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Resumen

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales e hidrofilicas,
capaces de retener grandes cantidades de agua o fluidos biolégicos en su espacio
intersticial. Estos materiales se asemejan a muchos tejidos vivos debido a su baja
rigidez (E~kPa) y comportamiento hiperelastico. Por ello, se han convertido en
materiales de gran interés en biomedicina, tanto para la regeneraciéon de tejidos
como para la liberacion controlada de farmacos.

En este proyecto se desarrollan y caracterizan cuatro hidrogeles en base a
almidén comercial y poli(vinil Alcohol) (PVA) con potenciales aplicaciones
biomédicas. Se preparan hidrogeles fisicos de los polimeros puros y de la mezcla
almidén-PVA en relacién 1:1 en masa, por el proceso de congelamiento-
descongelamiento. Ademas, se prepara un hidrogel mezcla almidén-PVA (1:1)
entrecruzado quimicamente empleando glutaraldehido como agente de
entrecruzamiento modelo. Todos los hidrogeles preparados poseen la misma
concentracion total de polimero (20% p/v).

Una vez puesto a punto el método de preparacion que conduce a la
obtencion de materiales reproducibles, se lleva a cabo la caracterizacion fisico-
quimica, la evaluacion del comportamiento mecanico y la comparacion del
desempefio de los cuatro tipos de hidrogeles. Para ello, se emplean técnicas de
microscopia electrénica de barrido (SEM) y de espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR), ensayos de hinchamiento, y ensayos mecanicos de
reometria oscilatorios a baja deformacion, ciclos de carga y descarga de
macroindentacion, y compresion uniaxial.

Los hidrogeles preparados presentan ultraestructuras porosas diferentes,
dependientes de la composicion, el procesamiento y el tipo de entrecruzamiento.
Los hidrogeles de almidén muestran una mayor capacidad de absorber agua que
los de PVA procesados en las mismas condiciones. El grado de hinchamiento de
equilibrio y la cinética de hinchamiento resultan marcadamente diferentes entre
los hidrogeles de las mezclas entrecruzadas fisica y quimicamente. El alto de grado
de hinchamiento asi como la elevada velocidad a la que se alcanza el equilibrio en
los hidrogeles quimicos sugieren que poseen una estructura de poros

interconectada.
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Segun los ensayos de reometria oscilatoria a bajas deformaciones, los
hidrogeles de almidon resultan los mas rigidos y los de PVA los de menor rigidez,
exhibiendo las mezclas un comportamiento intermedio. En macroindentacién, los
hidrogeles de almidon puro y los de la mezcla fisica presentan histéresis entre las
curvas carga-desplazamiento, registradas en los distintos ciclos. Por otra parte, los
hidrogeles de PVA y de la mezcla con entrecruzamiento quimico muestran un
comportamiento reversible, lineal y no-lineal, respectivamente. Estos
comportamientos pueden describirse adecuadamente con el modelo Neo-
Hookeano (PVA) y de Ogden de primer orden (mezcla entrecruzada
quimicamente). En compresion uniaxial, los hidrogeles que contienen almidén y
puntos de entrecruzamiento fisico se comportan de manera poroviscoelastica.
Debido a los fendmenos de retrogradacion y sinéresis que sufre el almidon en los
ciclos de congelamiento-descongelamiento, estos geles contienen una gran
cantidad de agua libre, que es capaz de fluir a través de los poros. Este fenémeno es
visible desde bajos niveles de tension. Los hidrogeles de PVA con
entrecruzamiento fisico y los de las mezclas entrecruzados con glutaraldehido
muestran un comportamiento hiperelastico con endurecimiento por deformacién
mas alld de lo predicho por el modelo Neo-Hookeano. El endurecimiento por
deformacion en los hidrogeles entrecruzados quimicamente se manifiesta a
menores deformaciones que el hidrogel de PVA.

El intervalo de médulo (rigidez) de los hidrogeles preparados, asi como el
comportamiento mecanico poroviscoeldstico que presentan, hacen de estos
materiales, candidatos potenciales para el reemplazo total o parcial del nucleo

pulposo, tejido que forma parte de los discos intervertebrales.




Capitulo 1. Introduccion y objetivos
1.1. Introduccion

1.1.1. Los biomateriales y la ingenieria de tejidos

Con el paso de los afios, el concepto de biomaterial ha ido evolucionando
hasta llegar a la definiciéon que propuso David F. Williams, 2009. Un biomaterial se
considera una sustancia disefiada para tomar una forma en la que, sola o como
parte de un sistema complejo, se emplea para dirigir, mediante el control de las
interacciones con los componentes de sistemas vivos, el curso de un
procedimiento terapéutico o de diagndstico, en medicina humana o veterinaria.
Asimismo, existen materiales que, sin haber sido especificamente disefiados como
biomateriales, son considerados como tales debido a que presentan propiedades
que los hacen aptos para aplicaciones biomédicas.

Anualmente se realizan millones de procedimientos quirurgicos para
reparar o reemplazar tejidos u 6rganos dafiados o gravemente afectados que
requieren el uso de sustitutos. El crecimiento de la esperanza de vida se ha
convertido en un factor importante en esta ampliacién de la demanda de
biomateriales (G.A. Abraham y col., 2007).

La ingenieria de tejidos surgio cerca de los afios noventa, con el fin de
encontrar una solucién a las limitaciones de las terapias tradicionales,
principalmente el empleo de implantes biolégicos (autoinjerto, aloinjerto o
transplante, y xenoinjerto). La aplicacion clasica de esta aproximacion consiste en
el empleo de células y/o proteinas, como factores de crecimiento, en un
biomaterial poroso y biocompatible que actiia como matriz extracelular. Para
estimular la reparacion del tejido se agregan factores biologicos. Lejos de ser
componentes pasivos, las matrices juegan un papel muy importante, ya que
preservan el volumen del tejido, proveen funciones mecanicas similares a las del
tejido reemplazado, y funcionan como transportadoras de diversas sustancias
bioldgicas. El éxito en el desempefio de este tipo de matrices recae en el balance
entre las funciones mecanicas del tejido que intenta regenerar o sustituir, y la
capacidad de transporte de nutrientes, desechos y productos de degradacién (S. J.

Hollister, 2005).
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El rol principal de los biomateriales (matrices, sustratos, andamiajes o
scaffolds) en ingenieria de tejidos consiste en replicar las funciones bioldgicas y
mecanicas de la matriz extracelular nativa encontrada en el organismo humano,
sirviendo como matriz extracelular artificial. En esta aplicacion los biomateriales
cumplen una serie de funciones importantes: i) proporcionan un espacio
tridimensional y una superficie adecuada para la adhesion, proliferacidn,
migracion y diferenciacion celular, funciones celulares que permiten estructurar
espacialmente poblaciones de células de tejidos concretos; ii) favorecen la
liberacion de factores bioactivos en los lugares deseados; iii) proporcionan un
soporte mecanico temporario contra las fuerzas a las que esta sometido in vivo,
manteniendo la integridad de la estructura tridimensional predefinida durante el
desarrollo del tejido y degradando sin impedir el crecimiento del tejido.

En ingenieria de tejidos, la primera y crucial decisién que debe tomarse es
la eleccion de un material apropiado. Dado que la biocompatibilidad es un
requisito esencial, el material no debe provocar potencialmente ninguna respuesta
biolégica indeseada en células o tejidos y debe poseer una calidad quimica
superficial que promueva la fijacién y funcién celular. Asimismo, los productos de
degradaciéon no deben ser toxicos y deben eliminarse del organismo en
sincronizacion con la regeneracion del tejido. Entre los materiales que retdnen
estas caracteristicas basicas y que pueden emplearse potencialmente en ingenieria
de tejidos se incluyen polimeros naturales, sintéticos o semisintéticos, algunos
ceramicos y materiales compuestos polimero/ceramico. La necesidad de
biodegradabilidad y naturaleza fragil excluye el uso de metales y la mayoria de los
ceramicos, que ademas poseen una procesabilidad muy limitada para este tipo de

aplicaciones (P.C. Caracciolo y col., 2013).

1.1.2. Hidrogeles

La ingenieria de tejidos requiere de diversos tipos de biomateriales,
dependiendo de las caracteristicas del tejido a regenerar.

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales e hidrofilicas,
capaces de retener grandes cantidades de agua o fluidos biolégicos en su espacio

intersticial (R. Zargar y col, 2014). Estos materiales se caracterizan por su
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consistencia suave y elastica, asemejandose a los tejidos vivos (L.M. Zhang y col,,
2005), por lo que son de gran utilidad en ingenieria de tejidos, en especial para el
reemplazo de cartilagos articulares. Los hidrogeles pueden presentar un
comportamiento mecanico muy similar al de este tipo de tejidos por la capacidad
de difusion del fluido a través de la matriz porosa en presencia de gradientes de
presion. Este comportamiento se conoce como poroviscoelasticidad (S. Kalyanam y
col, 2009; A.E. Forte y col.,, 2015). Ademas, muchos otros tejidos biolégicos se
comportan como sélidos hiperelasticos, es decir, soportan grandes deformaciones
de manera reversible (J. Sparrey y T.M. Keaveny, 2011; K. Comley y N. Fleck, 2012).
Los hidrogeles también pueden presentar esta caracteristica mecanica, analoga a la
de los elastémeros.

