta region del espectro, localizadas en 875 y 845 cm™,
siendo mé&s intensas para NPS40. La primera puede desplazarse en el espectro
dependiendo del tipo de carbonato predominante (tipo A, B 0 una combinacion) [218];
y la segunda banda es caracteristica de CaCO3z amorfo [219]. El estiramiento simétrico
del enlace Si-O-Si exhibe una amplia banda observada entre 830 y 770 cm™, indicando
la polimerizacion de la red vitrea, mientras que la apenas perceptible en 680 cm™,
originada por el enlace de silicio no enlazante (Si-O-NBO), permite evaluar la
integracion del Ca?* en el vidrio y la disrupcion de la red de SiO2. La banda observable
en 630 cm™, exclusivamente para NPS20, se atribuye a la formacion de HAp vy se
relaciona con la banda en 3570 cm™. En la region contemplada entre 610 y 550 cm™ se
encuentran las bandas relacionadas con las vibraciones de estiramiento simétrico v4,
del enlace P-O en el ion POs*. Estas se localizan en 606, 575 y 560 cm™, y son
comdnmente observadas en HAp. Una contribucion mas de los grupos PO+ se observa
alrededor de 540 cm en apatitas sintéticas y bioldgicas, referida a los fosfatos acidos
(HPO4?). Las bandas observadas en aproximadamente 480 y 470 cm™ son atribuidas a
los modos v2 del PO4>. Para el caso de NPS40, se observa la primera banda, y ademas,
un ensanchamiento hacia mayores nimeros de onda, lo que podria relacionarse con la
presencia de mayor concentracion de ACP. La segunda se reporta para HAp cristalina
[220], [221]. La literatura ademéas menciona una banda entre 450 y 490 cm atribuida
a Si-O-Si, cominmente observada en silicatos. Sin embargo, en los espectros no se
define claramente ésta banda debido a su apantallamiento por las bandas de PO4>. Al
final del espectro se puede observa una banda alrededor de 415 cm™ atribuida a la
vibracion de doblamiento del enlace O-Ca-O. Los modos vibracionales de los grupos

funcionales identificados en éste analisis se especifican en la Tabla 5.

Tabla 5. Modos vibracionales y grupos funcionales identificados en las NP VB.

Numero de Enlace Vibracion Compuesto Referencia
onda (cm™) asignada atribuido
3750 O-H Estiramiento SiOH [213]
3645 O-H Ca(OH)2 [214], [222]
3570 O-H Estiramiento HAp [218]
3448 O-H Estiramiento H»,O, ACP [223]
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3433 O-H Estiramiento H20, Vidrio [224]
bioactivo
3400 O-H Estiramiento H.O, NanoHAp | [225]
3350 O-H Estiramiento H.0, ACC [226], [227]
antisimétrico
3220 O-H Estiramiento H-0, cationes [228]
minerales
3000 O-H Estiramiento Ac. Carboxilico | [229]
2976 C-H Estiramiento CHs [230]
antisimétrico
2820 C-H Estiramiento CHs [230]
antisimétrico
2820 C-H Estiramiento Aldehido — [231]
OCHs
2000 Si-O Sobretono SiO2 [232]
Mesoporoso
1860 Si-O Sobretono SiO2 [232]
Mesoporoso
1630 O-H-O Deformacion H20 [74], [233]-
[235]
1569 C-0 v3 Estiramiento | COs* tipo A2, | [218], [236]
antisimétrico CAp AB
1545 C-0 v3 Estiramiento | COs%, tipo A [216], [218],
antisimétrico CAp [236], [237]
1520 Cc-0 V3 asimetric COs%*, ACP [223]
streching
1507 c-0 v3 Estiramiento | COs? tipo A2. | [216], [218],
antisimétrico CAp AB [236]
1493 C-0 v3 Estiramiento | CO3”, no [238]
antisimétrico apatiticos. ACC
1475 C-0 v3 Estiramiento | COs* tipo B. [200], [216],
antisimétrico CAp AB [218]
1460 C-0 v3 Estiramiento | COs* tipo B. [200], [216],
antisimétrico CAp [218]
1450 C-O v3 Estiramiento | CO32- tipo A. [200], [216],
antisimétrico CAp. [218]
NanoHCA.
1435 C-0 v3 Estiramiento | CO3%, no [218], [239]
antisimétrico apatitico CaCOs
1410 C-0 v3 Estiramiento | CO3* tipo B. [218], [237]
antisimétrico CAp
1380 C-0 CO: fisisorbido | [240]
1330 O-H Doblamiento SiO2 [241]
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1220 Si-O-Si Hombro LO3, SiO, amorfo sol | [218], [230],
Estiramiento gel [242]
antisimétrico

1100 P-O v3 Estiramiento | POs* [217]
antisimétrico

1099 C-O0 v1 Estiramiento | CaCOs [218]
simétrico

1090 Si-O-Si Estiramiento SiO2 especies [212]
antisimétrico ciclicas

1076 P-O PO,*/COs* [243], [244]

1070-1050 Si-O-Si Estiramiento Sio/Ca’* [212], [224]
antisimétrico

1030 P-O Estiramiento POs* [217]
antisimétrico

960 P-O v1 Estiramiento | PO#* [200], [244],
simétrico Ortofosfatos [245]

956 P-O v1 resonancia PO4*, ACP [223], [237]

880 c-0 v2 doblamiento | COs? tipo A. [200], [216],
fuera del plano CAp [218]

875, 870 C-O v2 doblamiento | COs*, ACCor | [218],[239]
fuera del plano calcita

870 C-0 v2 doblamiento | COs* tipo B. [200], [216],
fuera del plano CAp [218], [246]

862 c-0 v2 doblamiento | COs% tipo A2. | [218], [236]
fuera del plano CAp AB

845 Cc-0 v2 doblamiento | COs*, ACCor |[219], [239]

calcita

793-814 Si-O-Si Estiramiento SiO2, vidrio [224]
simétrico biactivo sol-gel

680 Si-O NBO | Doblamiento Silicatos [247]

(Ca*)
630 O-H Libracional HAp [200], [225],
[237]

604 P-O v4 doblamiento | POs* HAp [200], [246]
antisimetrico

575 P-O v4 doblamiento | PO4> HAp, [223], [246]

hombro antisimetrico ACP

560 P-O v4 doblamiento | HPO4* [237], [246]
antisimetrico

474 P-O v2 PO43- [200], [217],

[225], [237]

450-490 0O-Si-O Doblamiento SiO, amorfo [196]
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| 415 | 0-Ca-O | bending | CaO | [248] \

La intensidad incrementada de las bandas OH", Si-O y Si-O-Si en NPS20, indica
una mayor hidratacion superficial, pero también una superficie mas pura del vidrio
bioactivo, donde la reducida concentracion de CaNT en la formulacion, minimiza su
concentracion en el medio, reduciendo tambien su precipitacion en la superfcie de las
NPs y la formacion de fosfatos de calcio. Ademas, al estar expuesta la superficie del
silicato, se incrementan los modos vibracionales de los silanoles (Si-OH), asi como del
Ca(OH)2y la HAp formados. De acuerdo a la literatura, la formacion de la capa de gel
de silicio (acido polisilicico) en la superficie del vidrio bioactivo, conformada por
abundantes grupos Si-OH, provee sitios favorables para la nucleacién de fosfatos de
calcio [249], [250]. Estos grupos funcionales inducen la nucleacion heterogénea de la
apatita, mientras que la liberacion de Ca®" acelera su nucleacién [251]. Esta
observacidn coincide también con un trabajo de investigacidn anteriormente realizado
para la sintesis de silicato de calcio, mediante el método sol-gel, mencionando que
bajas concentraciones de calcio se dispersan en la superficie del SiO.. Sin embargo,
altas concentraciones, suelen acumularse cubriendo la superficie y promoviendo la
formacion de cristalitos de CaCOs (calcita) [196]. EI maximo de banda para NPS20 en
ésta region se encuentra alrededor de 3400 cm™, correspondiendo a las moléculas de
H.O adsorbidas sobre vidrio bioactivo e HAp. Algunos trabajos de investigacion
también sefialan que el incremento en las bandas 3400 y 1630 cm™ se relaciona con la
formacion de apatita nanocristalina en la superficie de las NPs [224], [225]. Otros méas
sefialan que las bandas en 3570 y 630 cm™ suelen ser apenas perceptibles para apatitas
pobremente cristalinas (nanocristales), donde el dominio cristalino apenas empieza a
desarrollarse. Ademas, sefialan que la intensidad de las bandas de HAp se reducen
integrando iones COs?, 0 incluso desaparecen cuando existe una sustitucion completa
de los OH [218], [252], [253]. La reduccién de las bandas OH" (3750 — 3000 cm-1),
asi como el desplazamiento del méaximo a 3350 cm™ para NPS40, indican mayor
concentracion de CaCOsz y una reduccion en el H,O adsorbida. El efecto de
deshidratacién bien puede atribuirse a la reduccién de grupos Si-OH y la formacion de
otros compuestos en la superficie de las NPs, pero también podria ser una consecuencia

de la aglomeracion de NPs y la reduccion del area superficial.
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Si bien no es posible diferenciar entre bandas de COs* apatiticos tipo A y B, debido
a su escaso caracter cristalino y, posiblemente, baja concentracion (no estan bien
definidas), es posible diferenciar entre bandas apatiticas y no apatiticas mediante la
localizacion de sus maximos. La banda intensa y ancha observada en la region de los
carbonatos para NPS40 (1580 — 1400 cm'Y), centrada alrededor de 1480 cm™, sugiere
que predominan los carbonatos no apatiticos, resaltando la formacion del CaCOs. Por
otro lado, NPS20 y NPS30 presentan bandas muy reducidas de carbonato con maximos
alrededor de 1450 cm™ y 1480 cm?, respectivamente, marcando una diferencia en la
composicion quimica superficial. Si bien, el maximo de NPS20 coincide con el modo
de vibracion de CO3? tipo A, en NPS30 predominan los carbonatos no apatiticos. La
presencia de bandas débiles de carbonatos (especificamente tipo A) es otra
caracteristica que se reportd en otra investigacion analizando apatitas nanocristalinas
[200] y puede originarse debido a la presencia de COs?® labiles (fisisorbidos). Aln
cuando se forman otros compuestos de calcio en la superficie de las NPs con adiciones
excesivas de CaNT, es preciso resaltar que existe también una concentracion de calcio
que se integra a la matriz vitrea, formando el silicato. De acuerdo a la literatura, la
banda observada comtnmente alrededor de 1090 cm™ para SiO2 amorfo sintetizado por
sol-gel, tiende a desplazarse hacia menores nimeros de onda (entre 1070 y 1050 cm™)
para el caso de los silicatos, debido a la integracion de modificadores de red ( como el
Ca2") o el incremento de oxigenos no enlazados (NBO) [212], [242], [254]. Otro trabajo
menciona que [230] el hombro observado en 1220 cm™, puede relacionarse con la
incrementada porosidad residual caracteristica de los materiales sol-gel con alta
concentracion de silicio. Esta banda, al igual que la observada entre 830 y 770 cm™,
tienden a reducir su intensidad conforme se incrementa el contenido de modificadores
de red (calcio) en silicatos [255]. La formacion de enlaces Si-O-NBO también puede
identificarse mediante la banda localizada alrededor de 680 cm™, incrementando su
intensidad a mayor concentracion de modificadores de red [247]. Otra banda que
también sugiere la integracion de Ca2* a la matriz del silicato, es la observada alrededor
de 415 cmt, debido a la formacion de CaO, incrementando su intensidad para NPS20
y reduciéndola para NPS30, debido al apantallamiento de otros compuestos en su
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superficie. Se esperaria entonces que NPS40 no mostrara ésta banda debido a la
excesiva acumulacion de compuestos en la superficie que cubren al silicato, sin
embargo, presentdé mayor intensidad que NPS30, lo que podria estar relacionado con
el proceso de descomposicion de algunos compuestos impurificantes. La literatura
indica que la descomposicién del CaCOs inicia desde los 550°C para su estado amorfo
y, en un rango contemplado entre 600 y 800°C, para sus fases cristalinas [203], [256].
Por otra parte, las bandas de los grupos fosfatos son mas intensas y marcadas
(estrechas) para NPS20, sefialando una predominancia de ortofosfatos que originan la
HAp. Sin embargo, conforme se adicionan mayores concentraciones de calcio, bandas
como la observada alrededor de 960 cm™ para NPS30 y NPS40, tienden a reducir su
intensidad o incluso a desaparecer [237]. Para NPS40 la ausencia de ésta banda y el
surgimiento de otra banda ancha en la region contemplada entre 960 y 930 cm™ indica
un cambio en las especies de PO4* formadas, resaltando la presencia de metafosfatos,
comunmente identificados en fosfato de calcio amorfo (ACP). Otra zona que permite
identificar el tipo de especies predominantes en las NPs es la contemplada entre 880 —
770 cm™. En este rango es posible identificar la presencia de COs% con la banda
localizada en 845 cm™ o la correspondiente a los Si-O-Si alrededor de 800 cm™. El
cambio de intensidades (la relacion de intensidades) entre estas bandas, claramente
revela las especies predominantes en la superficie de las NPs; mientras que en NPS20
predominan los Si-O-Si, para NPS40 destaca atin mas los COs?". Las bandas en 606,
575y 560 cm™ asignadas a los PO.*, revelan la formacion de apatitas en la superficie
de las NPs. Sin embargo, como se ha establecido anteriormente, las diversas
concentraciones de CaNT forman distintas especies de fosfatos y CaCOs, requiriendo
un analisis mas detallado en la regioén contemplada entre 630 y 500 cm™. Usando el
software Origin 8 fue posible la generacion y substraccion de la linea base en los
espectros, asi como la localizacion de los méaximos, y la determinacion del valor
FWHM de las dos principales contribuciones del modo v4 de doblamiento
antisimétrico, observadas aproximadamente en 604 y 565 cm™. De acuerdo a la
literatura, el valor FWHM para la banda localizada alrededor de 604 cm™ es de suma
importancia, relacionandose directamente con el indice de cristalinidad de la apatita.

Mientras mas estrecha, mayor es el indice de cristalinidad [257]. EI procesamiento de
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datos en esta region resulta en el grafico de la Figura 22 vy, los valores de altura,
localizacion del maximo y FWHM para la primera contribucion de PO4* en NPS20,
NPS30 y NPS40 se presentan en la Tabla 6.

Las NPS20, ademas de presentar bandas de PO.;*, también presentan las
correspondientes a los OH™en 3570, 1630 y 630 cm™, como reporta la literatura para
la HAp [200]. Més aln, entre las bandas de PO.® atribuidas a la HAp, la mas intensa
de las vibraciones v4 en NPS20 se localiz6 en 565 cm™ (segunda contribucion). Esta
banda puede integrar una contribucion adicional, correspondiente a los HPO4%,
observada alrededor de 550 cm™ [246], marcando un desplazamiento hacia menores
nimeros de onda, como se observa para NPS20. Este desplazamiento se reconoce
comunmente en la caracterizacion de HAp en etapas tempranas (nucleacion y
crecimiento) [200], [237]. Sin embargo, el caracter cristalino de NPS20 se determina a
partir de los valores de altura y FWHM correspondientes a la primera contribucién del
modo v4 de doblamiento antisimétrico (maximo en 606 cm™) para NPS20, siendo de
0.070 y 14.04, respectivamente. Se infiere que los cristalitos de apatita en NPS20 aun
son pequefios y se encuentran en crecimiento (nanocristales), mostrando bandas anchas
y algunas bandas débiles de CO3? (labiles) [200], [218].
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Figura 22. Substraccion de linea base, determinacion del maximo y el FWHM a partir
de la primera contribucion de v4 del PO4*. Desplazamiento de la segunda

contribucion de v4 del PO.*".
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Tabla 6. Altura, posicién del méximo y FWHM calculados a partir de la primera
contribucion v4 del PO4*.