Dentro de la familia de los hidrogeles, se pueden distinguir los llamados
“geles fisicos”, los cuales poseen una estructura entrecruzada fisicamente y por ello
son reversibles. En estos geles, el entrecruzamiento se produce por fuerzas
secundarias tales como puentes de hidrégeno. La disposicion espacial de las
cadenas no es uniforme en este tipo de hidrogeles, lo cual conduce a
heterogeneidades y a la presencia de defectos, que afectan el comportamiento
mecanico.

A su vez, también existen hidrogeles que poseen moléculas entrecruzadas
quimicamente. Este tipo de hidrogeles son irreversibles y se los llama “geles
quimicos”. Las moléculas que conforman la red polimérica de este tipo de
hidrogeles estan enlazadas covalentemente (A.S. Hoffman, 2001).

Existe una gran variedad de materiales sintéticos y naturales que pueden
emplearse para obtener hidrogeles potencialmente aplicables en ingenieria de
tejidos. Entre ellos, en este proyecto se eligid trabajar con el almidon y el poli(vinil
alcohol) (PVA) como materiales de partida para la preparacion de hidrogeles

biomédicos.

1.1.2.1. Hidrogeles formulados con polimeros naturales: Almidon de papa

Los hidrogeles obtenidos a partir de polimeros derivados de la naturaleza
se han usado con frecuencia en ingenieria de tejidos, debido a que forman parte de
matrices extracelulares, o bien, presentan propiedades macromoleculares

similares a ellas (J. L. Drury y D. ]. Mooney, 2003).
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El almidén es un polisacarido biodegradable de muy bajo costo, presente en
los alimentos de origen vegetal. Se encuentra en forma de particulas discretas,
cuyo tamafio, forma, morfologia y composicion dependen de su origen botanico.
Estos granulos poseen un didmetro de entre 0,5um y 175pum, y pueden tener
formas regulares (esféricas, ovoidales, prismaticas) o irregulares. En el caso del

almidon de papa, se ven principalmente granulos ovoidales.

Este polimero natural estd compuesto basicamente por dos tipos diferentes
de homopolimeros de glucosa: la amilosa y la amilopectina. En la Figura 1 se
muestra la estructura quimica de estos dos polimeros. La amilosa se considera un
polimero lineal, con unidades de glucosa unidas por enlaces de tipo a-1,4. Por su
parte, la amilopectina es un polimero ramificado, y posee uno de los pesos
moleculares mas elevados entre los polimeros naturales conocidos. Este polimero
presenta enlaces a-1,4 y ramificaciones debidas a la presencia de enlaces a-1,6.
Generalmente, la mezcla de estos dos homopolimeros ronda entre un 20-30% de
amilosa y un 70-80% de amilopectina, relacién que puede variar dependiendo del
origen del almidon (E. Bertoft y A. Blennow, 2009; A. Imberty y col,, 1991; A. Abd
Karim y col., 2000; J. W. Donovan, 1979).

CH2OH
8]

(=CH;

L HzUH CH:OH CHAH CH:YH

(@) (b)

Figura 1. Estructura quimica de la amilosa (a) y la amilopectina (b).

Los polisacaridos como el almidén se emplean para la produccion de
hidrogeles debido a ventajas tales como no-toxicidad, biocompatibilidad,

biodegradabilidad y abundancia en la naturaleza (K. Pal y col., 2008).

La preparacion de redes entrecruzadas a partir de almidén requiere la
disrupciéon de su estructura mediante un proceso denominado gelatinizacidn.

Cuando los granulos se encuentran en presencia de agua y se someten
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simultdneamente a mezclado mecanico y calor, se hinchan, aumentando varias
veces su tamaiio (J. Lelievre, 1976). Cuando la temperatura llega a un valor critico,
usualmente entre 70 y 82°C, el hinchamiento es maximo y los granulos comienzan
a romperse, liberando la amilosa y la amilopectina que poseen en su interior (J.
Lelievre, 1973). De esta forma, se obtiene el almidon gelatinizado. Al retornar a
temperatura ambiente, ocurre un proceso que se denomina retrogradacion, donde
las moléculas se reordenan y forman una estructura de gel (A.M. Hermansson y K.
Svegmark, 1996). Los hidrogeles de almiddén tienen como particularidad que el
proceso de rotura de los granulos es irreversible, y por lo tanto, no cumplen con el
concepto de reversibilidad que caracteriza a los hidrogeles de tipo fisico (C.G.

Biliaderis y B.O. Juliano, 1993).

Los hidrogeles de almidén han sido propuestos en varios trabajos para
aplicaciones biomédicas, como es el caso de piel artificial (K. Pal y col., 2006),
liberacion controlada de farmacos (J. Chen y col, 1995) y cementos 6seos (S.

Pereira y col., 1998).

1.1.2.2. Hidrogeles formulados con polimeros sintéticos: Poli(vinil alcohol)

Los hidrogeles sintéticos, es decir, los obtenidos a partir de polimeros
sintéticos, son atractivos para aplicaciones en ingenieria de tejidos debido a que
sus propiedades y su quimica son controlables y reproducibles. Luego, estas
propiedades definen la dindmica de formacion del gel, la densidad de
entrecruzamiento, la mecanica y sus propiedades de degradacidon. Las siliconas, el
poli(6xido de etileno) (PEO), y el poli(vinil alcohol) (PVA) son algunos ejemplos de
polimeros sintéticos.

El PVA es un polimero hidrofilico y soluble en agua, proveniente de la
hidrolisis parcial o total del poli(vinil acetato) (PVAc) (H.B. Chen y col, 2014).

Posee una estructura quimica muy sencilla (Figura 2), con grupos OH capaces de

{—QH—CH%
OH .

Figura 2. Estructura quimica del poli(vinil alcohol) (PVA).

formar puentes de hidrogeno.
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Este polimero es un material de bajo costo que ha sido ampliamente
estudiado en sistemas de ingenieria de tejidos a partir de diferentes técnicas de
procesamiento.

Los hidrogeles producidos a partir del PVA poseen propiedades que los
hacen muy interesantes para su uso como materiales biomédicos. Entre estas
propiedades se encuentran su biocompatibilidad, biodegradabilidad y facil
procesabilidad por medio de la técnica de congelamiento-descongelamiento
(freeze-thaw). Las variables mas importantes de esta técnica son la cantidad total
de ciclos, y el tiempo de duraciéon de cada uno. La modificaciéon de estas variables
conduce a diferencias en las propiedades de estos hidrogeles. Por ejemplo, al
aumentar la cantidad de ciclos, se produce un incremento en sus propiedades
mecanicas pero, al mismo tiempo, se reduce su capacidad de hinchamiento (T.
Mitsumata y col., 2008; C.M. Hassan y N.A. Peppas, 2000).

Los hidrogeles de PVA producidos por congelamiento-descongelamiento
presentan buena estabilidad a temperatura ambiente y elevada elasticidad. Sin
embargo, este método de gelaciéon no es apropiado para la gelacion in vivo
(hidrogeles inyectables). Los hidrogeles de PVA han sido utilizados en ingenieria
de tejidos para regeneracion artificial de cartilagos articulares (G. Zheng-Qiu y col.,
1998), de lentes de contacto blandas (S.H. Hyon y col., 1994), y en formaciones de
hueso (T. Taguchi y col., 1999).

1.2 Hipotesis de trabajo y objetivos

La hipotesis de este proyecto es que es posible obtener hidrogeles con
potenciales aplicaciones en ingenieria de tejidos a partir de un polimero natural
comercial (almidon de papa) y un polimero sintético (PVA). Estos hidrogeles
constituyen las estructuras temporarias necesarias para la regeneracion de tejidos
bioldgicos.

El presente trabajo contribuye al conocimiento general en el area de Ciencia
de Biomateriales, en lo referente a diversos aspectos del procesamiento y del
comportamiento mecanico de hidrogeles.

Se plantea como objetivo general, la obtencién de hidrogeles reproducibles

basados en almidén y PVA que presenten propiedades mecdanicas y funcionales
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adecuadas para aplicaciones en medicina regenerativa. Para alcanzarlo, se ponen
en practica distintas estrategias de sintesis en la preparacion de los hidrogeles.
Debido a la naturaleza experimental, en el proyecto se afrontan las dificultades
asociadas al desarrollo de nuevos materiales, como son el ajuste de numerosas
variables para lograr reproducibilidad. Una vez obtenidos, los hidrogeles se
caracterizan fisico-quimicamente y se evalila su comportamiento mecanico bajo
distintos estados de solicitacion.
A continuacidn se presentan los objetivos especificos a alcanzar:
e Obtener hidrogeles fisicos reproducibles a partir de soluciones de almidon
soluble comercial y de PVA.
e Obtener hidrogeles entrecruzados fisica y quimicamente a partir de una
mezcla de almidon y PVA.
e Caracterizar la ultraestructura de los distintos hidrogeles.
e C(Caracterizar la respuesta al hinchamiento en agua.
e Evaluar experimentalmente la respuesta mecanica a bajas y altas
deformaciones.
e Realizar el modelado constitutivo hiperelastico de la respuesta mecanica.
o Establecer lineamientos para futuras formulaciones y sus posibles

aplicaciones.
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

Se emplearon almidén de papa soluble p.a. (BioPack / Zarate, Argentina) y
poli(vinil alcohol) (PVA), 98-99% hidrolizado (Sigma-Aldrich / Argentina), como

materiales de partida.

En la preparacion de hidrogeles quimicos se utiliz6 una solucién acuosa de
glutaraldehido (50 % p/p, KIC Chemicals, Inc. / FCC, Kosher, NY, USA) como
entrecruzante, y acido clorhidrico concentrado (37 % p/v, Cicarelli / Santa Fe,

Argentina) como catalizador de la reaccién de entrecruzamiento.

2.2. Obtencion de hidrogeles

Se prepararon hidrogeles entrecruzados fisicamente a partir de almiddn,
PVA, y mezcla almidén-PVA (50/50), e hidrogeles entrecruzados quimicamente a
partir de mezcla almidén-PVA (50/50). A continuacién se describen las
condiciones empleadas, obtenidas luego de una extensa tarea de optimizacion del

proceso.

Para obtener hidrogeles a partir de almidéon comercial, se colocé
inicialmente una cantidad exacta en un vaso de precipitados y se agregdé agua
destilada hasta lograr una suspensién de concentracion igual a 20% p/v.
Inmediatamente, se colocoé el vaso de precipitados en un bafio de aceite de
siliconas a 75°C y el sistema se someti6 a agitacion mecanica (Figura 3) durante

45 min a 850 rpm.

13 |



Figura 3. Equipamiento utilizado para la obtencién de hidrogeles.

Luego de esta etapa, la suspension blancuzca inicial evoluciond hacia una
solucién incolora, lo cual es indicativo del proceso de gelatinizacion del almidén. La
solucion obtenida se col6 en caliente en moldes de poliacetal (Delrin®), de altura y
didmetro iguales a 25 mm (Figura 4). Estos moldes fueron cubiertos con papel
film y se los someti6 a tres ciclos de congelamiento-descongelamiento,
conservandose a -18°C por 12 h y luego a temperatura ambiente durante otras 12

h.

Figura 4. Hidrogel en el molde de poliacetal.
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En el caso de la obtencion de hidrogeles de PVA, se prepar6 una suspension
en agua destilada al 20 % p/v, y se llev6 a una estufa a 75°C durante 3 h para lograr
su disolucion completa. La solucién fue colada como se indicé anteriormente y se
le realizaron los mismos ciclos térmicos.

Los hidrogeles mezcla almidon-PVA se obtuvieron agregando una solucién
de PVA en agua destilada al 20% p/v a una soluciéon de almidon de igual
concentracion, ambas preparadas como se detall6 anteriormente. La solucién
mezcla resultante se agit6 mecdnicamente durante 45 minutos a 75°C y fue

finalmente colada y tratada del mismo modo que los otros materiales.

En el caso de hidrogeles mezcla entrecruzados quimicamente (almidén-PVA
(q)), se procedi6é de la misma manera que con la mezcla con entrecruzamiento
fisico (almidén-PVA (f)), con la diferencia que la solucién de PVA agregada a la
suspension de almidon en este caso fue del 33,3% p/v. Esta modificacion se realizé
con el objetivo de emplear una soluciéon diluida de glutaraldehido como
entrecruzante (0,6ml glutaraldehido, 0,1ml HCl, 3ml EtOH, 10ml agua destilada),
para evitar una reacciéon inmediata al verterla en el vaso de precipitado. El
agregado de esta solucidn se realizé luego de los 45 minutos de agitacién mecanica
de la mezcla de almidon y PVA a temperatura, y se agité todo el conjunto durante 5
segundos, previamente a la colada. Por ultimo, los moldes se colocaron en una

estufa a 75°C durante 1 h y finalmente se llevaron a temperatura ambiente.

2.2.1. Técnicas fisicoquimicas

La caracterizacidn fisicoquimica de los distintos hidrogeles se llevé a cabo
luego del liofilizado de las probetas durante 2 dias. En la Figura 5 se muestran los

dos tipos de probetas, post-liofilizado, utilizadas en los distintos ensayos.
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Figura 5. Muestras liofilizadas utilizadas para la caracterizacion fisicoquimica.

2.2.1.1. SEM

La evaluacion de la microestructura de las matrices porosas se llevo a cabo
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Las muestras se recubrieron
con Au/Pd y se observaron empleando un microscopio SEM (JEOL Modelo JSM-
6460LV Denton Vacuum Desk I, JEOL USA, Inc., Peabody, MA, USA).

2.2.1.2. FTIR

La técnica de espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
se empled para identificar los grupos funcionales presentes en el material. Se
empleo un espectrometro FTIR Nicolet 6700 (Nicolet Instrument Inc., Madison, WI,
USA) con un accesorio de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR). Los espectros de
las muestras se obtuvieron a temperatura ambiente realizando 64 barridos con

una resolucion de 2 cm-1.

2.2.1.3. Hinchamiento

El hinchamiento de los hidrogeles se evalu6é colocando las muestras
liofilizadas en agua destilada, en una incubadora a 37°C. Las muestras se retiraron
del medio periddicamente a tiempos determinados, y luego de remover el exceso
de agua superficial con un papel secante, se pesaron y se colocaron nuevamente en

el agua destilada.
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El grado de hinchamiento (¢) se determiné empleando la siguiente

ecuacion:

Q=—— (1)

Donde my es la masa inicial de la muestra liofilizada, y m: es la masa de la

muestra luego de un tiempo t de hinchamiento (A.D. Drozdov y col,, 2015).

El ensayo se realizé durante un periodo de 7 dias y por triplicado, para cada

tipo de hidrogel estudiado.

2.2.2. Ensayos mecanicos

La caracterizacion mecanica de los distintos hidrogeles obtenidos se llevd a

cabo posteriormente a los ciclos de congelamiento-descongelamiento.

2.2.2.1. Ensayos de Reometria Oscilatoria

Los ensayos de reometria de tipo oscilatorio se realizaron en un reémetro
Anton Paar tipo Physica MCR-301. Las mediciones fueron realizadas en muestras
cortadas en forma de cilindros de 1,5 mm de altura. Estas probetas fueron
colocadas en el equipo, bajo la configuracion de platos paralelos, donde la maxima
deformacion aplicada viene dada por 6r/h (Figura 6) (G.M. Kavanagh y S.B. Ross-
Murphy, 1998).

Para asegurar el contacto entre el plato y la muestra, se aplicé una pequena
fuerza normal sobre ella. A fin de prevenir la deshidratacion de las muestras, se

cubrid el borde de los platos con silicona de baja densidad.
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Figura 6. Configuracion de platos paralelos empleada en los ensayos de reometria oscilatorios.

A partir de este ensayo, fue posible obtener el mdédulo de almacenamiento

(G") y el médulo de pérdida (G”) de los distintos hidrogeles estudiados.

Inicialmente, se realizaron ensayos exploratorios para determinar el valor
maximo de deformacion en el que los geles se comportan en el rango viscoelastico
lineal. Esto es, se obtiene un valor G* constante al incrementar la deformaciéon
aplicada. Estos ensayos se hicieron a 37°C, y el valor de deformacién maximo

resulté ym = 0,1 %.

En estas condiciones, se realizaron ensayos a 37°C variando la frecuencia
entre 0,1 y 100 Hz. Ademas, se realizaron ensayos variando la temperatura entre

10 y 45°C a una frecuencia de 1Hz.

2.2.2.2. Ensayos de macroindentacion

Los ensayos de indentacion a escala macroscopica se llevaron a cabo en una
maquina universal de ensayos Instron modelo 4469. La configuraciéon se muestra
en la Figura 7. Como indentador, se emple6 una punta cilindrica de base plana de
10 mm de didmetro fabricada en polimetilmetacrilato (PMMA). Los ensayos se
realizaron a una velocidad de 5 mm/min y consistieron en la aplicaciéon de tres
ciclos consecutivos de carga-descarga. La profundidad de indentacion maxima en

cada ciclo fue de 3 mm.
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Figura 7. Configuracion usada en los ensayos de macroindentacién.