Primera contribucion del modo v4 PO,3
Posicién maximo Altura FWHM
NPS20 606 0.070 14.045
NPS30 608 0.060 15.814
NPS40 607 0.055 15.493

Para el caso de NPS40, se observa que su segunda contribucion del modo
vibracional v4, se desplaza hacia 575 cm™, fenémeno observado cominmente en la
formacion de fosfato de calcio amorfo (ACP) [246]. Esta banda también se relaciona
con la banda ancha alrededor de 950 cm™ correspondiente a los metafosfatos,
confirmando una mayor coordinacion de los iones PO4* y el aumento de enlaces P-O-
P [223]. La reduccion en su altura y el incremento del valor FWHM, determinados a
partir de la primera contribucion del modo vibracional v4 (maximo en 607 cm™) para
NPS40, 0.055 y 15.49, respectivamente, confirman la reduccién en la cristalinidad de
HAp formada en su superficie y el predominio de la porcion amorfa. La segunda
contribucion del modo vibracional v4 de doblamiento antisimétrico para NPS30 se
encuentra en 570 cm™, presentando un redondeo en su maximo, sugiriendo la
formacion de ACP [258]. Sin embargo, el ensanchamiento de ésta contribucion en
NPS30y el desplazamiento de su maximo a un valor intermedio al mostrado por NPS20
y NPS40, se atribuye principalmente a la coexistencia de una porcion amorfa y otra
cristalina de la apatita. Los valores de alturay FWHM para la primera contribucion del
modo vibracional v4 en NPS30 (con maximo en 608 cm™), son respectivamente 0.060
y 15.81. De los resultados obtenidos, se deduce que la reduccion gradual en la altura
de la primera contribucion del modo vibracional v4, y el desplazamiento de la segunda
hacia mayores numeros de onda, confirman la reduccién en la cristalinidad de la apatita
formada en la superficie de las NPs incrementando la adicion de CaNT en la
preparacion, como se observa en el grafico de la Figura 22. Ademas, siendo el valor
FWHM inversamente proporcional al tamafio del cristalito, se determind que NPS20

presentd el cristalito mas grande, mientras que los valores para NPS30 y NPS40
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estuvieron muy préximos (15.81 y 15.49, respectivamente). El ligero incremento de
FWHM para NPS40, respecto a NPS30, podria relacionarse con un caracter
ligeramente mas cristalino y su mayor concentracion de ACP en su superficie,
favoreciendo la nucleacion de apatitas cristalinas. La identificacién de ACP en las NPs
coincide con las investigaciones realizadas anteriormente, mencionando que la fase

amorfa es propicia para la nucleacion y crecimiento de apatitas cristalinas [259]-[261].

5.1.4 Estudio microestructural DRX

Los patrones de difraccion de las NPs de vidrio bioactivo se presentan en la Figura
23. En el difractograma correspondiente a NPS20, se observd una banda ancha entre
15 y 37° 20, centrada alrededor de los 22° 26, caracteristica particular de un silicato
amorfo [74], [75], [234], [262]. Pero también presento reflexiones anchas y de baja
intensidad en 25.73, 31.94, 32.83, 34.00, 39.85, 46.80, 49.43, 53.28 y 64.01 siendo
indexados con la carta JCPDS 09-0432 de la HAp hexagonal.

A pesar de observar la banda ancha de la porcién amorfa en las tres muestras, se
identificO una reduccién de su intensidad conforme se adicionan mayores
concentraciones de CaNT, sugiriendo un incremento en la cristalinidad de las NPs.
Ademas, reflexiones adicionales y apenas perceptibles se observaron para NPS30 en
21.84, 29.25 y 55.93° 20. La primera y tercera coinciden con las referidas en la carta
JCPDS 33-0268 para CaCO3 en fase vaterita. La segunda coincide con lo reportado en
la carta JCPDS 85-1108 para la reflexion de mayor intensidad en el CaCOzs tipo calcita.
El surgimiento de bandas adicionales correspondientes a los polimorfos del CaCOs
también se observaron para NPS40. La banda principal de la calcita en 29.25° 20 se
intensifica, mientras que aparecen otras dos reflexiones en 35.92 y 39.58° 260,
confirmando la presencia de ésta fase cristalina. Ademas, surgen otras reflexiones en
24.90, 27.10, 32.90, 43.96 y 50.05 ° 26 originadas por la vaterita.
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o 0 09-0432 Hidroxiapatita, Cas(PO,4)3(OH)
o # 85-1108 Calcita, CaCO3
+ 33-0268 Vaterita, CaCO3

NPS20

Intensidad (u.a.)

NPS30

NPS40

20 w40 sy 0 70 &
20(°)
Figura 23. Perfiles DRX obtenidos para NPS20, NPS30 y NPS40.

A través del refinamiento Rietveld se evalla la estructura cristalina de la apatatita
obtenida en cada caso, usando como referencia los datos reportados en la ficha CIF
9911091 de la HAp hexagonal. La estructura pertenece al grupo P 63m y presenta los
siguientes parametros de red: a=9.421 A y ¢ = 6.88 A. Los resultados del refinamiento
Rietveld se presentan en la Tabla 7. Los valores de %? fueron menores a 3, considerando
un ajuste adecuado de los difractogramas. Sin embargo, se identificé una diferencia en
los valores de parametros de red obtenidos por refinamiento con los reportados en la
ficha CIF. El valor del parametro ¢ se mantiene casi constante en las tres muestras.
Mientras que el parametro a de NPS20 presenta una contracciéon de 0.04%, NPS30y
NPS40 presentan contraccion del 0.47 y 0.71%, respectivamente. Adicionalmente, los
difractogramas fueron procesados con el software OriginPro 8 para normalizar los
datos, crear y substraer la linea base, asi como para determinar la intensidad de los
picos Yy posicion exacta del maximo correspondiente a la reflexion 002 de la apatita.
Las intensidades de la reflexion 002 correspondiente a la HAp para NPS20, NPS30 y
NPS40 fueron 0.189, 0.180 y 0.087 respectivamente; los maximos para NPS20 y
NPS40 se localizaron en 25.83° 20, mientras que el maximo para NPS30 se ubicé en
26°26.
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Tabla 7. Pardmetros de red y medio ancho del pico (FWHM) obtenidos por
refinamiento Rietveld a partir de la hidroxiapatita 09-0432.

Ajuste ;
. Parametros de red FWHM
maximo
X2 a=b(A) | c(A w
NPS20 1.95 9.417 6.887 0.444
NPS30 1.50 9.376 6.885 0.521
NPS40 2.55 9.354 6.887 0.219

Los resultados obtenidos del analisis DRX revelan un incremento en la cristalinidad
de las NPS, asi como la formacion de diferentes fases conforme se adicionan mayores
concentraciones de CaNT. A pesar de realizarse un proceso de lavado (eliminacién de
iones residuales) y el tratamiento térmico (difusion de iones), la excesiva
concentraciones de iones Ca* en la superficie genera las condiciones 6ptimas para la
nucleacion y crecimiento de fases cristalinas. Una investigacion sefiala que el
incremento en el tamafio de particula y la reduccién del area superficial limitan los
procesos de difusidn de calcio en la matriz vitrea, acumulandose principalmente en la
superficie y formando compuestos de calcio. Por lo que, es posible obtener particulas
mas pequefias con mayor contenido en calcio, difundido a su interior [263]. Si bien, la
formacion de CaCOs se ha identificado en la produccion de silicatos con elevadas
concentraciones de Ca?* [196], [197], su formacion no es exclusiva solo del ambiente
quimico del silicato, también tiene una relacion estrecha con los fosfatos de la
formulacion. Considerando el proceso de bioactividad de las NPs, una vez que inician
su disolucion, se forma la capa de acido silicico (gel), donde precipitan los iones Ca?*
y POs*, generando una capa de ACP [264]. Este es termodinamicamente inestable y
tiende a transformarse rapidamente en cristal [265]. La nucleacién y crecimiento de
cristalitos HAp es consecuencia del reordenamiento atdbmico de la porcion amorfa y se
identifica a través de picos anchos y de baja intensidad (débiles) en los difractogramas
[266], tal como se observa para NPS20. También se ha mencionado que la nucleacion
de HAp en la superficie de las NPs puede originarse debido a la movilidad de iones
durante el tratamiento térmico y se incrementa debido al area superficial especifica de
las NPs [212]. La incorporacion de CO3s? se ha reportado en la produccion de NPs de

apatita sintetizadas con citrato, identificado ademas una asociacion de los iones con la
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capa superficial desordenada de los nanocristalitos de HAp [267]. Se puede inferir que
al incrementarse la concentracion de Ca2*, se genera una competencia entre los grupos
COs> y PO* para enlazarse a estos cationes [268], formando no solo ACP, también
CaCOs amorfo (ACC). Algunas investigaciones también sefialan que la integracion de
COs% en ACP es una estrategia cominmente usada para estabilizar la fase amorfa y
evitar su transformacion a HCA, formando una capa de CaCOz amorfo (ACC)
alrededor de los cristalitos e inhibiendo su crecimiento [237], [265]. Por lo tanto, el
crecimiento de algunos polimorfos del CaCOs (calcita y vaterita) en NPS30 y NPS40
puede ser consecuencia del incremento en la formacion de ACC en la superficie de las
NPs. Si bien la finalidad de los VB es promover la formacion de HAp de manera
controlada, la generacion de otras fases cristalinas impurificantes traera un detrimento
en el desempefio de éstos materiales. Algunos trabajos sefialan que el incremento en la
cristalinidad de los vidrios y la apatita reducira su solubilidad y eficiencia bioactiva
[212], [237], [269], [270].

Aln mas, es preciso identificar la madurez de la apatita obtenida para predecir su
comportamiento bioactivo. Este parametro denota el grado de transformacion desde el
dominio no-apatitico hasta el apatitico, es decir, desde su estado amorfo hasta un cristal
estable [257]. La composicion quimica y la estructura molecular proveeran
informacién para determinar la madurez de la apatita obtenida para NPS20, NPS30 y
NPS40. Por ejemplo, el espectro FTIR para NPS20 sefiala la presencia de HPO4? para
apatita en etapa temprana (nucleacion y crecimiento), lo que no se observa en NPS30
y NPS40. Por otro lado, la informacién complementaria de DRX revela que la
integracion de COs? y la microestructura de las apatitas formadas en NPS30 y NPS40,
corresponden a etapas avanzadas de maduracién. La adicion de mayores
concentraciones de Ca?* en estas muestras incrementa la insercion y difusion de COz*
, formando otras fases (como el CaCO3) y permitiendo la sustitucion tipo A 'y B en
apatita. Los resultados obtenidos del Refinamiento Rietveld muestran una reduccion
del parametro a, sugiriendo una sustitucion de PO4> por CO3? como se ha mostrado
en otras investigaciones [200]. El cambio de valor en el parametro “a” se ha propuesto

como una estrategia en la determinacion del porcentaje de CO3s® integrado a la red de
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apatita [265]. Otros trabajos mas mencionan que la sintesis quimica de apatita
carbonatada tipo B (B-CAp) suele realizarse mediante precipitacion en medio acuoso
[200], [216], [218] indicando la viabilidad de su formacion bajo las condiciones de

sintesis quimica del vidrio bioactivo.

Los valores de intensidad y la posicién del maximo en la reflexion 002 de la apatita
se relacionan directamente con su indice de cristalinidad. Se observo que la intensidad
del pico disminuye con mayores adiciones de CaNT en la formulacidon. Esta
observacion sugiere que la apatita presenta un mayor indice de cristalinidad en la
concentracion mas baja de CaNT adicionada (NPS20). Para las muestras NPS30 y
NPS40 la intensidad del pico y la crististalinidad de la apatita se reducen, sin embargo,
la presencia de otras fases cristalinas también contribuyen en el caracter cristalino
global (considerando todas las fases cristalinas presentes, HAp+CaCO3) de las NPs.
Es decir, que a pesar de observar una reduccion en la cristalinidad de la apatita
conforme se adiciona CaNT en las NPs, el caracter cristalino global realmente se
incrementa, considerando la formacion de otras fases (como CaCOgz). Ademas, la
posicion del méximo para NPS20 y NPS40 se encuentra en 25.83°26 coincidiendo con
lo reportado para HAp, mientras que para NPS30 el maximo se observé en 26° 26.
Algunos trabajos de investigacion realizados en cementos de CaPO4 sefialan que el
desplazamiento de la reflexién 002 de la HAp se debe a la presencia de algunas fases
impurificantes como tricalcio fosfato (TCP) o la formacion de ACP [271]. Se podria
inferir que la concentracion de iones Ca?* en NPS20 permitira la nucleacion y
crecimiento de la HAp, mientras que la concentracion de cationes en NPS30 ademas
de formar el HAp, también formara suficiente ACP, generando un ambiente propicio
para la nucleacion de CaCOs (calcita y vaterita). En NPS40 el incremento en cationes
y la formacion de mayor concentracién de ACP promueven el crecimiento de los
cristales de CaCOg. Por lo tanto, la reduccion de intensidad y el desplazamiento del
pico 002 evidencian una vez mas el efecto inhibitorio para el crecimiento y desarrollo
de HAp reportado, causado por la formacién de CaCOs [265] y coincidiendo con lo

observado en el analisis de grupos funcionales FTIR.
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5.1.5 Composicién quimica

5.1.5.1 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

Se obtuvieron los espectro XPS para las NPs VB (NPS20, NPS30 y NPS40). Las
principales sefiales en el espectro pertenecen a los constituyentes del vidrio (Si, Ca, P,
O) y residuos carbonaceos. Se identificaron mediante espectros de alta resolucién los
picos de los niveles C 1s, Ca 2p, P 2p, O 1s y Si 2p para NPS20, NPS30 y NPS40,
como se muestran en la Figura 24. Los espectros mostrados en el grafico a) corresponen
a C 1s para NPS20 (inferior), NPS30 (centro) y NPS40 (superior). Los espectros en b),
c), d) y e) corresponden a Si 2p, P 2p, Ca 2p y O 1s, respectivamente. La deconvolucion
de espectros se presenta a través de una curva de ajuste (linea solida) y las

contribuciones de las diferentes especies quimicas (lineas punteadas).

Los graficos de a) correspondientes al C 1s presentan 4 principales picos,
localizados en 282, 284.5, 286 y 288 eV atribuidos a los enlaces Metal-Carbono
(carburos), C-C, C-O-C y O-C=0, respectivamente [272]-[274]. Adicionalmente,
NPS30 y NPS40 presentan un pico apenas perceptible alrededor de 284.55 eV,
indicando la formacion de residuales carbonaceos [275], [276]. Los picos
correspondientes a Si 2p en b), se localizan entre 101y 105 eV, asignados a los distintos
estados de oxidacién intermedios del SiO». Se han reportado las posiciones de los picos
en 101.2 eV para Si,-Si-O, (estado de oxidacion Si?*, Q?), en 102.5 eV para Si-Si-O3
(estado de oxidacion Si®*, Q%) y en 103.5 eV para Si-O4 (estado de oxidacion Si**, Q%)
[255], [277]-[279]. Adicionalmente, la literatura menciona que es posible observar
algunos picos en el intervalo contemplado entre 104.5 y 105.2 eV en silicatos
producidos mediante la técnica sol-gel, indicando un cambio estructural de los
tetraedros silicio-oxigeno y un mayor grado de oxidacion [280]. Otros estudios sefialan
que éstos picos se deben a la formacién de silanoles Si-OH [254], [281]. En c) se
observan los espectros del nivel P 2p, presentando 3 picos atribuidos al enlace P-O de
fosfatos. Alrededor de 132.5 eV se observa el correspondiente a los grupos PO4* no
enlazados (NBO, Q). Sin embargo, especies de fosfato como son POs? (Q?) y PO*
(Q%) también se muestran a través de picos alrededor de 133.5 y 1345 eV,

respectivamente [282]. El pico alrededor de 130 eV se atribuye a la presencia de P no
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oxidado [279]. Los espectros del Ca 2p visibles en d) presentan tres picos
correspondientes al calcio en su estado elemental y a sus dos componentes spin-orbital
2 p12 Y 2 par2 (doblete), localizados alrededor de 345, 347 y 351 eV [283].
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Figura 24. Deconvolucion de pico para los niveles a) C 1s, b) Si 2p, ¢) P 2p, d) Ca 2p
y e) O 1s correspondientes a NPS20 inferior, NPS30 central y NPS40 superior. La

linea sélida es la tendencia y las lineas punteadas la deconvolucion.

La presencia del oxigeno en la red vitrea del silicato y en los fosfatos, se analiz6 a
través del nivel O 1s, presentado 3 picos en los espectros del inciso e). El primero se
localiza alrededor de 530 eV atribuido principalmente a la formacién de oxigenos no
enlazados del silicato (Si-O-NBQO) [255], [278], [283], [284] y fosfato (P-O-NBO)
[255], [282]. Algunos estudios asignan también éste valor a la energia de enlace del
Ca-O [285], [286], relacionandolo con la formacion de CaO o algun fosfato en el
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silicato, y su efecto de ruptura en la red de SiO. El pico localizado alrededor de 532
eV se asigna a la formacion de oxigenos enlazado (Si-O-Si, BO) en la red vitrea [254],
[255], [283], [284] y tiende a desplazarse hacia menores energias de enlace con mayor
adicion de modificadores de red [242]. Ademas, los enlaces P=0 y C-O-H en 531.7 y
532.5 eV, respectivamente, se encuentran en las inmediaciones de éste pico y también
pueden aportar a su intensidad [278], [279]. El pico de mayor energia de enlace es el
localizado en 533.2 eV, observado en NPS20, podria relacionarse con los enlaces Si-
OH, Ca-OH y P-O-P mencionados en la literatura. Los silanoles Si-OH suelen
presentar un pico entre 532 y 533 eV [254], [284], mientras que el pico correspondiente
al enlace Ca-OH de la HAp se observa en el rango contemplado entre 532.5 y 533.5
eV [285], [287]. Otros estudios reportan también un pico alrededor de 533 eV, asignado
al enlace P-O-P [255], [282]. La localizacion de los picos obtenidos en el proceso de

deconvolucion y su area bajo la curva se presentan en la Tabla 8.

Los residuos carbonaceos presentes en las NPs de vidrio bioactivo resultan de la
descomposicion térmica de algunos precursores organicos como el TEOS, el acido
citrico, PEG, etc. utilizados en la sintesis quimica; pero también de la adsorcion de
compuestos atmosféricos como el CO2. Los hidrocarbonos, carboxilatos y carbonatos
son mencionados comunmente como impurificantes en silicatos y fosfatos de calcio,
tanto sintéticos como naturales [29-31, 114-115][198], [199], [288], [289]. Es de notar
que las diferentes especies de carbono observados a través del nivel O 1s como
carburos, C-C, C-O-C y O-C=0 presentan su mayor concentracion para NPS20 y la
menor para NPS40. Lo que puede relacionarse con su grado de dispersion, el area
superficial y los compuestos adicionales (fosfatos y carbonatos de calcio) formados en
la superficie de las NPs, tal como lo sugieren los andlisis DLS y FTIR. La baja
concentracion de calcio adicionada en NPS20, evita la excesiva formacion de ACP y
la saturacion superficial con otros compuestos, asi como la generacion de NPs de
tamafios mas homogéneos (estrecha distribucion de diametro hidrodinamico), evitando
cambios drasticos en su carga eléctrica superficial y reduciendo los efectos de

aglomeracion.
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Tabla 8. Pardmetros obtenidos de la deconvolucion en cada nivel de NPS20, NPS30 y

NP40. Pico (energia de enlace, eV) y &rea bajo la curva. N.A. (No aplica, igual a cero).

Cls
Especie Metal-C, carburo C-C,C-H Carbono Residual C-0-C, C-O-H 0-C=0
Pardmetro Pico Area Pico Area Pico Area Pico Area Pico Area
NPS20 282.25) 723.79 284.5 10871.3 N.A. N.A. 286.35) 900.6 288.56) 374.88
NPS30 282.08 510.58 284.5 9742.5) 284.56 148.57| 286.28] 876.57 288.56) 369.54]
NPS40 282.44 479.77 284.5 8885.5) 284.52] 56.86 286.47] 693.57 288.46) 196.26)
Si 2p
Especie Q2 Si-0,- Q3 Si-O- Q* Sio, Si-OH
Parametro Pico Area Pico Area Pico Area Pico Area
NPS20 101.45] 1159.88 102.29 353.07 103.38| 134.6| 105.08] 3434.83]
NPS30 101.99 1643.02 102.92 39.87 N.A. N.A. 104.71 2790.98
NPS40 101.71] 2402.56) 102.61 138.87] N.A. N.A. 105.01 4773.28]
P 2p
Especie Si-P, P-C PO,3, Q° NBO PO, QY, P 2p 3/2 PO,-, Q% P2p1/2
Pardmetro Pico Area Pico Area Pico Area Pico Area
NPS20 129.64] 92.9] 132.48] 541.72) 133.98] 30.85 134.92 637.14]
NPS30 N.A. N.A. 132.36 47.85 133.53 1352.5 134.26) 63.46)
NPS40 130.89) 183.64] N.A. N.A. 134.15 514.21 134.18| 18.51
Ca 2p
Especie Ca2* Ca2p3/2 Ca2p1/2
Pardmetro Pico Area Pico Area Pico Area
NPS20 344.66) 2463.69| 347.79 7565.26) 351.25) 3213.65
NPS30 345.13] 4427.29 347.68 7209.45] 350.87] 3140.03
NPS40 345.4 3568.21] 348.13 7411.53 351.4 3089.16
O1s
Especie Si'o'NBo’,_c;'o" %" 180, si-0-si, (€, P)-OH | i-OH, Ca-OH, P-0-P
Parémetro Pico Area Pico Area Pico Area
NPS20 530.62 23767.8] 532.19 5480.46) 533.23) 14881.1
NPS30 530.75) 50863.4 532.28 645.2] N.A. N.A.
NPS40 529.65) 19327.2] 531.68 163.04] N.A. N.A.
529.95) 599.53) 532.19 35338.8] N.A. N.A.

Estudios previos revelan que la adicion de bajas concentraciones de calcio en la
sintesis de silicatos, permite su distribucion homogénea en la superficie, asi como la
descomposicion de otros compuestos de calcio (CaCO3z) a menores temperaturas. Por
otro lado, el incremento en su concentracion, provoca su acumulacion en la superficie,
formando compuestos de calcio, recubriendo la matriz de SiO2 e incrementando la
temperatura para su descomposicion [196]. Esto claramente explica la relacion entre la
alta area superficial de NPS20 y la ausencia de carbono libre en su estructura. Por otro
lado, a través de FTIR y DRX, se confirma la formacion y el incremento en la
concentracion de fosfatos y carbonatos de calcio superficiales en NPS30 y NPS40,

generando el efecto aglomerante de las NPs. Ademas, se confirma la presencia de
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carbono grafitico para NPS30 y NPS40 a través del pico apenas perceptible localizado
alrededor de 284.6 eV. Se esperaria una mayor concentracion de carbono grafitico en
NPS40 debido a la mayor concentracion de calcio adicionada en la formulacion y la
coloracion obscura en NPS40, pero no fue el caso. NPS30 resulté con mayor
concentracion de carbono grafitico en la zona analizada (superficie), sugiriendo que la
reduccion en la concentracion de carbono grafitico para NPS40 resulta principalmente
por los efectos de aglomeracion y reduccion del area superficial. Los fosfatos y
carbonatos de calcio precipitados en la superficie de NPS40 promueven la
aglomeracion de particulas primarias y secundarias, generando mayores porosidades
(poros secundarios), mantiendo cautivo al carbono en el interior de los poros primarios,
evitando su descomposicion y liberacion completa durante el tratamiento térmico. Un
trabajo de investigacion menciona que las particulas de silicato de calcio, producidas
con bajas concentraciones de calcio, a través del método sol-gel, mantuvieron altas
areas superficiales (aprox. 500 m?/g), observando su reduccion cuando se adicionaron
mayores concentraciones de calcio [196]. Mientras que bajas concentraciones de calcio
mantuvieron una estrecha distribucion en el tamafio de poro del silicato (poros
primarios), el incremento de calcio la amplié (formacion de poros secundarios) [196].
Aln maés, el incremento de calcio en la formulacion sol-gel puede generar la
segregacion de fases y la modificacion de las propiedades superficiales del silicato,
incrementando su aglomeracién. De acuerdo a los analisis FTIR y DRX se considera
que la concentracion de fosfatos y carbonatos superficiales en NPS30 es mayor a
NPS20, y menor a NPS40, por lo que su aglomeracion y formacion de poros sera
limitada (poros secundarios). La combinancion de poros primarios y secundarios mas
abiertos en NPS30 mantienen a los residuos organicos mas expuestos en la superficie,
permitiendo su descomposicién y su posterior liberacion. Sin embargo, debido al efecto
aglomerante de las NPS30, una proporcion de los poros primarios se cierran, evitando
la expulsion de los gases de descomposicion y formando el grafito en su interior. Este
fendmeno explica la coloracion grisacea de las NPS30. Cabe sefialar que la técnica
XPS es una técnica de analisis superficial, por lo que la concentracion de carbono
grafitico detectado a través de esta técnica se limita a detectar la porcion superficial
principalmente y no la porcion atrapada al interior de los poros, esto podria explicar la
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reduccion en la concentracion de carbono grafitico en NPS40 a pesar de mostrar la
coloracion méas obscura. Sin embargo, a través de los resultados FT-IR se confirma la

elevada concentracion de carbono en NPS40.

La unidad estructural fundamental del didxido de silicio consiste de un atomo de
silicio, rodeado por cuatro atomos de oxigeno, dispuestos en forma tetraédrica. Las
fuerzas que mantienen unidos a estos &tomos comprenden enlaces idnicos y covalentes.
En un vidrio, los tetraedros se unen a través de sus vértices, formando enlaces Si-O-Si
(BO, enlazados a través de oxigeno), sin orientacion determinada; la distancia de
separaciéon entre los atomos de Si y O no es homogénea, las unidades tetraédricas no
se repiten con regularidad y el compuesto esta desordenado [290]. El grado de
conectividad de la red vitrea (polimerizacion) se determina mediante el promedio de
oxigenos enlazados (BO) a dos tetraedros de SiO4. Los oxigenos que no se enlazan a
los poliedros se denominan oxigenos no enlazados (NBO). Por lo tanto, cinco variantes
del dxido de silicio conforman la estructura de corto alcance en la estructura vitrea de
los silicatos, identificados como Q" (n =0 a 4), donde Q representa la unidad tetraédrica
de Siy “n” es el numero de BO por tetraedro [255], [279]. Por ejemplo, la configuracion
Q?® se encuentra rodeada por tres oxigenos enlazados (BO) a tetraedros y uno no
enlazado [254]. En estado vitreo pueden coexistir las diferentes formas del 6xido de
silicio, uniéndose a través de los BO y formando la red. Las especies de éxido
predominantes determinaran el grado de polimerizacién o conectividad, asi como sus
propiedades fisicoquimicas y texturales [255], [277]. Por ejemplo, los vidrios
producidos por la técnica de fusion-enfriamiento generalmente producen especies
predominantes Q!, Q? y Q3 formando estructuras tipo cadena, mientras que los
producidos por sol-gel podrian originar especies Q?, Q® y Q* resultando en estructuras
ciclicas. Estas caracteristicas, ademas de resaltar el mayor grado de conectividad para
los vidrios producidos por sol-gel, también describen las razones por las que se
atribuyen propiedades como una mayor porosidad y area superficial especifica,
mejorando la solubilidad [291]. De acuerdo a estudios previos, la energia de enlace del
SiO2 en Si 2p es afectado por el nimero de atomos de oxigeno enlazados (BO) o no
enlazados (NBO) al atomo central de silicio. A mayor numero de atomos de oxigeno

no enlazados, mayor es la densidad electronica sobre éste y menor energia de enlace
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en el pico espectral [255], [277], [278]. Los resultados muestran que las especies Q2 y
Q? se presentan en las tres formulaciones de NPs, mientras que la Q* solo se observa
para NPS20. Ademas, NPS40 tiene la mayor concentracion de Q? y NPS20 tiene la
mayor concentracion de Q, sugiriendo que la baja concentracién de calcio adicionada
en la formulacion genera una red vitrea mas conectada. Este resultado coincide con
algunos trabajos de investigacion, reportando un desplazamiento del pico Si 2p hacia
mayores energias de enlace cuando se incrementa el grado de oxidacion [242], [280],
[284]. Ademas, coincide con lo mencionado en los analisis de resonancia magnetica
nuclear en estado solido (*°Si) (NRM), realizados a particulas de silicato de calcio,
producidas por sol-gel. En éste, también se reporta una reduccion de las especies Q*,
conforme se adicionan mayores concentraciones de calcio [263]. El pico localizado en
105.08 eV para NPS20 se atribuye a los grupos silanoles (Si-OH) presentes en el
silicato, tal como lo reportan en la investigacién de geles de 6xido de silicio envejecido
[254], [292], mientras que el pico en 105.01 eV de NPS40 podria estar mas relacionado
con la interaccion del SiO2 y los &tomos de carbono, por ejemplo, se han reportado un
pico alrededor de 104.9 eV correspondiente al grafeno sobre SiO2 [293]. El pico de
NPS30 en 104.7 eV también podria atribuirse al ambiente quimico generado por
algunos impurificantes, mencionados anteriormente como el fosfato de calcio amorfo

gue contiene silicio, presentando un pico alrededor de 104.4 eV [294].

Se han sintetizado vidrios de fosfato, aprovechando no solo su forma molecular
tetraédrica, también la capacidad de unirse entre si bajo ciertas condiciones, formando
estructuras vitreas muy parecidas a las de los silicatos amorfos. En el caso del
pentoxido de fosforo (P20s), existen tres tetraédos enlazados (tres &tomos de oxigeno
covalentemente enlazados al tetraedro de fosfato, P2Os), dejando, un oxigeno terminal
(P=0) presente en la red. De manera analoga a la clasificacion de los oxigenos
enlazados (BO) en los silicatos, el tetraedro fundamental del P2Os se especifica como
Q3. Cuando existe una depolimerazacion de la red de fosfatos (P-O-P), se reducen los
BO y forman especies Q? (tetraedros de fosfato compartiendo dos a&tomos de oxigeno)
formando largas cadenas, conocidos como metafosfatos. Reduciendo ain mas los BO,

se generan cadenas de menor longitud, por ejemplo en Q* dimeros (pirofosfatos) y Q°
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monomeros (ortofosfatos) [295], [296]. Sin embargo, también existen evidencias
acerca del rol de los grupos fosfato como modificares de red vitrea en silicatos [255].
Se considera que en baja concentracion de fosfatos, el fosforo se encuentra en
ambientes tipo ortofosfato (Q° y, junto con algunos pirofosfatos (QY), forman fases
separadas en la red de Oxido de silicio. La suceptibilidad a la separacion de fases
durante la sintesis quimica, también se observa generalmente en los vidrios bioactivos
de silicato [255]. Ademas, la cristalizacion se presenta como consecuencia de la
separacion de fases en la estructura de los vidrios bioactivos producidos mediante la
técnica sol-gel, siendo favorecida en un ambiente acuoso durante su sintesis [297],
[298]. Algunos estudios previos que han sintetizado vidrios bioactivos mediantes ésta
técnica, han encontrado fases cristalinas de fosfatos como Cas (POa4)2SiOs [299],
Cas(P0O4)30H (HAp) [297] o NaCaPO4 [300]. Su presencia se debe principalmente al
uso de diferentes pardmetros de proceso térmico (por ejemplo, velocidad de
calentamiento, duraciéon del tratamiento térmico y rango de temperatura) o a los
parametros de sintesis sol-gel (por ejemplo, tipo y concentracion de precursores,
catalizador) [255]. Los espectros de alta resolucion para el P 2p, presentan picos del
fésforo en diversos ambientes quimicos. En el caso de NPS20, el primer pico se
encuentra en 129.6 eV, sefialando la presencia de fosforo no oxidado, reportado en la
caracterizacion de SiO, amorfo impurificado con estos iones (formando enlaces Si-P,
incorporados a la matriz vitrea de manera substitucional o intersticial) [279], [301]. El
pico en NPS40 se desplaza hacia 130.8 eV y puede estar relacionado con la formacion
de enlaces P-C, identificados durante el crecimiento de CaCO3 en fosfatos [268], [302].
Esta observacion coincide con los resultados DRX, identificando la presencia de fases
cristalinas de CaCOs para NPS40. Ademas, son reportados otros picos caracteristicos
del estado oxidado del fosforo (PO4*), entre ellos los localizados alrededor de 132.5,
133.5y 134.5 eV que corresponden a las especies Q°, Q' y Q?, respectivamente [282].
Los espectros obtenidos para NPS20, NPS30 y NPS40 presentan picos aproximados a
los reportados, mostrando unos ligeros desplazamientos debido a los diferentes
ambientes quimicos. Por ejemplo, NPS20 y NPS30 presentan los tres picos
caracteristicos de las especies de o0xidos: un pico de los fosfatos no enlazados (NBO,
QY% y un doblete debido a los enlazados (BO, Q! y Q?). La mayor concentracion de
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ortofosfatos (Q° en NPS20 evidencia su rol como modificador de red en el vidrio,
mientras que la presencia de especies enlazadas (Q* y Q?) se relaciona con la formacion
de otros compuestos como la HAp y ACP en el silicato (segregacion de fases). La alta
concentracion de ortofosfatos en NPS20 coincide con los resultados FTIR,
identificando fosfatos reactivos (fosfatos acidos) capaces de enlazarse a la matriz vitrea
o a los iones Ca®*. Los trabajos de investigacion anteriormente realizados reportan la
localizacion del doblete P 2pss2 y P 2pas2, correspondiente a los grupos PO+ de la HAp
pura, en 134.13 y 133.18 eV, respectivamente, manteniendo una separacion de 0.9 eV
[272], [303], [304]. NPS20 presenta ambos picos localizados ligeramente a mayores
BE (134.92 y 133.98 eV), atribuido a la presencia del silicato y otras fases; sin
embargo, la separacion de ambos picos cumple con lo establecido (0.9 eV). Se ha
reportado el pico correspondiente al enlace Ca-O-P en 133.8 eV [305]. Otra raz6n para
el desplazamiento a mayores energias de enlace de estas componentes puede ser la
formacion de P,0s, interactuando con los POs* de la HAp. Las investigaciones
reportan que la banda caracteristica del P2Os se localiza entre 134.3 y 135.3 eV [279],
[287], [306]. Es preciso mencionar que NPS20 no solo presenta la mayor concentracion
de ortofosfatos, también de fosfatos con mayor polimerizacién, sefialando una
eficiencia para su integracion en la matriz del silicato, creando ademas las condiciones
Optimas para la nucleacién de HAp y reduciendo la excesiva formacién de especies
intermedias (piro y metafosfatos). EI incremento de calcio en la preparacion de NPS30
reduce la concentracién de ortofosfatos e incrementa los pirofosfatos y metafosfatos,
generando un exceso de ACP en el silicato. Estos resultados coinciden plenamente con
los de FTIR mencionando a los metafosfatos como evidencia de la acumulacion de
ACP. La diferencia del doblete P 2ps2 y P 2p 12 en NPS30 es de 0.73 eV vy el
desplazamiento de su primer componente a menores energias de enlace (133.53 eV)
podrian estar relacionados con un incremento en la porcion amorfa del fosfato (ACP)
(reduccion de su cristalinidad) [272], [307]. El desplazamiento del pico P 2ps hacia
mayores energias de enlace (134.1 eV) en NPS40 se discute en algunos trabajos de
investigacion y la atribuyen a la presencia de apatita carbonatada [294]. Otras
investigaciones ademas aportan que la energia de enlace P-O-C generalmente presenta
un pico alrededor de 134.3 eV [308]. Esté resultado confirma la incorporacion de COz*
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en NPS40, asi como la formacién de ACP carbonatado y CaCQOs, coincidiendo con lo
analizado en DRX y FTIR.