2.2.2.3. Ensayos de compresion uniaxial

Los ensayos de compresidn uniaxial se llevaron a cabo empleando probetas
cilindricas de relacion de esbeltez unitaria (Lo/Do=1) en una maquina universal de
ensayos Instron modelo 4469. La configuracién del ensayo se observa en la Figura
8. Se empled una celda de carga de 0,5kN y una velocidad de traversa de
5mm/min. Se aplicé una capa de teflén como lubricante para disminuir la friccion
entre los platos de compresion y la superficie de la probeta. Los ensayos se

llevaron a cabo hasta la rotura de la probeta.

Figura 8. Configuracion usada en los ensayos de compresién uniaxial.

19 |



Los datos de carga-desplazamiento (F vs. d) se convirtieron a tension-
deformacion nominal (o vs. €) y a tension-relacién de estiramiento (o vs. A)

mediante las siguientes ecuaciones:

Tension nominal: o, = = (2)
0
iy . d
Deformacion nominal: & = I (3)
0
. . . _1o—d
Relaci6n de estiramiento: A =-— 4)
0

donde F es la carga aplicada, Ao es el area inicial de la probeta, d es el
desplazamiento de la traversa y lo es la altura inicial de la probeta.

2.3. Modelado constitutivo

Uno de los modelos mas simples y mas utilizados en la bibliografia para
describir el comportamiento mecanico de hidrogeles y materiales biol6gicos
blandos que presentan comportamiento hiperelastico es el modelo de Ogden de
primer orden. Por ejemplo, se han descripto satisfactoriamente con este modelo
hidrogeles de quitosano (A. Sasson y col, 2012), almidén (C. Gamonpilas y col,
2010), y gelatina (M. Czerner y col., 2013). También se han modelado con Ogden
tejidos vivos como la médula espinal (C.]. Sparrey y T.M. Keaveny, 2011) o el tejido

adiposo de origen porcino (K. Comley y N. Fleck, 2012).

Este modelo, desarrollado para sdélidos hiperelasticos isotrépicos, se
encuentra dentro del grupo de modelos constitutivos en los cuales la relacién
tensién-deformacion deriva de una funciéon de densidad de energia de

deformacion, U, que viene dada por:
2” —Aa; —Aa; —Q; s
U=3L15 (4" + 2,744, = 3) + L K - 1) (5)
L

donde o, #y K son los parametros constitutivos, Az, A2 y A3 son las relaciones de
estiramiento en los ejes principales y | es el determinante del tensor de A. Se asume
K~105 MPa para materiales incompresibles y la deformaciéon debe satisfacer la

condicidén ]J=1, de manera que el segundo término de la Ecuacién (5) es nulo. Para

20 |



el caso particular del modelo de Ogden de primer orden (n = 1), y la relacién entre
la tensidon nominal y la relacién de estiramiento para un dado estado compresivo

uniaxial se reduce a:
o= %" (/1(“‘1) _ a5 ) 6)

siendo u, el moédulo de corte, y a, un parametro relacionado con la capacidad de
endurecimiento por deformaciéon del material. Valores de a mas negativos

implican mayor capacidad de endurecimiento por deformacion.

El modelo de Ogden de primer orden se reduce al del s6lido Neo-Hookeano
para a = 2. El modelo constitutivo Neo-Hookeano es un modelo de un solo
parametro (i) que puede ser usado para describir el cambio entre una relacién
inicialmente lineal a una no-lineal de tensidon-deformacién, y es el modelo
hiperelastico mas simple que puede usarse para describir el comportamiento

hiperelastico.
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Capitulo 3.Resultados y Discusion

3.1. Obtencion de los hidrogeles

Inicialmente, se intent6é lograr el proceso de apertura de los granos de
almidén a partir de la agitaciéon magnética de suspensiones acuosas de este
material a distintas temperaturas. Se observd que las suspensiones sufrian un
cambio de color y viscosidad mediante la agitacién a una temperatura igual o
superior a 75°C, mientras que a temperaturas inferiores no se apreciaban

modificaciones en el tiempo.

Por otra parte, en el caso de las suspensiones tratadas a mayores
temperaturas, la viscosidad mostré un marcado incremento en funcién del tiempo,
hasta llegar a una instancia tal que la agitacién magnética no fue posible. Por lo
tanto, se comenz6 a trabajar con agitacion mecanica a 850 rpm, manteniendo la
temperatura en 75°C, buscando una viscosidad tal, que permitiera realizar el

colado de las soluciones en los moldes.

A su vez, se prepararon soluciones de almidon de distintas concentraciones,
y se llevé a cabo el proceso de agitacion mecanica hasta lograr la apertura de
granos. Este fendmeno pudo ser observado en microscopio 6ptico, como se
muestra en la Figura 9. El proceso de gelatinizacion coincidié con el aumento de la

transparencia de la solucidn, y llevé tipicamente un tiempo de 45 minutos.

Se encontrd que no fue posible procesar soluciones de concentracién mayor
al 20% p/v, ya que la viscosidad de la soluciones alcanzada al finalizar esta etapa

resulto tal que impidié su manipulacidn.
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Figura 9. Microscopia d6ptica del proceso de gelatinizacion de una solucién de almidén (aumento
50x). (@) Antes del procesamiento. (b) Luego de 20 minutos de agitacién a 850 rpm y 75°C. (c)
Luego de 45 minutos de agitacién a 850 rpm y 75°C.

Por lo tanto, para la obtencion de los hidrogeles de almidén, se procesaron
50 ml de soluciones a una concentraciéon de 20% p/v, y luego se colocaron en
moldes cilindricos de altura y diametro iguales a 25 mm. Inicialmente, se los dejo
enfriar a temperatura ambiente durante 24 h. Al extraerlos del molde se observo
que los mismos no posefan auto-soporte. Este es un resultado no deseado, ya que
las probetas deben resistir su propio peso para poder ser ensayadas
mecanicamente. Ademads, propiedades mecdanicas tan bajas resultan inadecuadas
para aplicaciones en ingenieria de tejidos. Por ello, se sometié a los hidrogeles a 3
ciclos de congelamiento-descongelamiento de 12 h a -18°C y temperatura

ambiente, respectivamente.

Los ciclos de congelamiento-descongelamiento conducen a un fend6meno
propio del almidén conocido como retrogradacidn. Este fendmeno se basa en la
asociacion por puentes de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de las moléculas

del almidén, principalmente las de amilosa (M. Tako y col., 2014), favoreciendo el
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entrecruzamiento fisico. Si la fase de amilosa es continua, el incremento de la
concentracion que se produce durante el enfriamiento (debido al crecimiento de
los cristales de hielo), puede resultar en la formacion de un gel resistente. Este gel
puede luego contraerse y perder agua, fendémeno conocido como sinéresis (A.M.
Hermansson y K. Svegmark, 1996). Cuando se efectian los ciclos de
congelamiento-descongelamiento, se acelera la retrogradacion de las moléculas en
la fase mas rica en almiddn. Luego, los cristales de hielo formados se encuentran
embebidos en una estructura tipo “esponja” de almidén. Cuando se produce el
descongelamiento, el agua es facilmente separada de la matriz, dando lugar a la
sinéresis (S. Srichuwong y col., 2012). Por lo tanto, los ciclos de congelamiento-
descongelamiento dejan una estructura similar a la de una esponja, con agua libre

en su interior.

Por otro lado, se prepararon hidrogeles de PVA de concentraciéon 20% p/v
con fines comparativos. La forma de producirlos fue muy sencilla. Se prepar6 la
solucién y se la dejé en estufa durante 3 h, para lograr la solubilizaciéon del
polimero. Luego, se vertio en moldes de Delrin ® y se llevaron a cabo 3 ciclos de
congelamiento-descongelamiento, analogamente a los efectuados a los hidrogeles

almidon.

Luego, se prepararon hidrogeles fisicos agregando soluciones de PVA al
20% p/v a las soluciones de almidon obtenidas anteriormente. En una primera
instancia la solucién mezcla fue agitada mecanicamente a 850 rpm durante 1
minuto a 75°C y se la colé en los moldes. Estos materiales resultaron muy
heterogéneos. Por ello, increment6 el tiempo de agitaciéon de la mezcla a 35
minutos. De este modo, luego de llevar a cabo los ciclos de congelamiento-
descongelamiento, se obtuvo un material mucho mas homogéneo, como puede

observarse en la Figura 10.
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Figura 10. Hidrogel de almid6n-PVA fisico, luego de los ciclos de congelamiento-descongelamiento.

En la preparaciéon de hidrogeles quimicos, luego de llevar a cabo el
mezclado de las soluciones como se explicé anteriormente, se agreg6 una soluciéon
de glutaraldehido en medio acido. Si bien este compuesto es toxico, se empled
como agente entrecruzante modelo debido a su disponibilidad, bajo costo y
elevada reactividad. Dada su reactividad, el glutaraldehido libre seria minimo, el
cual podria eliminarse luego de lavados sucesivos. El presente proyecto contempla
la puesta a punto de la técnica de obtencién de hidrogeles quimicos. En un
proyecto posterior, se prevé emplear un agente de entrecruzamiento natural no
toxico de costo mas elevado como la genipina (V.M. Bispo, 2010), a partir del

conocimiento obtenido en este trabajo sobre la sintesis de hidrogeles.

Se evaluaron distintas concentraciones de entrecruzante, entre el 0,3 y el
2% v/v de la solucidn total, encontrando que con una concentracién igual a 1% v/v

de entrecruzante la colada del material en los moldes era posible.

Sin embargo, se observd que el mezclado y la homogeinizacion de la
solucion final resultdé muy dificil de lograr, tanto mediante agitacién mecanica
como empleando un Ultraturrax a distintas velocidades. Esto se debi6 a que la
reaccion de entrecruzamiento ocurri6 muy rapidamente en algunas zonas,
produciendo un incremento de la viscosidad en regiones localizadas y dando lugar
a pequefios hidrogeles aislados. Esto produjo como resultado hidrogeles

heterogéneos y claramente poco reproducibles.
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Por ello, se modificaron las condiciones para lograr materiales mas
homogéneos. De este modo, se emplearon soluciones de PVA mas concentradas
(33,3% p/v), con el objeto de emplear una solucidn de glutaraldehido mas diluida,
sin modificar la concentracidn total del sistema. Asi, se logré disminuir la velocidad
de la reaccidn de entrecruzamiento, facilitando el mezclado y manipulacion de la
solucion previamente al colado en los moldes. Por ultimo, los moldes fueron
colocados en una estufa a 75°C durante 1 h, para favorecer la reacciéon de
entrecruzamiento. Luego de este tiempo, los geles se dejaron a temperatura

ambiente y se logré obtener muestras homogéneas y reproducibles.

Por otra parte, no fue posible obtener geles quimicos puros a partir de
soluciones de almidén, empleando concentraciones entre 5 y 20% p/v. Esto se
debid a que la viscosidad de las soluciones, luego de agregar el entrecruzante, fue
tan elevada que imposibilité la manipulacién y el vertido en los moldes de modo

homogéneo.

3.2. Caracterizacion fisicoquimica

Los hidrogeles fueron liofilizados durante 2 dias para llevar a cabo la
caracterizacién que se presenta a continuacidon. Entre los ensayos realizados se
encuentran: microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja

(FTIR) y comportamiento de hinchamiento.

3.2.1. Analisis de la ultraestructura de los hidrogeles

La técnica de microscopia electrénica de barrido (SEM) se empled para
analizar la morfologia de los distintos hidrogeles obtenidos luego de su liofilizado.
Las micrografias obtenidas se presentan en la Figura 11.

En las micrografias (a) y (b) puede observarse que los hidrogeles de
almidon puro presentan una ultraestructura de porosidad elevada, con tamafio de
poros entre 50 y 150 um, formados por finas paredes de material. Las micrografias
(c) y (d), muestran claramente que los hidrogeles de PVA puro presentan una
porosidad inferior, con tamafio de poros del orden de 10 - 30 um, y paredes de

mayor espesor. Por su parte, los hidrogeles producto de la mezcla fisica de almidén
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y PVA (micrografias (e) y (f)) muestran una estructura mas abierta que la obtenida
para el PVA, con paredes delgadas y un rango de tamafio de poros mas amplio,
entre 5 y 50 um. Los hidrogeles obtenidos a partir de la mezcla entrecruzada
quimicamente (micrografias (g) y (h)), presentan una estructura con mayor
tamafo de poros, del orden de 50 - 100 um, y paredes de mayor espesor que los

hidrogeles de la mezcla fisica.

Las ultraestructuras porosas obtenidas para los distintos hidrogeles con
entrecruzamiento fisico son producto del procesamiento en ciclos de
congelamiento-descongelamiento (L. Wang, 2013). Estas estructuras se producen
debido a la formacién de cristales de agua durante la etapa de congelamiento, lo
cual genera zonas ricas en los polimeros, donde se favorecen las interacciones
entre las moléculas por puente de hidrégeno, que conducen finalmente a la
morfologia observada. El tratamiento repetitivo produce la agregacién de
moléculas, formando finas membranas conteniendo hielo en sus cavidades.
Durante la etapa de descongelamiento, principalmente el lixiviado de amilosa en
las formulaciones que contienen almidén, favorece la formaciéon de una red

tridimensional.

La ultraestructura porosa de los hidrogeles de almidén y PVA entrecruzados
con glutaraldehido se debe a la formacion de una red tridimensional donde los
puntos de entrecruzamiento son enlaces quimicos. En este tipo de materiales,
tanto la porosidad total como el tamafio medio de poros disminuyen con el
aumento de la concentracién de entrecruzante, debido al incremento del grado de

entrecruzamiento (H.V. Chavda y C.N. Patel, 2011).

En general, la morfologia de los hidrogeles depende de la composicion, del
peso molecular, del tipo de entrecruzamiento entre cadenas y del procesamiento.
Estos factores condicionan e influyen sobre el proceso de formacion de los puntos
de entrecruzamiento en la red. Por ello, los cuatro hidrogeles presentaron

diferentes ultraestructuras.
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Figura 11. Micrografias SEM de los hidrogeles liofilizados: (a) almidén 50%, (b) almidén 500%, (c)
PVA 50%, (d) PVA 500%, (e) almidén-PVA (f) 50x, (f) almidén-PVA (f) 500x, (g) almidén-PVA (q)
50%, (h) almidén-PVA (q) 500x.
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Cabe aclarar que las morfologias observadas so6lo permiten estimar la
ultraestructura de los hidrogeles, pero no son necesariamente las mismas que
tendrian éstos antes del liofilizado. Para poder observar la ultraestructura real los
hidrogeles deberian estudiarse empleando FE-SEM, dado que esta técnica permite

analizar muestras sin la necesidad de liofilizarlas.

3.2.2. Analisis de la estructura quimica

Los hidrogeles liofilizados se analizaron por FTIR en modo ATR. Esta
técnica permite estudiar las muestras directamente en estado sé6lido sin ninguna
preparacion adicional. Una vez obtenidos los espectros, se normalizaron a partir de
las bandas de metileno. Los espectros normalizados se muestran en las Figura 12

y 13.

En la Figura 12 se puede observar la banda asociada a grupos hidroxilo
(vO-H) para los distintos materiales. El area de esta banda resulté6 maxima para el
almidén (3290 cm1), indicando que éste posee una mayor abundancia relativa de
grupos OH que PVA (3265 cm) (Figura 12-a). Estos grupos funcionales son
potenciales formadores de puentes de hidréogeno, que constituyen los puntos de

entrecruzamiento fisico del hidrogel.

Por su parte, el area del pico vO-H asociado a grupos hidroxilo fue menor en
el caso de los hidrogeles mezcla entrecruzados quimicamente respecto de los geles
fisicos (Figura 12-b). Esto se debe a que la reaccion de entrecruzamiento quimico
en presencia de glutaraldehido consume grupos hidroxilo, mas precisamente, un

maximo de 4 grupos OH por cada molécula de glutaraldehido.
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Figura 12. Espectros infrarrojos de los hidrogeles liofilizados: (a) almidén y PVA, (b) almidén-PVA
(f) y almidén-PVA (q). Intervalo: 4000 - 2500 cm™.

Las bandas asociadas a grupos metileno se observan a 2942 - 2928 cm'!
(vaC-H en CH2) y 2914 - 2888 cm™! (vsC-H en CH3) (Figura 12). En el espectro del
hidrogel quimico también puede apreciarse la ausencia de bandas a 1715 cm1 y
1645 cm (vC=0) asociadas a grupos carbonilo presentes en el glutaraldehido
empleado como agente entrecruzante (Figura 13). Las bandas presentes entre
1088y 1078 cm! (8C-0) refieren al enlace C-O presente en alcoholes. Por su parte,
la muestra de almidén exhibe ademas una banda a 995 cm-! (8C-C), que en el caso

de los otros materiales se aprecia como un hombro.
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Figura 13. Espectros infrarrojos de los hidrogeles liofilizados: almiddn, PVA, almidén-PVA y

almidén-PVA (q). Intervalo: 2000 - 400 cm1.

Los ensayos de FTIR indican que en los hidrogeles quimicos no existe
glutaraldehido sin reaccionar, por lo que no serian hidrogeles téxicos, pudiéndose

manipular sin inconvenientes.