Los silicatos bioactivos presentan una estructura abierta viable para la insercion de
cationes alcalinos y alcalinotérreos. Estos modificadores de red (como el Na*, K*, Ca?*,
etc.) provocan la disrupcién de la red vitrea de SiO», evitando la continuidad de los
enlaces Si-O-Si (BO) y generando oxigenos no enlazados (Si-O-NBO) [309]. El papel
de los modificadores de red es de suma importancia en los vidrios bioactivos.
Regulando la concentracion de grupos Si-O-NBO vy silanoles en en la superficie de los
VB, se puede ofrecer una estrategia viable para controlar la velocidad de su disolucién
[310]-[312]. Algunos trabajos de investigacion afirman que la solubilidad incrementa
cuando se reduce la interconectividad de la red vitrea “en bulto”, resaltando la relacion
entre la estructura del silicato y su bioactividad [255]. Los espectros del Ca 2p
presentan tres picos, uno correspondiente al estado elemental y dos al splitting spin-
orbital (Ca 2pasi2 y Ca 2p1r). El primer pico del estado elemental para NPS20 se localiza
en 344.6 eV y puede originarse al ambiente quimico del cation cuando se integra a la
matriz del silicato. Sin embargo, para NPS30 y NPS40 se observa que el pico del estado
elemental se desplaza hacia 345 eV, tal como se menciona en investigaciones
anteriores, a través del andlisis de fosfatos de calcio como la HAp [313]. La
localizacion del doblete Ca 2p reportada en vidrios bioactivos del sistema SiO2-NazO-
Ca0-P,0s y desarrollados por la técnica fusion-enfriamiento se encuentra en 346 y 350
eV [278], coincidiendo con lo mencionado para silicatos de calcio [283]. Sin embargo,
NPS20 presenta el doblete en 347.7 y 351.2 eV, valores cercanos a los reportados para
la HAp creciendo en la superficie del VB después de permanecer sumergido en SBF
[278], [287], [304], [314]. Se ha reportado el pico correspondiente al enlace Ca-O-P
en 347.2 eV [305]. Ademas, la separacion del doblete en NPS20 es de 3.46 eV, muy
cercano al valor de 3.5 eV, reportado para la HAp [278], [289]. NPS20 tambiéen
presentd los maximos valores del area bajo la curva para el doblete, sugiriendo que la
concentracion maxima de HAp se debe a su incrementada area superficial. Se considera
que al ser XPS una técnica de andlisis superficial, identificard prioritariamente a los

compuestos de calcio que se han formado y precipitado en la superficie de las NPs y
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en menor proporcion al silicato recubierto. El desplazamiento de los picos Ca 2p1s
(350.8 eV) en NPS30 y Ca 2p3;2 (348.1 eV) en NPS40, asi como la reduccion en la
separacion del doblete (3.19 y 3.27, respectivamente) sugieren un cambio en las
especies formadas en la superficie de las NPs. En algunos trabajos mencionan que el
desplazamiento del doble Ca 2p12 y Ca 2ps/2 hacia menores energias de enlace sugiere
una reduccion en la cristalinidad del fosfato de calcio formado [315], [316]. Un estudio
mas sefiala que el desplazamiento del pico Ca 2p12 (NPS30) hacia 350 eV se atribuye
a la presencia en mezcla de fosfatos de calcio/HAp y a una reduccién en su
cristalinidad, mientras que el desplazamiento de Ca 2pz,» (NPS40) hacia 348 eV sugiere
la formacion de apatita carbonatada y CaCOz [272], [278], [317].

El oxigeno cumple un rol importante en el desarrollo de los silicatos debido a su
funcion enlazante entre los &omos de silicio y los modificadores de red. NPS20
presenta 3 picos localizados en 530.6, 532.1 y 533.2 eV, los dos primeros corresponden
al oxigeno enlazado y no enlazado en la red de SiO2, comUunmente reportados en la
identificacion de los silicatos de calcio [283]. El tercer pico, siendo el de mayor energia
de enlace en éste nivel, sugiere la presencia de hidroxidos como son el Si-OH y Ca-
OH. Algunos estudios mencionan que los 3 picos observados en NPS20 sefialan la
presencia de CaO expuesto a H2O [318] y a grupos silanoles superficiales sobre SiO>
[254], confirmando la presencia de especies reactivas de calcio y su integracion en la
red vitrea (formacion del silicato). Otro estudio también menciona que el pico alrededor
de 533.2 eV, se atribuye a los enlaces formados por el calcio y fésforo, mencionando
por ejemplo Ca-O-P [305]. Otro mas menciona que la formacién del enlace P-O-P
(fosfatos enlazados) se identifica con un pico entre 533 y 534 eV, que junto con el pico
de 532 eV (NBO), indican la formacion del P2Os en el silicato [279], [282], [306]. El
estudio del nivel O 1s para la mezcla vidrio bioactivo/fosfatos de calcio es compleja
debido a que los enlaces formados por carbonatos, hidroxidos y fosfatos presentan
picos préximos en el rango contemplado entre 530 y 532 eV. Sin embargo, es posible
deducir los grupos funcionales y elementos predominantes en cada muestra
complementando la informacion con las otras técnicas de caracterizacion (FTIR y

DRX). Se infiere que NPS20 se conforma principalmente de silicatos no enlazados,
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caracteristica principal de los vidrios, pero también presenta sefiales de especies
enlazadas caracteristicas de siloxanos (Si-O-Si) y fosfatos de calcio como la
hidroxiapatita. Los resultados sugieren que NPS20 mantiene la superficie del silicato
expuesta, permitiendo la identificacion de sus componentes, mostrando sefiales de las
especies hidroxiladas (Si-OH y Ca-OH) en su superficie. Sin embargo, también es
reconocible la formacion de HAp sobre el silicato, seguramente en etapa temprana de
nucleacion y crecimiento. Por otro lado, NPS30 presenta dos picos, correspondientes a
las especies enlazadas y no enlazadas del silicato alrededor de 530 y 532 eV. El
incremento sustancial en la concentracion de las especies no enlazadas en NPS30 se
atribuye no solo a la apertura de la red vitrea, por el incremento en la concentracion del
modificador, también puede originarse como consecuencia de la excesiva generacion
de fosfatos de calcio amorfo. A pesar de reconocer el rango de energia de enlace (530
— 532 eV) que pueden cubrir los grupos PO4* en el espectro XPS de acuerdo a la
literatura, se infiere que los fosfatos amorfos presentan las energias de enlace mas bajas
(aprox. 530 eV) vy, conforme se genera el reordenamiento atomico, incrementan su
energia de enlace, como en la HAp (532 eV). El incremento de la energia de enlace,
conforme se ordena la estructura, también se observo para el nivel Si 2p en la
generacion de las diversas especies (Q*, Q2 Q%y Q% vy el desarrollo de la red vitrea
[255], [277], [278], asi como en el nivel Ca 2p para diferenciar entre los diversos tipos
de fosfatos de calcio [272], [278], [317]. Ademas, el pico de los hidroxilos no se
observa en NPS30, sugiriendo la saturacion de la superficie del silicato con el fosfato
de calcio amorfo pricipitado. Mientras que NPS40 revela 4 picos, 2 en la region de
especies enlazadas y dos mas en la region de no enlazadas. Este hallazgo se relaciona
con la formacion de compuestos impurificantes debido a la excesiva concentracién de
calcio y la segregacion de fases. Se considera que los picos en 529.65 y 531.68 eV
corresponden al silicato, mientras que 529.65 y 532.19 a los fosfatos de calcio. La
asignacion de picos al silicato y fosfato de calcio en NPS40 coincide con lo mencionado
en la literatura. Un estudio sefiala que es posible la formacion de fases impurificantes
como la portlandita Ca(OH)., durante la sintesis quimica de silicatos con altas
concentraciones de calcio, identificindola mediante dos picos del espectro XPS; uno
alrededor de 530 eV y otro en 531.6 eV [283]. Sin embargo, debido a la presencia de
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fésforo en las NPs VB no es posible tener portlandita, en su lugar se formarian fosfatos
de calcio cristalino como la HAp. Los picos correspondientes a fosfatos de calcio se
reportan a mayores BE, alrededor de 530.5 y 532.5 eV [319]. Ademas, se observa que
el pico de las especies no enlazadas en el silicato (529.65 eV) tiene mayor area bajo la
curva, resaltando la presencia de los modificadores de red y su efecto depolimerizante
sobre la red vitrea. Mientras que el pico en 532.19 eV asignada a los fosfatos enlazados
destaca su predominancia y afinidad quimica por el calcio, formando otros compuestos
en la superficie de las NPs. Aun cuando los resultado DRX identifican fases cristalinas
del CaCOs (calcita y vaterita) para NPS40, se infiere que la abundancia de fosfatos de
calcio precipitado en las NPs crea un ambiente favorable para la nucleacion de éstos
polimorfos. De acuerdo a la literatura, el pico correspondiente al grupo COs? se reporta
entre 531.2-531.6 eV [320], [321], sin embargo, la ubicacion de los picos principales
en ésta muestra son mas influenciados por los compuestos predominantes como la

apatita, mostrando una menor contribucion del CaCOs recién nucleado.

5.1.5.2 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS)

Mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos X se obtuvieron los %
atomicos (%at.) de carbono (C), oxigeno (O), silicio (Si), fésforo (P) y calcio (Ca). Se
tomaron 5 mediciones en diferentes regiones de las NPs y los valores promedio del
analisis a NPS20, NPS30 y NPS40 se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Composicién quimica obtenida mediante EDS de NPS20, NPS30 y NPS40
(%at.), promedio + desviacion estandar (DE). Relacion Ca/P obtenida a partir de la

composicion elemental, promedio + desviacion estandar (DE).

C o Si P Ca Ca/P
NPS20 | 26,02 +2.65|54.95 + 2.65 |11.85 + 1.98| 2.66 + 0.38 | 4.50 + 0.90 | 1.68 + 0.17
NPS30 | 1469+2.71|63.64 +2.91|13.66 +0.86| 2.89+0.21 | 5.11+0.31 |1.77 + 0.04
NPS40 | 3563 +3.50|52.00 +2.62 | 6.19+0.70 | 1.09 + 0.07 | 4.08 + 0.45 |3.76 + 0.43

Ademas, a través de los resultados, se calcul6 la relacién Ca/P, siendo un parametro

importante para la identificacion de algunas fases de CaPOas [322]. Las bajas

concentraciones de Si y P en NPS40 resultan de la impurificacion superficial. Los
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excesivos %at. de Ca y C confirman la formacién de fases como CaCO3 coincidiendo
con los resultados FT-IR, DRX y XPS. La formacion de compuesto impurificantes
mostraron un efecto sobre la agregacion de las NPs, reduciendo ademés su area

superficial como se observado en el andlisis DLS.

Caso contrario ocurrioé con las NPS20, manteniendo una superficie méas limpia y
mayor area superficial, absorbiendo CO. atmosférico y mostrando un %at. de C mayor
que NPS30. Por otro lado, NPS30 presenta los mayores %at. de Ca y P indicando una
mayor concentracion y acumulacion de fosfato de calcio en su superficie. De la
literatura se conoce que la relacion estequiométrica Ca/P de la HAp es de 1.67 [322],
como el calculado para las NPS20. Menores valores de Ca/P corresponderan a
hidroxiapatita deficiente en calcio y valores mayores resultardn cuando existe un
excedente de iones Ca®". Este exceso de iones promueve la formacion de fases
impurificantes en la superficie de las NPs, modificando sus propiedades
fisicoquimicas. De los resultados obtenidos, también se puede inferir que la
concentracion de calcio adicionado en NPS20 es optimizado, debido a la liberacién
controlada de iones promoviendo la formacion de HAp de mayor pureza en su

superficie.

5.1.6 Morfologia

La micrografia mostrada en la Figura 25 corresponde a las NPS40. Es posible
identificar una morfologia esférica de las NPs. Sin embargo, la literatura sefiala que la
esferoidicidad de las NPS es afectada conforme se adicionan mayores concentraciones
de modificadores de red, como el calcio [188], [263], [323]. Ademas, se observa una
amplia distribucion de tamafios de particula, indicando una deficiencia en las
reacciones sol-gel debido al exceso de iones [324]. Este efecto es consecuencia de una
falta en el equilibrio de las reacciones, manteniendo los procesos de redisolucion
precipitacion en silicatos [54]. Aun maés, la modificacion de la carga eléctrica
superficial, debido a los compuestos de calcio formados en la superficie de las NPs

genera su aglomeracién [233], [325], [326].
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Figura 25. Morfologia cuasi-esférica de las NPS40. Ampliacion en la distribucion de
tamarios de particula y morfologia irregular causadas por la incrementada adicién de
CaNT.

5.2 Resultados y discucion Matriz polimérica PVA — SA

5.2.1 Inspeccion visual de los hidrogeles PVA - SA

Considerando 2 sistemas poliméricos, 2 mecanismos de entrecruzado y 5 ciclos C/D,
se obtuvieron 20 diferentes hidrogeles de 3 centimetros de diametro, con caracteristicas
muy particulares, ver Figura 26. Las fotografias presentan a los hidrogeles S1 (superior)
y S2 (Inferior), entrecruzados por C/D (inferior) y entrecruzado adicional con solucion
de CaCl; (superior), considerando ademéas de 1 a 5 ciclos C/D. Las caracteristicas
fisicoquimicas, mecéanicas, reoldgicas y texturales fueron diferentes para cada uno de
ellos. En las fotografias se puede observar que la opacidad de los hidrogeles se
incremento con los ciclos C/D y estaria relacionado con un mayor grado de
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas. Incluso, la textura y dureza de los
hidrogeles fueron diferentes entre ellos.
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Figura 26. Hidrogeles PVVA — SA obtenidos a través las de mezclas 50:50 (S1) y
65:35 (S2) %v/v. Cada sistema se entrecruzo fisicamente (C/D, linea inferior) y

doblemente con iones Ca?* (C/D y adicion de CaCly, linea superior).

La eliminacién del primer hidrogel en ambos sistemas, correspondientes a 1 ciclo
C/D, sin adicion de CaCly, se debido a su contextura liquida. Se observo que conforme
se incrementaban los ciclos C/D, se reducia su flexibilidad y se incrementaba la dureza.
Mas aun, cuando se realizaba un segundo entrecruzado con CaCly, se incrementaban la
dureza y rigidez, diferenciandose con las propiedaes del hidrogel entrecruzado solo con
el proceso C/D. De ésta manera, se identifico visualmente el efecto de la concentracion
de los polimeros sobre las propiedades mencionadas. Por ejemplo, los hidrogeles S1,
con mayor concentracion de alginato de sodio en su preparacion, exhibieron mayor
rigidez. Incluso, se identificaron algunas irregularidades de formacion en sus costados
y bordes, como el correspondiente a 5 ciclos C/D y doble entrecruzado (S1-CaCly).