3.2.3. Grado de Hinchamiento

Los ensayos de hinchamiento fueron realizados por triplicado para todos
los hidrogeles. La evolucidon temporal del grado de hinchamiento promedio para

las tres muestras se presenta en la Figura 14.
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Figura 14. Curvas de hinchamiento en funcién del tiempo, de hidrogeles de almidén, PVA, almiddn-
PVA con entrecruzamiento fisico y almiddn-PVA con entrecruzamiento quimico.

Las curvas de la Figura 14 muestran que existen diferencias importantes en
el comportamiento al hinchamiento de los hidrogeles, especialmente entre los

entrecruzados fisicamente y los entrecruzados quimicamente.

Si bien los ensayos fueron realizados durante 7 dias, se encontré que los
hidrogeles de almidén comenzaron a perder integridad luego del tercer dia. Este
fenbmeno puede atribuirse a una heterogeneidad en el entrecruzamiento fisico del
material, que genera zonas de mayor inestabilidad estructural. Sin embargo, todos
los materiales alcanzaron un valor constante de hinchamiento en el tiempo
mostrado en la Figura 14. El valor del plateau observado en las curvas de
hinchamiento vs. tiempo se tom6 como el valor de equilibrio. Estos valores se
reportan en la Tabla 1 para los cuatro hidrogeles.

Tabla 1. Valores de equilibrio de hinchamiento para los hidrogeles de almiddn, PVA, almid6n-PVA
(f) y almidén-PVA (q).

Grado de hinchamiento

Hidrogel en el equilibrio
Almiddn 356% £8.18%
PVA 104% + 1.76%
Almidén-PVA (f) 355% + 18.88%
Almiddn-PVA (q) 541% +6.27%
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Se observa que el PVA result6 el hidrogel con menor capacidad de
hinchamiento. Sin embargo, su mezcla fisica con almidén exhibié un hinchamiento
de equilibrio tres veces mayor. Este comportamiento ha sido observado
anteriormente para mezclas similares (E.R. Kenawy y col., 2013), y se ha atribuido
a la capacidad del almidén para generar un incremento en la capacidad de mojado
y en la hidrofilicidad del hidrogel mezcla, conduciendo a un grado de hinchamiento

practicamente igual que el mismo almidén.

Por otro lado, la mezcla quimica present6 un comportamiento distinto al de
los demas hidrogeles, mostrando un hinchamiento superior al 500% de su peso en
seco luego de 1 h en agua a 37°C. Ademas, alcanzé su condicion de equilibrio luego
de 6 h, mientras que los otros materiales necesitaron tiempos de 48-72 h. Este
comportamiento se asemeja al que presentan los hidrogeles superporosos, los
cuales tienen la capacidad de absorber agua a muy bajos periodos de tiempo. Este
fenomeno se debe a la presencia de poros interconectados en su estructura. De
esta forma, la absorcidn del solvente se produce principalmente por capilaridad, y
en menor grado por difusiéon (H. Omidian y col., 2005). Por lo tanto, los resultados
sugieren que los hidrogeles almidén-PVA entrecruzados con glutaraldehido
presentan una ultraestructura de poros grandes e interconectados muy diferente a
la de los hidrogeles de la mezcla entrecruzada fisicamente. Esta diferencia podria

cuantificarse mediante la técnica de porosimetria por extrusion de liquidos (LEP).

En base a los valores obtenidos a partir de este ensayo, los hidrogeles

presentan el siguiente orden de grado de hinchamiento:

Wal-pva (q) > W almidén ~ Wal-pva () > Wpva

3.2.3.1. Cinética de hinchamiento de los hidrogeles

Generalmente, el proceso de hinchamiento de geles se describe con una
ecuacion de segundo orden (M.M. Welz y C.M. Ofner, 1992). El modelo de segundo
orden propone que la velocidad de hinchamiento del gel est4 controlada tanto por
la difusion del solvente como por la relajaciéon de las macromoléculas (H. Schott,
1992). En base a esto, se propone que la velocidad de hinchamiento de los

hidrogeles sigue la ley:
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AW/ 1=K We, —W)? (7)

donde W es la cantidad de solvente absorbido a un tiempo t, W« es el maximo
hinchamiento en el equilibrio, y K es la constante cinética de hinchamiento. Al

integrar la Ecuacion (7) entre los limites: W(t=0) =0y W(t) =W, se llega a

tw=A+Bt (8)

donde Ay B son la ordenada al origen y la pendiente de un grafico de t/W vs. t, A =
1/K(Ww)?, que es la reciproca de la velocidad inicial de hinchamiento, y B=1/W,

que es la inversa del maximo hinchamiento en el equilibrio.

Los valores de hinchamiento obtenidos para todos los hidrogeles pudieron
describirse adecuadamente utilizando la Ecuacion (8). En la Figura 15 se grafican
los valores de t/W vs. t, junto con la regresion lineal para cada tipo de hidrogel. Los
valores de la constantes cinéticas de hinchamiento K, que surgieron de este andlisis
se presentan en la Tabla 2 para cada tipo de hidrogel. Los valores del coeficiente
de regresion lineal R? (Tabla 2) evidencian la validez del modelo cinético

propuesto.
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Figura 15. Regresion lineal de las curvas de hinchamiento de acuerdo a la Ecuacién (8).
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Tabla 2. Valores de la constante cinética de hinchamiento y del coeficiente de regresion lineal para
los hidrogeles de almid6n, PVA, almid6n-PVA (fi) y almidén-PVA (q).

Hidrogel K R®
Almidon 0,283 £ 0,053 0,999
PVA 0,658 £ 0,098 0,996
Almidén-PVA (f) | 0,115+0,039 | 0,991
Almiddén-PVA (q) 3,519+0,74 1,000

Los valores de K obtenidos para los hidrogeles fisicos se encuentran en el
mismo orden, lo cual indica que su cinética de hinchamiento es similar. Por otro
lado, el valor de K obtenido para la mezcla con entrecruzamiento quimico muestra
nuevamente que se trata de un tipo de hidrogel con caracteristicas de superporoso,

capaz de absorber gran cantidad de agua en poco tiempo.

En base a los resultados del ajuste, los hidrogeles presentan el siguiente

orden de constante cinética de hinchamiento:

Kai-pva (q) >> Kpva > Kaimidon> Kal-pva (n

3.3. Caracterizacion mecanica de los hidrogeles

Al manipular las muestras preparadas, se evidenciaron diferencias
marcadas en su rigidez y en la capacidad de recuperar la forma luego de una
deformacion impuesta, asi como también cierta adhesividad. La caracterizacion
mecanica comprendié tres estados de solicitacion diferentes: experimentos
oscilatorios de baja deformacion en corte, macroindentaciéon y compresion

uniaxial.

3.3.1. Comportamiento reolégico a bajas deformaciones

En los ensayos de reometria de tipo oscilatorio se someti6 a los materiales a
una deformacién sinusoidal. Esto da lugar a describir el comportamiento mediante
numeros complejos; en tal sentido, el esfuerzo puede descomponerse en dos
componentes, uno en fase y otro fuera de fase. Se define un moédulo de elasticidad

complejo:

G =G +iG" 9)
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La parte real (en fase) del mdédulo se representa por G’, y se denomina
modulo de almacenamiento elastico, o energia almacenada por ciclo, y hace
referencia a la respuesta elastica del material. La parte imaginaria (fuera de fase)
de G* viene dada por G”, que es el mddulo de pérdida o energia disipada por ciclo, y

tiene que ver con el comportamiento viscoso del material (O. Rojas y col., 2012).

A partir de los ensayos oscilatorios realizados en el re6metro, se obtuvieron
los valores de mdédulo de almacenamiento y moddulo de pérdida (G y G”,
respectivamente) en funcién de la frecuencia a 37°C para los cuatro hidrogeles. Los
resultados de estos ensayos se muestran en la Figura 16. Los valores de G’y G” se
graficaron en el intervalo de 0,1 a 50 Hz debido a que a frecuencias mayores se
obtuvieron valores con dispersion elevada. Esto pudo deberse a problemas de

contacto entre los platos del reémetro y las muestras.
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Figura 16. Curvas de los mdédulos de almacenamiento y de pérdida en funcién de la frecuencia: (a)

almidén, (b) PVA, (c) almidén-PVA (f), y (d) almidén-PVA (q).

Como se esperaba, todos los hidrogeles mostraron un G’ mayor a G”, lo que

indica que los materiales se comportan como sélidos. A su vez, todas las curvas del
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modulo de almacenamiento presentaron un plateau en el intervalo de frecuencias
analizado. Por otro lado, el médulo de pérdida presenté un aumento con la

frecuencia para todos los hidrogeles en el rango estudiado.