Mientras que los producidos con mayor concentracion de PVA (S2), presentan una

106



CAPITULO V COMPUESTO PVA - SA-NPs VB

regularidad de forma y son més flexibles al tacto. Ademas, una superficie mas lisa y
brillante se observa en los correspondientes a S2, con 1 ciclo C/D y entrecruzado doble,
mientras que su homologo de S2 se observa mate y con mayor opacidad. Se pensaria
que los hidrogeles con mayor concentracion de PVA mantiene mayor humedad en su
superficie, siendo mas hidrofilica. A través del tacto, se identifico que los
correspondientes a S2, y sometidos solo al entrecruzado C/D, presentaron mayor
adhesividad que sus similares de S1 y sus pares doblemente entrecruzados. Estas
caracteristicas podrian estar relacionas con la concentracion de grupos hidroxilo (OH"

) en las cadenas poliméricas, siendo mayor para el PVA.

La literatura confirma la compatibilidad y viabilidad en la mezcla PVA y SA en la
formacion de geles. Estudios sefialan que SA y PVA son miscibles en cualquier
composicion. Ademas, que existen interacciones puente de hidrégeno entre las cadenas
de PVA 'y SA [327], [328]. Estas observaciones coinciden plenamente con lo descrito
en otros trabajos de investigacion. Wei et al. mencionan que la integracion de PVA en
el sistema polimérico PVA-SA reduce la rigidez y dureza, e incrementa la ductilidad y
la tenacidad del hidrogel. Ademaés, menciona que las cadenas de PVA tienen mayor
namero de grupos polares que las cadenas de SA del mismo peso molecular [327].

5.2.2 Peso de los hidrogeles

Es preciso mencionar que algunos de los hidrogeles preparados, sometidos solo al
proceso C/D (sin adicion de CaClz), mostraron separacion de fases. Se observo que los
sometidos a 3, 4 y 5 ciclos C/D, de ambos sistemas S1 y S2, una vez que se
descongelaban, exhibian un nucleo blanquesino y opaco, inmerso en una solucion
clara, transparente (exhudado). Conforme se incrementaban los ciclos de entrecruzado,
el ndcleo reducia su tamafio y se incrementaba el exhudado, como se observa en las

fotografias de la Figura 27.

Los hidrogeles que no presentaron exhudado fueron los correspondiente a 2 ciclos
C/D, mientras que los de 5 ciclos expulsaron mayor cantidad de solucion. Se puede

inferir que el nucleo correspondia a la regién del hidrogel con mayor concentracion de
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PVA, reduciendo su volumen debido a un mayor grado de entrecruzado. Mientras que
el liquido trasparente corresponde al SA exhudado del hidrogel debido a la contraccion
en lared de PVA.

Figura 27. A) Expulsion del exhudado desde el hidrogel, posterior al entrecruzado
(C/D). B) Reduccion del ntcleo PVA conforme se incrementan los ciclos C/D, desde
2 hasta 4.

Este fendmeno motivo un anélisis de peso para los hidrogeles obtenidos, con la
intension de identificar el porcentaje de polimero y humedad perdidos durante su
enjuague. Los hidrogeles fueron preparados por triplicado y los valores de peso
mostrados en la Tabla 10 son el promedio de 3 mediciones realizadas. Considerando
que el doble entrecruzado (fisico y quimico) logra entrecruzar la totalidad de las
cadenas poliméricas, se asume que no existen perdidas de los polimeros. Por lo tanto,
los sistemas con ambos entrecruzados son referente para determinar la pérdida de

polimero en los sistemas entrecruzados fisicamente (solo por C/D).

Tabla 10. Pesos promedio de los hidrogeles himedos (W promedio), obtenidos a partir
de 3 mediciones, W promedio + desviacion estandar (DE).

W promedio (g) W Perdido (g) %W Perdido
Ciclos Sistema 1 Sistema 1 CaCl, Sistema 2 Sistema 2 CaCl, Sistema 1 Sistema 2 | Sistemal | Sistema2
1 2.89+0.015 2.874+0.013 -
2 2.3940.042 2.91+0.026 2.214+0.062 2.851+0.044 0.5227 0.6373 17.9388 22.3109
3 2.061+0.040 2.8340.055 2.09+0.036 2.7940.055 0.7711 0.7044 27.2075 25.1790
4 1.84+0.056 2.7540.084 1.9240.091 2.60+0.054 0.9155 0.6777 33.2244 26.0456
5 1.754+0.040 2.5140.025 1.7940.177 2.63+0.009 0.7564 0.8412 30.1060 31.8738
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Los valores de mayor peso fueron 2.87 y 2.91 g correspondientes a S2-CaCly S1-
CaClz, con uno y dos ciclos C/D, respectivamente. Mientras que los valores de peso
mas bajos correspondieron a los sistemas entrecruzados solo fisicamente (S1y S2) con
cinco ciclos C/D. Se observé que, conforme se incrementaban los ciclos de
entrecruzado fisico en S1 y S2, se reducia el peso del hidrogel humedo. Se considero
entonces que los hidrogeles sometidos a éste proceso se conforman de una red
polimérica entrecruzada de PVA con cadenas moviles de SA, interactuando mediante
enlaces puente de hidrogeno. Fue factible pensar que las cadenas de SA al ser sometidas
a esfuerzos, pueden moverse libremente por el hidrogel, sino han sido enlazadas o
entrecruzadas. Por lo que la perdida de peso de los hidrogeles se atribuyd
principalmente al exhudado de SA, eliminado durante el enjuague. A pesar de la
expulsion del SA de los hidrogeles, como consecuencia de su contraccion, es posible
que existan cadenas de SA remanentes en su interior, que seran determinantes en la
absorcién de agua y el peso del hidrogel. La literatura sefiala que la adicion de SA en
geles de PVA incrementa su hinchabilidad y capacidad para absorber agua [329], tal
como se observa en los hidrogeles S1 preparados con 2 ciclos C/D, presentando el peso
maximo. Mientras que el incremento de PVA genera geles mas densos, disminuyendo
el tamafio de poro [327]. Se infiere entonces que la microestructura del hidrogel S1 con
2 ciclos de entrecruzado fisico resulta a partir de una afectacion en el entrecruzado de
las cadenas polimericas de PVA, debido a la incrementada cantidad de SA movil en su
interior. Una mayor concentracion de SA actuard como una barrera mas dificil de
esquivar en el entrecruzamiento de PVA, generando poros mas grandes a los de su
homologo en S2, absorbiendo mayor cantidad de agua y, por ende, mostrando un peso
incrementado. Sin embargo, conforme se incrementa el entrecruzado fisico del gel, éste
se contrae, reduciendo el tamafio de poro y expulsando mayor cantidad de exhudado.
Dicho fendmeno se puede identificar tambien a través de una mayor varianza en el %W
perdido del hidrogel S1, en cada ciclo C/D, ver Tabla 10. También puede monitorearse
a través del grafico de pesos de los hidrogeles, ver Figura 28. Mientras que la pérdida
de peso para los hidrogeles del sistema S2 mostré un comportamiento casi lineal, con
una tendencia ajustada a y = —0.1433x + 2.5102 y R? = 0.9965, la correspondiente

a S1 tiende a comportarse polinomialmente, ajustandose a una ecuacion de segundo
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orden, y = 0.061x? — 0.64x + 3.4289 y R? = 0.9998. Esto también explicaria la

razon del peso tan reducido del hidrogel S1 con 5 ciclos C/D.

Los hidrogeles producidos en el sistema S1-CaCl, presentaron mayores valores de
peso a los obtenidos para S2-CaClz, exceptuando los producidos a cinco ciclos de
entrecruzado fisico, destacando nuevamente la mayor capacidad absorbente del SA. A
pesar de no perder una porcién polimerica, los hidrogeles doblemente entrecruzados
(S1-CaClzy S2-CaCly) también presentaron una perdida de peso. La reduccion de peso,
conforme se sometian a mas ciclos C/D, se atribuy0 principalmente a la capacidad de
abrsorber agua (hinchabilidad) de los hidrogeles debido a su composicién y porosidad.
Al igual que en S1y S2, los sistemas con doble entrecruzado presentan sus maximos

pesos para los producidos con 2 ciclos C/D.

29 - s1-CaCl,

2.8 4

57 ] SZ-CaCI2

2.6 4

25 —
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2.1 4 y = —0.1433x + 2.5102

20  R?=10.9965
194 s

1.8 4

17 . : . , . , .
1 . 3 4 5

Ciclos de Congelamiento/ Descongelamiento
Figura 28. Pérdida de peso de los hidrogeles PVA — SA en funcion de los ciclos C/D

otorgados para los sistestemas con entrecruzado fisico (S1y S1) y doble entrecruzado
(S1-CaClzy S2-CaCly).

Se considera ademas que la microestructura de la red de PVA formada en S1y S2

(porosidad, fraccion de gel) corresponde a la del nucleo de PVA en sus homdlogos
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doblemente entrecruzados. Por ejemplo, el tamafio de poros formados por la red de
PVA en los hidrogeles con dos ciclos C/D en S1 y S2, corresponden a la de sus
versiones doblemente entrecruzados (S1-CaCl. y S2-CaCly). Antes del doble
entrecruzado, la red de PVA funge como una estructura soporte para las cadenas de
SA. Sin embargo, el tamario de poro de los hidrogeles S1-CaCl, y S2-CaCl, se reduce
con respecto a sus similares S1 y S2 hasta que se presenta el entrecruzado de las
cadenas de SA con CaCl,. Se podria inferir que la red de SA entrecruzada con calcio,
se ensambla y estructura en funcion de la red de PVA entrecruzada, incrementando la
fraccion gel. Ademas, cabe sefialar que estos hidrogeles no fueron excentos a los
efectos de la separacién de fases. Si bien los hidrogeles con 2 ciclos C/D no presentaron
exhudado en S1y S2, se considero que el SA se localiz6 al interior del gel de PVA,
haciendo viable la interconectividad de ambas redes (PVA y SA) mediante el segundo
entrecruzado. Sin embargo, en los hidrogeles con 3, 4 y 5 ciclos C/D, en lugar de
obtener un exhudado como en los sistemas S1y S2, el segundo entrecruzado generd la
gelificacion del SA en el exterior de los hidrogeles de PVA, configurando un sistema
nucleo-coraza. Un nucleo conformado principalmente por gel de PVA y una coraza de
SA entrecruzado con calcio. Se observo que el nucleo reducia su volumen conforme se
incrementaban los ciclos C/D, mientras que la coraza incrementaba su espesor. La
separacién de los polimeros genera anisotropia de las propiedades fisicoquimicas de

los hidrogeles, por lo no se profundizé mas sobre el tema.

Figura 29. Configuracion nicleo PVA — coraza SA obtenido en los hidrogeles

producidos con 3, 4 y 5 ciclos C/D. Separacion de fases.
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5.2.3 Deshidratacion y secado de los hidrogeles

Los hidrogeles presentaron diferentes comportamientos de deshidratacion y secado
de acuerdo a su composicion y microestructura. La rapidez en la evaporacion de agua
desde su interior dependera fuertemente de la relacion polimerica PVA/SA 'y el tamafio
de poro. Se determind el porcentaje de peso perdido (%W perdido) para cada uno de
los hidrogeles a 24 y 48 horas. Los resultados se presentan en la Tabla 11 y en grafico

de barras para analizar su comportamiento, ver Figura 30.

Tabla 11. Porcentaje en peso perdido (%W perdido) a 24 y 48 horas de deshidratacion
para los hidrogeles S1, S2, S1-CaCl, y S2-CaCls..

Cc/D C/D + CaCl,
Ciclos 24 h 48 h 24 h 48 h
1 N.A. N.A, 71.48 94.84
2 81.43 95.25 63.6 94.45
S1 3 82.14 95.18 78.72 94.35
4 76.72 95.17, 66.73 94.44
5 87.37 95.19 81.41 94.35
1 N.A. N.A, 76.82 94.44
2 90.79 94.81 75.93 94.21
S2 3 78.64 95.64 65.5 94.73
4 82.22 94.75 77.23 93.92
5 85.63 94.93 78.3 93.78

% Peso perdido (%W perdido)

Lot b, )

1 234 5
s2-CaCl,

Ciclos 1 2 3 4 5.1 2345‘1 234 5
c/ib s1 s2 si-CaCl,

Figura 30. %W perdido en la deshidratacion de los hidrogeles a 24 y 48 h.

112



CAPITULO V COMPUESTO PVA - SA-NPs VB

Al observar el conjunto de datos, se infiere que los hidrogeles con mayor
concentracion de SA, como S1-CaCly y S2-CaCl; presentaron menores pérdidas de
peso a las 24 horas de tratamiento térmico. Mas aln, el hidrogel con 2 ciclos C/D,
perteneciente al sistema S1-CaClz, mantuvo la mayor hidratacion y menor %W perdido
a las 24 horas (63.6%). La incrementada concentracion de SA retenida al interior de
estos hidrogeles es la responsable del incremento de peso. Otros hidrogeles también
presentaron retencion hidrica considerable a las 24 horas, entre ellos se encuentran los
correspondientes a 3 y 4 ciclos C/D, de los sistemas S2-CaCl, y S1-CaCly,
respectivamente. Mientras que el hidrogel con mayor %W perdido a las 24 horas fue el
producido con dos ciclos C/D en S2, mostrando caracteristicas muy particulares. Este
gel no presenté exhudado, asumiendo que las cadenas de SA se mantuvieron cautivas
en su interior. Sin embargo, a pesar de contener una porcion considerable de SA,
mostr6 un acelerado proceso de deshidratacion a las 24 horas. Por lo que su
comportamiento tan especial no se explicaria a partir de un incremento en la
concentracion de SA, en su lugar se considera una microseetructura conformada por
una red de poros mayores, permitiendo una rapida evaporacion de agua. Otros
hidrogeles que muestran una elevada pérdida de peso a las 24 horas son los preparados
a 5 ciclos C/D y entrecruzado fisico (S1 y S2). Su rapida deshidratacion se deduce
considerando que la concentracion de SA es muy baja en su interior y muy baja
hidratacién, predominando el PVA y generando una red de poros pequefios para
almacenar agua. Sin embargo, considerando que los hidrogeles con 3, 4 y 5 ciclos C/D
y doble entrecruzado presentaron separacion de fases (configuracion ndcleo PVA-
coraza SA), se esperaria que sus propiedades fueran anisotropicas, apartandose de los
intereses propios de éste estudio. La interpretacion de sus resultados y la descripcion
de su comportamiento puede resultar un tanto complicados, requiriendo un estudio mas

profundo.

Al reorganizar los datos obtenidos y graficar solo los correspondientes a 2 ciclos
C/D, se obtiene el gréfico de la Figura 31. En éste se observa una relacion clara entre

el %W perdido y la composicion del hidrogel. La mayor retencion de agua y el menor
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%W perdido mostrado por los hidrogeles con doble entrecruzado, S2-CaCl2 y S1-
CaCl2, se deben principalmente a la predominancia del SA en su interior.
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Figura 31. Porcentaje de peso perdido en hidrogeles preparados con 2 ciclos C/D en
los sistemas S1y S2, entrecruzados fisicamente y con adicion de CaClo. El

ordenamiento de los datos evidencia una relacion con el contenido de los polimeros.
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Figura 32. Porcentaje de peso perdido en hidrogeles preparados con 2 ciclos C/D en

los sistemas S1 y S2, entrecruzados fisicamente y con adicion de CaClo. El

ordenamiento de los datos evidencia una relacion con la porosidad de los hidrogeles.

Mientras que los correspondientes a S1 y S2, con entrecruzado fisico y menor

proporcion de SA, exhiben altos %W perdido debido a una mayor deshidratacion a las

114



CAPITULO V COMPUESTO PVA - SA-NPs VB

24 horas. Como se mencion0 anteriormente, a pesar de no estar fuertemente enlazadas
las cadenas de SA a la red de PVA, en S1 'y S2, es posible reconocer su presencia en
los hidrogeles y el efecto de absorcion de agua. Aun mas, existe una clara diferencia
entre los hidrogeles de S1y S2. Los preparados con la relacion en volumen 50:50 (S1),
genera hidrogeles con poros més grandes que 65:35 (S2), permitiendo una mayor
absorcidn de agua y presentando un peso incrementado, como se discutio anteriormente
en el analisis de peso. Ademas, esta diferencia microestructural también tienen un
fuerte impacto en el proceso de deshidratacion como se deduce en los resultados. El
gréafico de la Figura 32 corresponde a los mismos datos analizados en la Figura 31, solo
se han ordenado de manera distinta. A través de esta modificacion, es mas perceptible
el incremento en la porosidad de los hidrogeles de 2 ciclos C/D, con y sin segundo
entrecruzado. A traves del %W perdido a las 48 horas, fueron ordenados los hidrogeles
de acuerdo al grado de porosidad (tamafio de poro) de la siguiente manera: S1 > S2 >
S1-CaCl, > S2CaCly, correspondiedo a los valores 95.2, 94.8, 94.4 y 94.2 %.

5.2.4 Comportamiento de hinchabilidad

Un compuesto conformado homogeneamente por PVA y SA brindara ventajas sobre
los hidrogeles producidos con un solo polimero, por lo tanto se eligieron los hidrogeles
con 1y 2 ciclos C/D, pertenecientes a S1-CaCl, y S2CaCly, para realizar el anlisis de
hinchabilidad. EI grafico de la Figura 33 presenta la relacion de hinchamiento de los
hidrogeles, definiendose como la capacidad del hidrogel para absorber agua y siendo
uno de los requerimientos mas importantes en aplicaciones biomédicas (liberaradores
de farmacos, apositos y soportes celulares) [330]. Se observa que, de manera general,
los hidrogeles obtenidos tienen una tendencia de hinchamiento similar durante las
primeras horas del tratamiento, creciendo rapidamente la relacién de hinchabilidad en

las primeras 10 horas de acondicionamiento, después las curvas cambian.

El hidrogel S1-CaCl> con dos ciclos C/D presentd la mayor relacion de
hinchabilidad, mientras que el homologo de S2-CaCl, mostr6 la menor. Los producidos
con 1 ciclo, de ambos sistemas, mantuvieron valores intermedios. Las relaciones de

hinchabilidad en el equilibrio fueron de 2.43 y 1.92 para los producidos con 2 y 1 ciclo
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C/D en S1-CaCl,, respectivamente, y se alcanzaron alrededor de las 90 horas. Sin
embargo, los hidrogeles de S2-CaCl no presentan un equilibrio definido. El producido
con 1 ciclo C/D presenta incrementos y decrementos en los valores de su relacion de
hinchabilidad, mientras que el producido con 2 ciclos C/D aun en el Gltimo punto

medido (127 horas) continua incrementandose.

$1-CaCl,, 2C/D
24 4 ,.0*“"&—.
‘ o
20 - s1-CaCl,, 1 C/D
- u L
18 - e - y < A S2-Cicl‘. 1CID
16 - ‘,"' A v
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$2-CaCl,, 2 C/D

Relacion de Hinchabilidad (SR, g/g)
4
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Figura 33. Curvas de comportamiento relacion de hichabilidad en funcién del tiempo

para hidrogeles con 1y 2 ciclos C/D, doblemente entrecruzados.

Estos resultados coinciden con los andlisis anteriores y otros estudios [329],
confirmando que el aumento en la concentracion de SA también incrementa el peso del
hidrogel y su capacidad para absorber agua. Asi como una mayor proporcién de PVA
tendera a generar hidrogeles més densos, con tamafio de poro méas pequefio y menor
capacidad de absorcion. Algunos trabajos reportan que la hinchabilidad de los
hidrogeles se relaciona con la difusién del agua y la ionizacion de los grupos
funcionales. Si la cinética de ionizacion es mucho mas lenta que la difusion, el proceso
de ionizacion limita la cinética de hinchamiento. El pKa del alginato se encuentra

alrededor de 3.2 y 4 para el acido gulurénico y mannuronico, respectivamente [331].
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En medios con bajo valor de pH, la mayoria de los grupos carboxilicos del alginato se
encuentran en forma de -COOH. Conforme el pH del medio se incrementa, los grupos
carboxilicos llegan a estar ionizados (-COQ") provocando la repulsion electrostatica de
la red, asi como la hinchabilidad del hidrogel [329]. Con el incremento de SA en los
hidrogeles, se ionizan méas grupos -COOH y -COONa (incrementandose la velocidad
de ionizacion) y, por ende, favoreciendo el hinchamiento. En algunos casos, es posible
que durante el secado, los hidrogeles con alto contenido de SA y considerable
entrecruzado generen una estructura compacta, blogueando los grupos -COOH o -
COONza, restringiendo la velocidad de ionizacion [332], [333]. Es posible que un
fendmeno similar ocurra en el hidrogel con 2 ciclos C/D de S2-CaCl,, presentando la
relacién de hinchabilidad més baja, atribuida a una menor velocidad de ionizacion en
los grupos -COOH y -COONa. A pesar de mantenerse sumergido en agua mas de 100
horas, su relacion de hinchabilidad méaxima fue de 1.64 y continda absorbiendo agua e
hinchandose. La baja densidad de entrecruzamiento de la red de PVA y la degradacion
del hidrogel S1-CaCly, con 1 ciclo C/D, pueden ser la causa de una menor relacion de
hinchabilidad a la de su par S1-CaCl, con dos ciclos C/D. La generacion de una red
entrecruzada de PVA mas laxa y relajada, con poros grandes, permiti6 mayor
movilidad de las cadenas SA y su eliminacion del hidrogel, reduciendo el efecto de
hinchabilidad.

5.2.5 Dureza de los hidrogeles

Cabe mencionar que la dureza medida a través de TPA (texture profile analizer) se
diferencia de la obtenida a traves de pruebas de penetracién (Rockwell, Brinell o
Vickers). Mientras que las pruebas de penetracidén determinan la dureza a partir de una
huella de deformacién en materiales con cierta rigidez, el gran modulo elastico de los
hidrogeles no permite usar esta estrategia. Por lo tanto, la dureza en esta técnica se
define como la fuerza maxima (gramos fuerza, gr) requerida para lograr una
deformacion en los hidrogeles [334] y se obtiene a partir del punto méximo en el ciclo
de compresidn. Las curvas de compresion para los hidrogeles obtenidos en este estudio
se presentan en las Figuras 34 y 35. En el primero (Figura 34), se presentan tres curvas

en negro resaltadas, correspondientes a los ciclos de compresion para S1 con 2 ciclos
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C/D, y tres con linea tenues para S2 con 2 ciclos C/D. Los valores de dureza obtenidos
se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Valores de dureza (gy) obtenidos para los hidrogeles PVA-SA preparados

con 1y 2 ciclos (C/D), asi como para sus homdlogos doblemente entrecruzados.

Valores de Dureza (gy)
Entrecruzado Fisico (C/D) Doble (C/D + CaCl,)
Ensayo §1,2C/D §2,2¢C/D |S1-CaCl,, 1 C/D|S2-CaCl,, 1 C/D|S1-CaCl,, 2 C/D|S2-CaCl,, 2 C/D
lo. 149.5 61.5 286.3 185.8 752.3 1117.8
20. 67.4 35.4 272.6 184.9 747.7 907.6
3ero. 29.1 26.3 258.9 117.2 706.6 861.9
Desviacion Est. 61.5 18.2 13.7 39.3 25.1 136.4]

A partir de estos datos, se reconoce el valor madximo de dureza para los hidrogeles
con entrecruzado C/D, siendo 149.5 g, para S1 con 2 ciclos C/D (1a. medicion) y el
menor es 26.3 g para S2 con 2 ciclos C/D (3a. medicion). Se deduce que los hidrogeles
con mayor proporcion de SA (S1) presentaron un ligero incremento en la dureza, tal
como se esperaba. Pero también mostraron mayor desviacion estandar lo que podria
sefialar una microestructura interna irregular, por ejemplo, la formacion de poros de
diferentes tamafios o poros muy grandes. Los del sistema S2 mostraron menores
valores de dureza y desvicién estandar, sugiriendo la formacion de un hidrogel con
predominancia en PVA (mayor elasticidad) y una microestructura mas ordenada, por
ejemplo, una distribucion de tamafios de poro mas estrecha o una densidad de

entrecruzado mas homogenea.

En la segunda grafica (Figura 35) se observan los ciclos de compresion para los
hidrogeles doblemente entrecruzados correspondientes a 1 y 2 ciclos de C/D. Los
valores de dureza mas altos se observan para S2-CaCl2 con 2 ciclos C/D, contemplados
entre 1117.8 y 861.9 g_f. Se podria decir que en esa proporcion de polimeros PVA/SA,
las condiciones se optimizan para la formacion de una red entrecruzada de PVA,
brindando mayor soporte y resistencia a la red interpenetrada de SA, creando una red

de poros interconectados y permitiendo la difusion de iones y agua.
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Figura 34. Ciclos de compresién mecanica aplicada en los hidrogeles de S1y S2

preparados con 2 ciclos C/D. Los tenues scorresponden a S2 y los marcados a S1.
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Figura 35. Ciclos de compresién mecanica aplicada en los hidrogeles de S1-CaCl;

(linea continua) y S2-CacCl; (linea punteada) preparados con 1y 2 ciclos C/D.
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La concentracion de SA es suficiente para permitir que las cadenas de PVA se
entrecrucen, consolidando la estructura primaria y la formacién de poros. Por otro lado,
la concentracion de PVA es optimizada para generar una red entrecruzada, flexible y
abierta conteniendo al SA, sin generar esfuerzos internos para su expulsion. Es posible
que en éste hidrogel, la distribucién de tamafio de poro se reduzca, influyendo sobre
sus propiedades mecénicas. Tal como lo reporta la literatura, la introduccion de SA por
encima del 20% en el hidrogel de PVA mejora las propiedades mecanicas (como
resistencia a la tension y modulo elastico), atribuido a la fuerte adhesion interfacial
entre PVA y SA (miscibilidad), convirtiendo a los hidrogeles fragiles en materiales
tenaces [329], [335]. La reduccion en los valores de dureza para S1-CaCl, con 2 ciclos
C/D se debe principalmente a la estructura del hidrogel, presentando mayor
distribucion de tamafio de poro formando microzonas con regiones de alta densidad de
entrecruzamiento y otras de menor, reduciendo el area superficial y debilitando la red
del hidrogel. También se observa un detrimento en las propiedades mecénicas del
hidrogel con relacion a los ciclos de C/D. Los hidrogeles con 2 ciclos C/D presentaron
valores de dureza mayores a sus pares con solo 1 ciclo C/D debido a una mayor
densidad de entrecruzado y una distribucion de tamafio de poro mas estrecha,
brindando mayor resistencia a la red.

5.2.6 Degradacion hidrolitica de los hidrogeles

El analisis de degradacion se llevé a cabo para los hidrogeles preparados con 2 ciclos
CID, en sus versiones de entrecruzado fisico y doble entrecruzado. Los %W pérdido
por efecto de la degradacion hidrolitica con SBF se presentan en la Tabla 13 y el grafico
de barras de la Figura 36. Es preciso mencionar que los valores graficados
corresponden a los %W perdido en los hidrogeles por cada intervalo de tiempo, no al
%W perdido total.

Nuevamente, se identifica que los hidrogeles entrecruzados solo fisicamente pierden
mayor peso en los 3 intervalos de tratamiento (15, 30 y 45 dias). Mientras que el

hidrogel con mayor concentracion de PVA (S2) presenta una tendencia en su pérdida
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de peso, el correspondiente a S1 con mayor concentracion de SA presenta una pérdida
de peso aleatoria.

Tabla 13. Porcentaje de peso perdido (%W perdido) en los hidrogeles con 2 ciclos C/D,
por efecto de la degradacion hidrolitica en SBF a 15, 30 y 45 dias.

Hidrogeles
Dias S1 S2 S$1-CaCl, | S2-CaCl,
15 54.79 48.8] 25.92 24.83
30 53.54 48.25 22.13 34.67
45 59.84 44.81 40.78 27.66
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Figura 36. Comportamiento de la degradacién en los hidrogeles preparados con 2
ciclos C/D, inmersos en SBF 15, 30 y 45 dias. Relacion entre su degradacion con la

composicion y tamafio de poro.

El comportamiento de S2 podria estar relacionado con una regularidad en su
microestructura, por ejemplo, una red de poros con tamafios mas homogéneos,
regulando la adsorcion de iones y agua, asi como la desorcion de los productos de la
degradacion. Por otro lado, las muestras con doble entrecruzado presentaron una menor

pérdida de peso, infiriendo que se conforman de una red de poros mas pequefios que
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sus similares entrecruzados fisicamente. Los valores de %W perdido correspondientes
a 45y 15 dias muestran una tendencia en la degradacion de los hidrogeles relacionada
con su porosidad. Cabe mencionar que estos resultados coiciden con el orden
establecido en el analisis de deshidratacion para la misma serie de hidrogeles. Se
pensaria que un mayor tamafio de poro, permite mayor degradacion, siendo posible
establecer un orden de tamafio de poro de la siguiente manera: S1 > S2 > S1-CaCl, >
S2-CaCl,. Considerando que la red de PVA formada en S2 es la correspondiente a la
de S2-CaCly, se infiere que su red de poros también es mas ordenada que en S1-CaCl..
Ademaés, esa red de poros mas péquefios reduce la difusion de agua al interior del
hidrogel retardando la cinética de ionizacion de los grupos -COOH y -COONa y, por
ende, la disolucion del SA. La literatura sefiala que la concentracién de iones en el
interior del hidrogel es mayor que la del PBS, causando una diferencia en la presion
osmotica y generando un flujo hacia el interior de la matriz polimeérica [333]. Una vez
al interior del hidrogel, los fosfatos del PBS reaccionan con el calcio y lo separan del
SA, resultando en un rompimiento de la estructura del hidrogel [336]. Ademas, los
iones Na* y K* sustituyen a los iones Ca?* en los bloques de polimannuronato y
poliguluronato, reduciendo el entrecruzamiento de SA [337] y haciéndolo susceptible
a la degradacion [332].

5.3 Compuesto PVA - SA - NPs VB

5.3.1 Obtencion de hidrogeles nanocompuestos

Considerando los resultados obtenidos en el analisis de los hidrogeles puros PVA-
SA, se eligi6 la matriz S2-CaCl» con 2 ciclos C/D para preparar el nanocompuesto. Los
hidrogeles se prepararon con 0.3% w de NPs VB (NPS20, NPS30 y NPS40) y
particulas de Bioglass comercial (COMER) procesadas por molienda de alta energia.
Bajo el procedimiento descrito en el desarrollo experimental, las NPs fueron dispersas
y resuspendidas en las soluciones polimericas precursoras. Cabe mencionar que la
viscocidad de las soluciones precursoras evitaron la sedimentacion de las NPs. La
fotografia de la Figura 37 presenta las suspenciones precursoras producidas para la
obtencion de los hidrogeles nanocompuestos. Durante el colado de los hidrogeles, se

observo que la adicion de las NPs incremento la viscocidad de las soluciones
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precursoras, con respecto a la viscocidad de la solucién de referencia (PVA-SA), y la
tendencia a la gelificacion se acelerd, incluso a temperatura ambiente. Se podria pensar
que la disolucion de las NPs por efecto de la agitacion, durante la redispersion, liberd
iones Ca?*, acelerando el proceso de entrecruzado de SA, antes del proceso C/D. Sin

embargo, ese fendmeno no fue analizado en éste estudio

Figura 37. Suspencion de las NPS20, NPS30, NPS40 y BG comercial en la solucion
de PVA - SA.

Una vez colados los hidrogeles, se sometieron a 2 ciclos C/D, llevando a cabo el
entrecruzado fisico de las cadenas de PVA. Descongelados y a temperatura ambiente,
se adiciono la solucion de CaCl; a los hidrogeles, generando el segundo entrecruzado.
De esta manera, se obtuvieron tres hidrogeles nanocompuestos (PVA-SA-NPS20,
PVA-SA-NPS30y PVA-SA-NPS40) y dos referencias (PVA-SA-COMER y PVA-SA)

como se observa en la imagen de la Figura 38.