En la Figura 17 se muestra la respuesta esperada de un material real ante
un ensayo oscilatorio de baja deformaciéon (O. Rojas y col, 2012). El
comportamiento observado para los hidrogeles corresponde a la zona III de esta
grafica y se conoce como “comportamiento gomoso”. Cuando G’ exhibe la meseta
que puede verse en las curvas de la Figura 16, se afirma que el material se
comporta predominantemente como un sdélido eldstico. Por otra parte, si la
pendiente con la que disminuye G” al comienzo de la zona III es pequefia y luego
sigue un aumento, como es el caso de los hidrogeles en estudio en el intervalo de
frecuencias mostrado, es posible considerar que el comportamiento se aproxima al

de un solido viscoelastico lineal.

o
[Pa) v é

Intervalo de
frecuencias
estudiado

Frecuencia o s

Figura 17. Respuesta de un material real sometido a un ensayo oscilatorio. Region I: Zona de fluido;
Region II: Transicidn, Region III: Comportamiento gomoso, Regién IV: Transicién vitrea; Region V:

Zona cristalina.

A modo comparativo, se confeccion¢6 el grafico de la Figura 18, donde se
indica el orden de rigidez obtenido a partir de los ensayos de reometria a 37°C

para los distintos hidrogeles preparados.
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Figura 18. Valores de G’ promedio estimados de las curvas de reometria oscilatoria para los
hidrogeles estudiados.

En este grafico puede observarse una clara diferencia entre los valores de
modulo del hidrogel de almidén y el de PVA, siendo el almidén casi 4 veces mas
rigido que el polimero sintético. En el caso de las mezclas preparadas a partir del
polimero natural y del sintético, se aprecia un comportamiento intermedio para el
hidrogel con entrecruzamiento fisico. En base a este resultado, los valores parecen
seguir la regla de las mezclas directa. Es decir, las mezclas responden a la
condicion de isodeformacion, donde la tensién total del sistema es la suma de las

tensiones de cada fase.

Por otra parte, la mezcla con entrecruzamiento quimico muestra una rigidez
claramente inferior a la mezcla fisica. Esta diferencia puede deberse a que los
hidrogeles fisicos fueron expuestos a ciclos térmicos, los cuales favorecen el
entrecruzamiento fisico de la red conduciendo a un aumento de la rigidez en el
material. Por el contrario, los hidrogeles entrecruzados quimicamente no fueron
sometidos a los ciclos de congelamiento-descongelamiento que generan los puntos
de entrecruzamiento fisico, lo que lleva a que la rigidez esté determinada
Unicamente por los enlaces quimicos entre el glutaraldehido y los grupos hidroxilo

presentes en el almidon y el PVA.

38 |



Los resultados de los ensayos de reometria, sugieren que los hidrogeles

presentan el siguiente de rigidez:
G’ aimidon > G’ a-pva () > G’ al-pva (q) > G’ pva

Se ha reportado en bibliografia que el médulo de los hidrogeles de PVA
varia con el nimero de ciclos de congelamiento-descongelamiento efectuados, asi
como con la concentracion de polimero. A mayor cantidad de ciclos, mayor es la
rigidez que estos hidrogeles alcanzan (W.K. Wan y col, 2002) debido a que
aumenta la densidad de entrecruzamientos fisicos en el material. Lo mismo ocurre

con el aumento del porcentaje de PVA (T. Mitsumata y col., 2008).

En el caso de los hidrogeles de almiddn, la rigidez depende fuertemente del
origen del almid6n y de su concentracion. El material de partida que se utiliz6 en
este trabajo proviene de papa. En este caso, al igual que para los hidrogeles de
almidon de trigo y maiz, existe una relacion lineal entre G’ y la concentracién de
polimero (C.G. Biliaderis y B.O. Juliano, 1993). Por otra parte, el tipo de
procesamiento también influye en el valor del médulo de corte, ya que al aumentar
el namero de ciclos térmicos realizados a los hidrogeles, aumenta la rigidez de los

mismos (A.C. Eliasson y H.R. Kim, 1992).

Los valores de mddulo determinados para el hidrogel de almidon se
compararon con otros reportados en la bibliografia para almidon de distintos
origenes. H. Carrillo-Navas y col. (2014) analizaron el comportamiento reoldgico
del almiddon proveniente de maiz, papa, banana y trigo, encontrando una amplia
variacion de G’ con la naturaleza del almidén. Por ejemplo, el almidon de maiz
mostro un G’ de alrededor de 200 Pa y el de papa un valor cercano a los 10000 Pa.
Este ultimo valor es algo menor al resultado encontrado para el almidén de papa
estudiado en este proyecto. Esto puede deberse al método de procesamiento del
material, ya que en este caso, el almidon fue sometido a ciclos térmicos, a
diferencia del estudio de H. Carrillo-Navas y col. (2014). Ademas, debe tenerse en
cuenta el efecto de la biodiversidad, ya que estos materiales son polimeros
naturales, los cuales dependen fuertemente del origen del vegetal (existen mas de

4000 variedades de papa). Por lo tanto, los valores de rigidez obtenidos en este
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proyecto para el hidrogel conteniendo 20% p/v, son validos unicamente para el

almidon comercial utilizado y el método de procesamiento empleado.

3.3.1.1. Analisis del m6dulo de almacenamiento en funcion de la
temperatura para los distintos hidrogeles

Con el fin de analizar la dependencia del comportamiento mecanico de los
hidrogeles con la temperatura, se obtuvieron las curvas de moédulo de
almacenamiento en funcion de la temperatura, a partir de ensayos reolégicos a una
frecuencia de 0,1Hz. En la Figura 19 se observa la relacién G’/G’37¢c en un rango de
temperaturas entre los 20°C a los 45°C. Se eligi6 esta relacién con G’37oc debido a

que estos materiales, estarian expuestos a temperatura corporal.
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Figura 19. Curvas G’/G’37oc en funcién de la temperatura para hidrogeles de almidén, PVA,

almidon-PVA (f) y almidén-PVA (q).

En las curvas de la Figura 19, se observa una leve disminucién en la

relacion G’/G’37c con el aumento de la temperatura para todos los materiales. El
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almidon y el PVA se encuentran nuevamente en los extremos, siendo los hidrogeles
puros de almidén los que mayor variacion del modulo presentan con la
temperatura. Por el contrario, los hidrogeles de PVA presentan una dependencia
muy baja en el intervalo evaluado, mientras que las mezclas muestran un

comportamiento muy similar entre ellas e intermedio entre los hidrogeles puros.

Debido a la baja dependencia de la respuesta mecanica de los hidrogeles
con la temperatura, y a la complejidad experimental asociada a realizar ensayos en
camara termostatica, se decidié llevar a cabo el resto de la caracterizacion

mecanica a temperatura ambiente.

3.3.2. Respuesta a la macroindentacion

Se realizaron ensayos de macroindentacién empleando una punta cilindrica
plana y tres ciclos consecutivos de carga y descarga. Las curvas carga-

desplazamiento registradas para los cuatro hidrogeles se muestran en la Figura
20.
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Figura 20. Curvas tipicas de 3 ciclos de carga-desplazamiento obtenidas del ensayo de
macroindentacién para hidrogeles de: (a) almidén, (b) PVA, (c) almidén-PVA (f),
y (d) almidén-PVA (q).
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Se observa que los hidrogeles presentaron una respuesta a la indentacion
ciclica diferente. Por un lado, el hidrogel de almidén mostré una histéresis muy
marcada entre los tres ciclos de carga, siendo la respuesta al primer ciclo
notoriamente diferente al resto (Figura 20-a). Por otra parte, el hidrogel de PVA
no presentd diferencias apreciables entre los distintos ciclos de carga-descarga, es
decir, mostré un comportamiento reversible y practicamente lineal (Figura 20-b).
El hidrogel de la mezcla PVA-almidon (f) presenté un comportamiento similar al
del almidén, aunque con un efecto de histéresis mas atenuado (Figura 20-c). Por
ultimo, el hidrogel entrecruzado quimicamente mostré un comportamiento
reversible, pero con una relacién carga-desplazamiento no lineal (Figura 20-d).

El origen de la histéresis en las curvas podria deberse a procesos disipativos
que cambian la estructura del material, como la disrupcion de puentes de
hidrégeno, o al movimiento del fluido entre los poros del gel. En los materiales que
mostraron histéresis, se observo la presencia de una pequefia cantidad de agua en
la zona de contacto entre la punta y el hidrogel. Ademas, estos geles mostraron un
leve efecto de adhesion entre la punta y el gel, como se evidencia a partir de los
valores de carga negativos registrados en el final de las curvas de descarga y la

forma convexa de la curva de carga (Figura 20-ay c).

El nivel de carga alcanzado para el valor de desplazamiento maximo
impuesto fue diferente en cada material, y para aquellos que mostraron histéresis,
también fue diferente entre cada ciclo. Los valores de resistencia del gel (gel
strength), evaluados como la carga alcanzada durante la etapa de carga a un

desplazamiento de 2,25 mm, se listan en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de resistencia del gel en funcién del niumero de ciclo para los cuatro hidrogeles.