®

. { Y0
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Figura 38.Pastillas nanocompuestas PVA — SA — NPs VB obtenidas.
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5.3.2 Nucleacion de apatita (HAp) sobre los hidrogeles PVA-SA-NPs vidrio
bioactivo

Los hidrogeles nanocompuestos inmersos 14 dias en la solucion de Hank’s, junto
con sus referencias (sin ensayo de bioactividad), se leofilizaron para extraer el liquido
en su interior, evitando su contraccién y conservando su microestructura porosa para
estudios posteriores. Los hidrogeles fueron analizados mediante DRX identificando las
fases presentes. Todos los perfiles DRX obtenidos fueron normalizados para realizar
las comparaciones pertinentes entre los hidrogeles nanocompuestos ensayados y sus
referencias. En la Figura 39 se presentan los difractogramas de los hidrogeles no
ensayados. Los frontales corresponden a los producidos con NPS20 y NPS40, mientras
que los posteriores, a la matriz PVA-SA y BG comercial. En todos estos se observa
una banda ancha extendida entre 15 y 30° 26, presentando un maximo alrededor de los
20° 20, tipico de los hidrogeles de PVA y un pequefio pico alrededor de 13.5° 20
caracteristico del SA. Ademas, los mayoria de hidrogeles de referencia muestran
reflexiones estrechas en 27.3, 31.7, 45.5, 56.4 y 66.3° 26, resaltando el entrecruzado
del SA con CaCl> [338], [339]. Algunos trabajos de investigacion sefialan que estas
reflexiones se relacionan con la reduccion de la distancia molecular entre las cadenas
de SA, asi como la generacion de dominios cristalinos en el hidrogel [338], [340]. El
hidrogel producido con NPS20 presenta reflexiones de baja intensidad comparado con
el resto de los hidrogeles, incluso, los picos en 56.4 y 66.3° 20 no son evidentes en su
perfil. Las intensidades de estas reflexiones fueron reduciendo gradualmente para BG
comercial, matriz PVA-SA, NPS40 y NPS20. Los valores de intensidad para el pico
localizado en 31.7° 20, correspondientes a los hidrogeles antes del ensayo de
bioactividad (I,), se encuentran reportados en la Tabla 14. La literatura sefiala que la
reduccion del pico es una clara sefial de amorfizacion del hidrogel y, es comunmente
observada en nanocompuestos de SA entrecruzados con CaCl,. Por ejemplo, la adicion
incrementada de NPs de HAp homogeneamente dispersas en hidrogeles de SA,
provocd el decremento de su cristalinidad [341]. Considerando que las NPs de HAp se
conforman de fosfato de calcio, se explica que los iones Ca?* generados de su
disolucidn, interactuan con los aniones carboxilato (-COQO") del SA, incrementando los
enlaces dentro del hidrogel [339].
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Figura 39. Perfiles DRX de los hidrogeles nanocompuestos y sus referencias no
ensayados.

Sin embargo, el efecto entrecruzante de los iones Ca?* liberados esta limitado por la
velocidad de disolucion de las NPs. Es entonces cuando el area superficial de las NPs
juega un papel mas relevante en los hidrogeles de SA, generando interacciones entre
su superficie y las cadenas poliméricas, pero también reduciendo el contacto entre ellas.
Las NPs de HAp no solo proveen los iones para el entrecruzado de las cadenas de SA,
también fungen como “puntos enlazantes”, reduciendo los dominios cristalinos dentro
del hidrogel. Esta idea coincide plenamente con los principios de actuacion de los
vidrios bioactivos, destacando la importancia de mantener su amorficidad, al menos
en sus primeras etapas de aplicacion, brindando una adecuada cinética de disolucién y
un mejor desempefio [269]. Al igual que las NPs de HAp, las NPs VB se conforman
de calcio y aportan iones Ca®*. Sin embargo, como se analizé anteriormente, el
reducido tamafio de NPS20, su mayor area superficial y su composicion quimica
(cristalitos de hidroxiapatita) influyen sobre la microestructura del hidrogel. Mientras

gue NPS40, estando méas aglomeradas e impurificadas con otras fases (CaCO3),
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reduciran el efecto de “punto enlazante” con las cadenas de SA. Incluso, se observa
que la adicién de las NPS40 a la matriz polimérica no mostré efecto de amorfizacion,
con respecto al hidrogel PVA-SA. La adicién de particulas de BG comercial con mayor
tamafo, incrementd el caracter cristalino del hidrogel, incluso mas que la matriz

polimérica pura PVA-SA.

Los difractogramas correspondienes a los hidrogeles sometidos al ensayo de
bioactividad se muestran en la Figura 40. Después de 14 dias de permanecer en la
solucién de Hank’s, los hidrogeles mostraron su capacidad formadora de apatita (HAp).
De acuerdo a la literatura, la nucleacion y crecimiento de apatita (biomineralizacion)
se monitorea a través de la intensidad de los picos localizados en 21.8, 31.7, 455y
56.4° 20, correspondientes a los planos (200), (21 1), (20 3) y (3 2 2), respectivamente
[340]. Estos picos se han identificado también en hidrogeles PVA - Fibroina de seda —
vidrio bioactivo, después de 7 dias de sumergidos en SBF [342]. Cabe resaltar que en
las etapas tempranas de la apatita no se observan los picos caracteristicos de la HAp
estequiometrica, puesto que su caracter cristalino aun es débil. Sin ambargo, conforme
crecen los cristalitos, su ordenamiento se incrementa. Las intensidades del pico (2 1 1)

correspondientes a los hidrogeles ensayados se muestran como I en la Tabla 14.

Tabla 14. Intensidades del pico (2 1 1) antes (I,) y despues del ensayo de bioactividad
(I5) por 14 dias.

NPS20 NPS40 PVA-SA BG comer
Final (If) 73 51 100 85
Inicial (I,) 10 39 a7 75
Diferencia (If — 1) 63 12 53 10

A través de los difractogramas se identifica un crecimiento en la intensidad de las
reflexiones, en especifico para el hidrogel preparado con NPS20. Se puede argumentar
que la diferencia en la intensidad de la reflexion (2 1 1) entre el hidrogel no ensayado
y el ensayado nos proporciona una medicion del grado de biomineralizacion obtenido

en los hidrogeles. Bajo éste argumento, la mayor capacidad bioactiva se observé para
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NPS20 y su hidrogel, debido principalmente a su mayor area superficial. EI mejorado
efecto bioactivo de éste hidrogel hubiese sido mas evidente si se hubiera prolongado el
ensayo. Sin embargo, son evidentes sus ventajas ante la matriz polimérica. Por ejemplo,
pasado el tiempo, la matriz polimerica PVA-SA tendera a la degradacion y su efecto
bioactivo se reducira. Por otro lado, la union de las cadenas de SA mediante las NPs
de vidrio bioactivo, asi como la liberacion de iones controlada y prologanda, permitira
extender el desempefio y eficacia del biomaterial. Aln mas, se considera que las NPs

dispersas en el hidrogel mejoran las propiedades mecanicas.
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o PVA — SA — NPS40
§ 0.2 -
=
- PVA - SA - NPS20
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Figura 40. Perfiles DRX de los hidrogeles nanocompuestos y sus referencias
ensayados 14 dias en solucion de Hank’s. La nucleacion de apatita se puede

monitorear a través del pico (2 1 1), localizado en 31.7° 26.
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6.1 Resultados y discucion

6.1.1 Andlisis de grupos funcionales

La Figura 41 muestra los espectros IR del compuesto CS/AuNPs, con concentracion
constante de HAuUCI, y diferentes cantidades de SC; CS puro y relaciones molares de
HAuCl4/citrato de sodio 0.1, 0.21, 1.2 y 5. La banda a 3300 cm™ se produce por
estiramiento simétrico de los grupos -OH. La banda en 2880 cm™ se asocia con un
estiramiento simétrico del grupo metilo, la banda presente en 1640 cm™ pertenece a
C=0 antisimétrica, del citrato, ademas, la banda en 1550 cm™ se asigna a la
deformacion antisimétrica de NH3*. La banda a 1410 cm™ se produce por estiramiento
C-N. La banda de estiramiento a 1025 cm™ esta relacionada con C-O [181], [343]-
[345].

021

0.1

Absorbancia (u. a.)

4000 3000 2000 ) 1000
Ndmero de onda (cm™)
Figura 41. Espectro FT-IR de CS puro y compuestos CS/AuNPs con relacion
HAUCI4/SC (M/M, relacion molar) de 0.1, 0.21, 1.2 y 5. Nétese que la region 3200 a

3500 cm* revela una sutil ampliacion de las bandas vibracionales correspondientes al

hidrogeno enlazado.

Las caracteristicas sobresalientes de los espectros FT-IR se encuentran en la

vecindad de la banda de 1640 cm™, donde la intensidad del espectro disminuye con la
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concentracion de SC. Este efecto podria atribuirse a la baja eficacia del citrato de sodio
para reducir el oro.

6.1.2 Morfologia

Las Figuras 42a y 42b muestran las micrografias SEM de una matriz de CS con una
distribucion homogenea de AuNPs embebidas. Usando el software AutoCAD 2007, las
dimensiones de las NPs pueden ser obtenidas. La Figura 42c muestra el histograma de
distribucion de tamafio de particula para la relacion HAuCI4/SC igual a 1: este
histograma se obtuvo de 3 micrografias. La mayoria de las NPs se dimensionan entre
8y 11 nm (76%). Incrementando la relacion HAuUCI4/SC de 0 a 1 el tamafio de particula

disminuye; al aumentar ain mas, el tamafio de las particulas aumenta ligeramente.
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Figura 42. Micrografias SEM de las peliculas CS/AuNPs con relacién molar

HAuUCI4/SC de a) 0.21 y b) 1.0; c) Histograma de la distribucion de tamafio de
particula para la relacién igual a 1.0; d) Dependencia de la absorcién maxima en el
espectro UV-Vis sobre la relacion molar HAuCl.4/SC.
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De manera similar, la méxima absorcion en el espectro UV-Vis disminuye y luego
permanece casi constante (Fig. 42d). El desplazamiento de la banda de absorcion
méaxima a una longitud de onda més baja confirma la reduccion del tamafio de AuUNPs.
En la sintesis convencional de Turkevich para las AuUNPs, donde se usa citrato de sodio
como agente reductor (sin quitosano), el aumento en la concentracién de SC genera
una reduccion del tamafio de particula [153]. Debe resaltarse que, a través del uso del
CS como agente reductor, disminuye la cantidad de citrato de sodio, reduciendo el
tamafno de las NPs. Este comportamiento puede explicarse mediante la capacidad
reductora del CS y la presencia de grupos amino e hidroxilo libres en su estructura, sus
propiedades policationicas y quelantes. Las cualidades de este polisacarido permiten
su uso como estabilizador y agente reductor en la sintesis de AuNPs [345]. Ademas,
un excesivo volumen de HAuCls promueve una nucleacion de tamafio de particula mas

pequefio y polidispersidad [345].

6.1.3 Analisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico (TGA) se realizé para determinar el contenido de agua
libre durante el calentamiento, a través de la pérdida en peso. La evaporacién de agua
se identificd mediante la pérdida de peso a 120° C. La Figura 43 muestra la dependencia
del contenido de humedad en funcion de la relacion molar HAuCl4/SC. Conforme
incrementa la relacion molar HAuCl4/SC a 1, se observa la reduccién del contenido de
humedad. Un aumento adicional de esta relacion HAuCIl4/SC, genera una ligera
reduccion en el contenido de agua libre, como se observa en la Fig. 43. En este sentido,
el mayor cambio en el contenido de agua libre se produce para relaciones molares
HAuCI4/SC de 0 a 1 (17 %) mientras que un cambio minimo de 3% se observo para
una relacion molar HAuCI4/SC de hasta 5. En una segunda exploracion, se realizaron
mediciones TGA adicionales sobre peliculas recocidas, durante 30 minutos a 120 °C y,
posteriormente, enfriadas a temperatura ambiente. En estas peliculas el contenido de

agua fue de 0.2 %w.
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Figura 43. Dependencia del contenido de agua sobre la relacion molar HAuCl4/SC.

6.1.4. Conductividad

Los espectros de impedancia compleja (Z°~ contra Z") para todas las peliculas

exhiben caracteristicas semicirculares en altas frecuencias y respuesta cuasi-lineal a

bajas frecuencias (Figura 44 b). La respuesta lineal a bajas frecuencias puede asociarse

con polarizacién interfacial o efectos de contacto metélico [192]. Los valores de

resistencia DC Ry, se han obtenido ajustando el semicirculo de frecuencia alta del

espectro de impedancia, antes de la intercepcion con las partes reales, como se muestra

en el inserto de la Fig. 44. La correspondiente conductividad DC (o,.) se ha obtenido

a partir de la ecuacion ogc =d/(Rgc X S) donde d es el espesor de la peliculay S es el

area de la pelicula.
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Figura 44. Dependencia de la conductividad DC sobre la relacion molar HAuCl4/SC.

El inserto muestra el espectro de impedancia obtenido a la temperatura indicada en el

grafico.
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En la Fig. 44 se puede observar que la conductividad del nanocompuesto aumenta
desde O hasta una relacion molar HAuUCI4#/SC de 1.0; para una relacion molar
HAuCI4/SC mas alta, la conductividad permanece casi constante (saturacion). Esta
observacién concuerda cualitativamente con los resultados mostrados en la Fig. 42;

presentando saturacion tanto en el tamafio de NPs como en la conductividad.

6.1.5 Propiedades dieléctricas

Las mediciones dieléctricas se realizaron en un rango de frecuencia contemplado
entre 40 Hz y 110 MHz. Cada muestra se mantuvo por 3 minutos a cada temperatura,
asegurando el equilibrio térmico. Para reducir la humedad de las peliculas, se realizaron
mediciones adicionales en una celda a vacio. Las muestras recien preparadas, se
recocieron a 120° C por 1 hora en una celda a vacio antes de las mediciones,
continuando a vacio con el enfriamiento a temperatura ambiente. Ademas, se utilizé un
elemento de calentamiento Peltier para realizar las mediciones desde 0 hasta 100° C.

Las mediciones dieléctricas proveen informacién acerca de los procesos de
relajacion de temperatura en el nanocomposito. En los compositos polimero — MNPs,
tanto la corriente i6nica y la polarizacion interfacial podrian cominmente enmascarar
los procesos reales de relajacion dieléctrica en el rango de baja frecuencia. Por tanto,
para analizar el proceso dieléctrico, se ha convertido la permitividad ¢* al modulo
eléctrico complejo M* mediante la ecuacion 14:

« 1 &' .o&"

M == =M4iM"= T AL
& g +& g +&

ec. (14)

2

donde M’ es la parte real y M’ la parte imaginaria del moédulo eléctrico, ¢’ es la parte
real y ¢’ la parte imaginaria de la permitividad. En esta representacion, la polarizacion
interfacial y las contribuciones del electrodo se suprimen esencialmente [346]. El
tiempo de relajacion correspondiente se puede calcular mediante la siguiente relacion:
t=1/(2nf,), donde f, es la frecuencia pico en la dependencia de M" sobre la frecuencia
[193].

Un estudio reciente reportd tres relajaciones moleculares en nanocompuestos CS-

Au basados en mediciones dieléctricas [193]:
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1) en el rango de temperatura de 25-70°C se revela un comportamiento no lineal,

2) un comportamiento lineal en el rango de temperatura de 70-150°C, y

3) a temperaturas superiores a los 160°C, se desencadena la degradacion del polimero.
De acuerdo con este andlisis, la Figura 45 muestra las dependencias del tiempo de
relajacion con la temperatura reciproca segun la metodologia descrita en [346] para una
relacion molar HAuCI4/SC de 0.21.

En el rango de temperatura de 25 a 70° C, el proceso de relajacion no lineal puede
DT,
T-T,

ajustarse mediante la relacion Vogel-Fulcher-Tamman (VFT) 7 =7, exp( ), donde

T, es la temepratura de Vogel, 7,y D son los pardmetros dependientes empiricos del
material.
En el proceso de relajacion (80-150° C), se observo una dependencia lineal tipo

E

Arrhenius (7 =z, exp( Rf_lrf)) para peliculas recien preparadas y en un rango de 22-150°

C para peliculas secas (recocidas a vacio a temperatura de 120° C).

La relajacion o aparece cuando predomina la conductividad idnica en los
nanocompuestos CS-Au, en el CS puro y la mayoria de los polisacéaridos [345]. Esta
relajacion aparece debido a la migracién de iones, responsable de la polarizacion

dieléctrica adicional en sistemas amorfos y eléctricamente no homogéneos.

La relajacion no lineal o esté relacionada con la transicion vitrea apareciendo en
nanocompuestos CS-Au himedos. La Figura 46 muestra la temperatura de VVogel T,
en funcion de la relacion molar HAuCIl4/SC; se espera un comportamiento andlogo para
la temperatura de transicion vitrea de dichos nanocompuestos a 50-70 K por encima de
T, [193].

La Figura 46 muestra que la existencia de un exceso de HAuUCI4 es responsable de la
"anomalia" de temperatura de Vogel. La temperatura de Vogel T, es la temperatura de
activacion aparente de la relajacion a en muchos polimeros; T, suele ser 50-70 K mas

baja que la temperatura de transicion vitrea [192].
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Figura 45. Dependencia del tiempo de relajacion sobre la temperatura reciproca en

peliculas recien preparadas (circulos) y recocidas (triangulos) para una relacién molar
HAUCI4/SC de 0.21. Notese un ajuste lineal tipo Arrhenius asociado a la relajacion o
(energia de activacion 103.2 kJ/mol) y el ajuste no lineal VFT asociado a una
relajacion a (transicion vitrea).
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Figura 46. Dependencia de la temperatura Vogel sobre la relacion molar HAuCI4/SC.
Notese que la transicién vitrea de la mayoria de los polimeros amorfos es de 50-70 K

mas alta que T,

Se han preparado nanocompuestos CS/Au con diferentes relaciones molares
HAUCI4/SC y es viable pensar que una porcion del HAuCls se acomplejaréa en las
peliculas y podra participar en la conductividad DC idnica observada. Al disminuir la

concentracion de SC (aumento del HAuUCIls), se produce incremento de la
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conductividad de la pelicula. Cuando la relacion molar HAuCl4/SC es superior a 1.0,
la capacidad reductora competitiva del CS ayuda a compensar la baja concentracion de
SC. La capacidad del CS para asistir la reduccion del HAuCls se debe a la presencia de
los grupos amino e hidroxilo libres. Este efecto es responsable de la saturacion en el
tamafio de particula (Fig. 42¢), la conductividad (Fig. 44), la absorcion de agua (Fig.
43) y la temperatura de Vogel (Fig. 46).

La absorcidn de agua en peliculas puras de CS promueve un efecto plastificante; por
esta razon, en las muestras con menor contenido de humedad, baja la temperatura de
Vogel [193]. Sin embargo, en el caso de los nanocompuestos CS/AuNPs, la
temperatura de Vogel disminuye con el incremento de la relacion molar HAuCIl4/SC,
aun cuando el contenido de humedad disminuya (ver Fig. 43 y Fig. 46). De acuerdo a
un trabajo anterior de invetigacion [345], las AuNPS con una relacién molar
HAUCI4/SC baja, se unen al CS a través de enlaces de hidrégeno entre el sodio
acomplejado y los grupos amino del CS. Al aumentar la relacién molar HAuCI4/SC, el
sodio acomplejado disminuye y la interaccion entre AuNPs y CS podria deberse a

fuerzas electrostaticas (debido a la polarizacion de la superficie de las NPs).

Este efecto es responsable de la reduccion de las temperaturas de VVogel y transicién
vitrea. Se puede obtener una conclusién similar de las dependencias del tamafio de
particula (Fig. 42c) y la conductividad en relaciones molares HAUCI4/SC superiores a
1.0.

Cabe sefalar que, al variar la relacion molar HAuCI4/SC, se pueden ajustar con
precision la absorcion de agua, la conductividad y la temperatura de transicion vitrea
del nanocompuesto. Las muestras preparadas con bajas relaciones molares HAuUCIl4/SC
tienen moléculas de sodio mas acomplejadas. Estas moléculas forman enlaces de
hidrogeno con la matriz polimérica y el agua puede unirse al grupo -OH del CS. Por
otro lado, las peliculas con altas relaciones molares HAuUCI4/SC, tienen moléculas de
sodio menos acomplejadas, por lo que la cantidad de enlaces de hidrogeno también es

menor.
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Ademaés, cualquier exceso de HAUCI; puede reducirse potencialmente por las
capacidades reductoras del CS. Aunque el proceso de reduccién por CS no se conoce
bien, es posible que los grupos OH puedan actuar como grupo reductor en la formacién
de NPs [347]. Las AuNPs cargadas superficialmente pueden adherirse a los grupos
NH?3* mediante fuerzas electrostaticas. La absorcion de agua de los nanocompuestos es
menor para los preparados con relaciones molares HAuCI4/SC mas altas debido a la

reduccion en la concentracion de enlaces de hidrogeno.
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7.1 Conclusiones NPs VB

1)

2)

El efecto de la concentracion de calcio en la formulacion de las NPs VB se
observd desde su sintesis quimica y se reconocié como un factor clave en el
control de su dispersion y la formacion de subproductos.

Se obtuvieron NPs esféricas compuestas de VB e HAp, mediante la técnica sol-
gel-co-precipitacion y radiacion ultrasonica, presentando tamarios de diametro
en el orden de los nanémetros. Su aglomeracion se debe principalmente a la
excesiva concentracion de iones Ca?* en el medio de preparacion y a la
precipitacion de éstos sobre su superficie, modificando la carga eléctrica

superficial y reduciendo las fuerzas de repulsion entre ellas.

NPS20 NPS40

Difusién Ca® Acumulacién Ca®

Concentracién Ca®

Figura 47. Relacion entre tamario, area superficial y difusion de Ca?* en las NPs VB,

durante el tratamiento térmico. EI Ca?* se difunde en NPS20, mientras que en NPS40

3)

se acumula en su superficie.

La identificacion de fosfatos y siloxanos en NPS20 revela que se compone de
silicato e HAp. Los ortofosfatos y fosfatos &cidos indican que la HAp se
encuentra en etapa temprana de crecimiento sobre el gel de silicio (cristalitos,
en escala nanometrica). La adicidn de bajas concentraciones de CaNT (< 20%
mol CaO) en la formulacion, incrementa el caracter cristalino de HAp formada.
Mientras que mayores concentraciones de CaNT tenderan a la formacién y

acumulacién de ACP en la superficie de las NPs. Una acumulacion excesiva de
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4)

5)

6)

ACP proveera las condiciones optimas para el surgimiento de ACC y los
polimorfismos de CaCOs, como se observa para NPS30 y NPS40

Una red de SiO, mas polimerizada (especies de silicio Q%, Q® y Q%) en el silicato
sera favorecida a menores adiciones de CaNT (< 20% mol CaO) en la
formulacién. Ademas, una superficie mas limpia en las NPS20 exhibira mayor
concentracion de Si-OH (formacién del gel) fundamentales para la nucleacion
y crecimiento de la HAp. La presencia de especies que interactuan con las
moléculas de agua como Si-OH y Ca-OH en la superficie de NPS20 sefialan la
habilidad que presenta para la nucleacién y crecimiento de la HAp.

La mayor concentracion de ortofosfatos (Q®) en NPS20 revela su integracion a
la red del silicato fungiendo como modificadores de red, pero junto con las
especies de fosfato Q? caracterizan a un cristal de HAp en etapa de crecimiento.
Las elevadas concentraciones de Q° y Q? revelan la cinética de transformacion
entre los ortofosfatos liberados de la matriz de silicio, asi como su inmediata y
eficiente reaccion quimica con los iones Ca?* formando HAp. La elevada
concentracion de metafosfatos Q! (especies intermedias) en NPS30 y NPS40
confirman la acumulacién de ACP en su superficie y el detrimento de la cinética
de transformacion a HAp.

La cristalinidad de la HAp se reduce con mayores adiciones de CaNT (>30%
mol Ca0), mientras que la cristalinidad global (HAp+CaCOs3) de las NPs VB
se incrementa con mayores adiciones de CaNT. Es posible que exista una
cinética para la nucleacion de CaCOs en las NPs VB dependiente de la

formacion y acumulacién de ACP.
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Las conclusiones se resumen a través del siguiente esquema:

NPS20 NPS30 NPS40
VB + HAp VB + HAp + CaCO; VB + HAp + CaCO;

Gel de l ACP

silicio HAp
Gel dessilicio ACP R A
[ ]Acc CaCO; cristalino

Figura 48. Composicion y disposicion de las distintas fases identificadas en las NPs
VB.

Se infiere que la ruta para la nucleacion del CaCOs cristalino se lleva a cabo

mediante las siguientes reacciones quimicas:

Ca?* + PO}~ - ACP - Cas(P0,);(OH) observada en NPS20

Cait o + PO3~ - ACP - Cas(P0,);(OH) + ACP observada en NPS30 y NPS40

ACP + CO, - ACC - CaCOj; cristalino observada en NPS30 y NPS40

El indice de cristalinidad en las NPs VB, dependiente de la concentracion
adicionada de CaO en la formulacion, se establece de la siguiente manera:

indice de i ndice de Cristalinidad
Crigtalinidad HAp Global (HAp + CaCOy)
NPS20 > NPS30 > NPS40 NPS40 > NPS30 > NPS20
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La integracion gradual de COs? en la red de la apatita, asi como la nucleacion
de CaCOs en las NPs VB restringen el crecimiento de HAp (Principio de

biomineralizacion).

7.2 Conclusiones Compuesto PVA-SA-NPs VB

1)

2)

3)

4)

La relacion de polimeros PVA/SA seré determinante en la microestructura del
hidrogel obtenido e influird en los procesos de difusion e intercambio de
fluidos. A pesar de comprobar que SA gobierna la absorcion de agua en los
hidrogeles, no sera el Unico pardmetro a considerar, tambien parametros como
porosidad, densidad de entrecruzamiento y fraccion gel influiran en los
procesos de hidratacion y evaporacion.

A través de la microestructura y composicion de los hidrogeles, es posible
modular su capacidad de absorsion/desorcion de agua, siendo un requerimiento
importante para aplicaciones biomédicas como la liberacion de farmacos de
forma controlada o el suministro de nutrientes en soportes celulares. Si los
poros son demasiado grandes, disminuye el area superficial disponible para la
adhesion celular, afectando también las propiedades mecanicas y acelerando su
degradacion.

La mezcla homogénea y en proporciones adecuadas de los polimeros PVA 'y
SA, brindara las condiciones optimas para generar una red de cadenas
interprenetradas, mostrando un aumento de hasta 1 orden de magnitud en los
valores de dureza para los sistemas doblemente entrecruzados (S1-CaCl,y S2-
CaCl,). El doble entrecruzado C/D + CaCl brinda una estrategia méas para
regular las propiedades mecanicas de los hidrogeles y su cinética de
degradacion, sin la adicion de entrecruzantes toxicos.

El hidrogel preparado con la relacion 65:35 %v/v, dos ciclos de entrecruzado
C/D vy adicion de CaCl> (S2-CaCl,) presentd elevada dureza, capacidad de
absorcion y desorcion controlada de agua, asi como baja cinética de

degradacion, siendo el mejor candidato para la dispersion de las NPs.
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PVA RED INTERPENETRADA

Entrecruzado de Hidrogeles
con 2 ciclos C/D

SZ-CaCI; Sl-CaClz

PVA Deshidratacién

S1-CaCl, $2-CaCl,

0

Figura 49. Resumen de las caracteristicas evaluadas en los hidrogeles PVA-SA y su
ordenamiento de acuerdo a las propiedades fisicoquimicas y microestructurales.

5) El uso de NPs VB con reducida aglomeracion e incrementada area superficial
(NPS20), asi como la generacion de dominios cristalinos en el hidrogel,
brindaran una superficie mas homogénea para la nucleacion y el crecimiento de
la apatita (HAp). La elevada area superficial de las NPs VB garantiza su
disolucion y la liberacion de iones Ca?* y PO4>, mientras que el hidrogel funge
como su vehiculo protegiendolas, manteniendolas dispersas y humedas,
optimizando su desempefio.

6) Se espera que la adicion de las NPS20 mejoren aun mas las propiedades
mecénicas del hidrogel, al incrementarse las interacciones superficiales con las
cadenas poliméricas (efecto reforzante) y la generacion de dominios cristalinos.
Ademas de mostrar un retraso en su degradacion debido a la continua liberacion

de iones Ca%* desde las NPs, manteniendo el entrecruzado de las cadenas SA.
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Disolucién
de NPs VB

Figura 50. Desarrollo de dominios cristalinos de calcio en el hidrogel PVA-SA-NPs

VB. La liberacion de iones Ca®* desde NPs VB, permite el entrecruzado de las

cadenas SA.

7.3 Conclusiones Compuesto CS — AUNPs

1)

2)

3)

Se han sintetizado peliculas delgadas de CS/AuNPs por reduccion quimica de
HAuUCI4 en presencia de soluciones de citrato de sodio (SC) y quitosano (CS).
La estructura, la conductividad y las propiedades de relajacion de las peliculas
de CS/AuNPs se han investigado en funcion de la relacion molar HAuCI./SC.

La relacion molar HAuCI4/SC afecta los tamafios de AuNPs debido a las
capacidades adicionales del CS como agente reductor. Se ha propuesto un
modelo descriptivo para entender la reaccion entre HAuCls, SC, CS y &cido
acético, demostrando que un exceso de HAuCls es responsable de las
dependencias de conductividad, temperatura de VVogel y absorcion de agua en
los nanocompuestos CS/AUNPSs.

El valor de la relacion molar HAUCI4/SC de 1.0 es un umbral de la relacion
molar. A mayores relaciones molares HAUCI4/SC, la capacidad reductora del
CS conduce a la saturacion de la cantidad libre de HAuCls y, posteriormente, a

la saturacién de todas las propiedades de los nanocompuestos CS/AuNPs.
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7.4 Publicaciones

1)

2)

3)

L. R. Torres-Ferrer, J. M. Lopez-Romero, J. Mendez-Nonell, M. J. Rivas-
Arreola, M. Moreno-Rios, E. O. Avila-Davila, E. Prokhorov, Y. Kovalenko, D.
Zarate-Trivifio, J. R. Revilla-Vazquez, M. A. Meraz-Rios, G. Luna-Barcenas.
“Tuning HauCl4/Sodium citrate stoichiometry to fabricate Chitosan-Au
Nanocomposites”. Polymers (2022), 14, 768. DOI: 10.3390/polym14040788

E. Estrada- Cabrera, L. R. Torres-Ferrer, G. Luna Barcenas, R. Ramirez-Bon.
“Cellulose dialysis membrane containing raw clinoptilolite enhances the
removal of Rhodamine 6G from aqueous solution”. Microporous Mesoporous

Mater. 321 (2021) 111113. DOI: 10.1016/j.micromes0.2021.111113

E. Estrada-Cabrera, L. R. Torres-Ferrer, O. G. Aztatzi-Aguilar, A. De Vizcaya-
Ruiz, M. A. Meraz-Rios, D. G. Zarate-Trivifio, A. Arizmendi-Morquecho, A.
de Luna-Bugallo, E. Prokhorov, G. Luna-Barcenas. “Chitosan-bioglass
coatings on partially nanostructured anodized Ti-6Al-4V alloy for biomedical
applications”. Surf. Coatings Technol. 375 (2019), 468-476. DOI:
10.1016/j.surfcoat.2019.07.002
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CAPITULO VIII. PERSPECTIVAS

Para continuar esta invetigacion se proponen algunas actividades que complementarian

los fundamentos teoricos aplicados, asi como los conocimientos desarrollados durante

éste proyecto.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Analizar el efecto de menores adiciones de CaNT (< 20% mol CaO) sobre el
tamarfio en las NPs VB, su dispersion, disolucion y bioactividad.

Estudiar la cinética de liberacion de iones en las NPs VB obtenidas y
relacionarla con la concentracion de CaNT adicionada en la formulacion,
acoplando y optimizando su solubilidad y la cinética de transformacion a HAp.
Investigar y aplicar estrategias para realizar el ensayo de bioactividad a las NPs
VB, evitando su redispersién en la matriz polimérica y eliminando la
contribucion de ésta.

Realizar andlisis de citotoxicidad y viabilidad celular a las NPs VB en funcién
de su composicion y las fases presentes.

Completar la caracterizacion quimica, térmica y microestructural de los
hidrogeles PVA-SA y los nanocompuestos, a través de técnicas como FTIR,
TGA y SEM.

Realizar pruebas de compresion mecanica a los hidrogeles nanocompuestos
(NPs VB), identificando el efecto reforzante de la fase indrganica.

Realizar ensayos biologicos in vitro. Cultivos celulares sobre los
nanocompuestos (PVA-SA-NPs VB).

Caracterizar la porosidad (&rea superfiucial, distribucion de tamafio de poro,
volumen de poro, etc.) de los hidrogeles obtenidos PVA-SA y nanocompuestos,
mediante microscopia SEM y BET (absorcion de Nitrogeno).

Realizar analisis de actividad osteogénica de fosfatasa alcalina (ALP),
identificando la habilidad formadora de apatita de los hidrogeles
nanocompuestos PVA-SA-NPsVB.
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10) Desarrollar nanocompuestos CS - Au NPs con relaciones proximas al umbral
HAuUCI4/SC = 1, verificando las propiedades identificadas con valores de
relaciobn mas lejanas.

11) Analizar el efecto de variar el espesor de las membranas CS — AuNPs sobre la
conductividad, propiedades térmicas y la absorcién de agua.

12) Realizar anélisis de propiedades mecéanicas en las membranas CS — AuNPs.
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