Gel Strength (N)

droge _
O O O
Almidén 3,087 2,671 2,523
PVA 0,663 0,644 0,631
Almidén-PVA (f) 0,953 0,852 0,810
Almidén-PVA (q) 1,215 1,208 1,187
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A partir de estos datos, surge el siguiente orden de resistencia (RG) en los

hidrogeles:
RGaimidén > RGal-pva (q) > RGai-pva (9 > RGpva

En la literatura, la resistencia de los hidrogeles fisicos se ha asociado
directamente a la rigidez de la estructura (J. Eystukard y col,, 2009; R.M. Hafidz y
col, 2012). Se observa una notable diferencia entre la resistencia que presento el
hidrogel de almidén sobre el resto de los materiales. Esto indica que la rigidez de
este hidrogel es superior a la de los otros, lo cual se soporta también a partir de los

valore de G’ determinados en los ensayos de reometria oscilatoria.

La comparacidn de los valores de RG con los de G’ de la seccion 3.3.1 mostré
que al aumentar el nivel de deformaciéon impuesta, la rigidez del hidrogel
entrecruzado quimicamente aumenta por encima del hidrogel mezcla fisico. Es
decir, que el hidrogel quimico tiene una capacidad de endurecimiento por
deformacion mayor al fisico.

Las curvas de indentacion obtenidas se modelaron inicialmente, asumiendo
una situacion de contacto elastico ideal entre un cilindro y un medio semi-infinito.
En este analisis, el valor del moédulo elastico o rigidez viene dado por (S.
Timoshenko y J. Goodier, 1970):

_ P(1—v?)

E=3u=—m

(10)

donde R es el radio del indentador, P es la carga, h la profundidad de
penetracion y v el modulo de Poisson. Se asume que el hidrogel es incompresible,
entonces v = 0,5. Los resultados de este analisis se muestran en la Tabla 4. Los
valores de P/h se obtuvieron de la pendiente de la regresion lineal de las curvas de

carga-desplazamiento de la Figura 20.
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Tabla 4. Valores de médulo elastico (E) obtenidos del andlisis de contacto elastico ideal para los
hidrogeles de almidén, PVA, almidén-PVA (f), y almidén-PVA (q). Se reportan los valores del
coeficiente de regresion lineal para el ajuste de la Ec. (10) y el médulo de corte que surge de la

igualdad E=3p.

Almiddn 53,25+0.11 | 17,75+ 0,04 0,999
PVA 11.63+0,05 | 3,87 +£0,02 0,999
Almidén-PVA (f) | 17.25+0,07 | 5,75+0,03 0,998
Almidén-PVA (q) | 22,50+0,11 | 7,50+ 0,04 0,967

Este andlisis aproximado sugiere el siguiente orden de moédulo para los

hidrogeles:

Eaimidon > Eal-pva (q) > Eal-pva (§ > Epva

Los valores de E mostraron el mismo orden que los valores de RG. Sin
embargo, al observar los coeficientes de regresion lineal de los distintos
hidrogeles, se encontré que el valor para el ajuste del hidrogel almidén-PVA (q)
result6 ligeramente inferior a 1. Por ello, puede decirse que este modelo elastico

lineal no ajusta correctamente a la mezcla quimica.

Comparando los resultados de este analisis (E = 3u) con los valores de
modulo de corte obtenidos en los ensayos de reometria oscilatoria, se aprecia que,
con excepcidn de la mezcla almidén-PVA (q), el orden de rigidez se mantiene. Los
valores de mddulo de corte resultan del orden de los valores promedio del médulo

de almacenamiento obtenido en los ensayos de reometria.

Recientemente, se estudié en profundidad la respuesta a la indentacién de
materiales que se comportan de manera hiperelastica mediante ensayos
experimentales y simulaciones numéricas (L. Sanchez Fellay y col, 2015). Se
demostré que la respuesta a la indentacion con punta cilindrica plana de un sélido
Neo-Hookeano presenta una curva carga-desplazamiento lineal, mientras que un
material de Ogden, muestra una curva no-lineal con endurecimiento por
deformacion evidente si el valor del parametro o es bastante menor a 2. Basandose
en estos resultados y en las caracteristicas de la respuesta experimental (Figura
19-b y d), el comportamiento del hidrogel de PVA fue modelado como el de un

solido Neo-Hookeano, mientras que del hidrogel entrecruzado quimicamente fue

44 |



modelado mediante el modelo de Ogden de primer orden. En ambos casos se

asumioé un comportamiento incompresible.

Dado que en la configuracién de los ensayos de macroindentacion el estado
tensional impuesto es complejo, no se puede obtener una relaciéon simple entre la
tension y la deformaciéon para un material de Ogden. Por lo tanto, para extraer los
pardmetros constitutivos de estos modelos, se emple6 una metodologia
desarrollada previamente que combina la técnica del método inverso con
simulaciéon numérica. El método emplea el algoritmo de optimizacién de Trust
Region (A.R. Conn y col, 1982) para minimizar la diferencia entre los datos
experimentales obtenidos en los ensayos de macroindentaciéon y los datos
simulados por elementos finitos utilizando el paquete comercial ABAQUS. En el
modelado numérico la punta se considera como un sélido infinitamente rigido y se
desprecia la friccién y la adhesion entre la punta y la superficie del gel. El ajuste de
los parametros constitutivos se inicia con la selecciéon de valores para ambos
pardmetros (u y a), los cuales se mejoran iterativamente mediante el algoritmo
Trust Region. En la Figura 21 se muestra el mallado empleado en las simulaciones

de ABAQUS.

Figura 21. Mallado empleado en las simulaciones de ABAQUS.

Los parametros constitutivos obtenidos se listan en la Tabla 5. Los valores
presentados se calcularon como el promedio entre los valores identificados a

partir de la segunda y tercera curva de carga de los ciclos.
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Tabla 5. Parametros constitutivos obtenidos a partir de las curvas de macroindentacién analizadas

por el método inverso.

Hidrogel

PVA 9,00 +£0,43 2,00
Almidén-PVA (q) | 13,67 £0.02 | -5,27 £ 0,43

Puede observarse que los hidrogeles de almid6n-PVA (q) mostraron mayor
modulo de corte que los de PVA. A su vez, los hidrogeles quimicos presentaron
endurecimiento por deformacién por encima del sélido Neo-Hookeano, como lo
demuestra el valor del parametro o (mucho menor a 2). Este ultimo hecho, explica
las diferencias encontradas entre las tendencias en G’ y RG. Al aumentar el nivel de
deformacion impuesta, el hidrogel entrecruzado quimicamente endurece por

deformacién, aumentando paulatinamente su rigidez.

En este caso, se observa que los valores extraidos a partir del método
inverso resultan superiores a los obtenidos mediante reometria oscilatoria,
aunque éstos son del mismo orden, siendo el almidén-PVA (q) mas rigido que el
PVA. La diferencia entre ambos métodos puede deberse a aspectos no tenidos en
cuenta en la idealizaciéon del problema (friccién, adhesion), asi como a las

diferencias en el estado tensional de cada ensayo.

3.3.3. Comportamiento tension - deformacion en compresion uniaxial

Las probetas de los hidrogeles fueron ensayadas en compresion uniaxial
para estudiar su respuesta mecanica a grandes deformaciones. Primero se
describen las caracteristicas cualitativas del comportamiento observado para cada
tipo de hidrogel y luego se extraen los parametros constitutivos y se comparan

entre si.

3.3.3.1. Hidrogeles de almidén

Los hidrogeles de almidén mostraron un comportamiento singular. Al ser
ensayados en compresion, se evidencié la liberacién creciente de agua con el
aumento de la carga. La humedad de la superficie se increment6 hasta el momento
de la falla, donde se produjo la expulsién de una gran cantidad de agua contenida

en su estructura. En todas las probetas, la falla final se produjo como una fisura
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longitudinal, como la que se muestra en la Figura 22. Mas aun, este
comportamiento resulté reversible: al retirar la carga de la probeta, la misma

recuperd casi totalmente su forma y el agua volvié al interior del material.

El comportamiento antes detallado puede atribuirse a la sinéresis que sufre
el almiddn por la retrogradacion de sus moléculas, fendmeno que se ve favorecido
por los ciclos de congelamiento-descongelamiento realizados. Junto con el
fenomeno de la sinéresis se genera una estructura tipo “esponja”, donde el agua
que es expulsada del material puede fluir facilmente por los poros al aplicarle un
esfuerzo. Este comportamiento se conoce como poroviscoeldstico y se ha
observado en otro tipo de geles como hidrogeles de gelatina (S. Kalyanam y col,,

2009) y de acido alginico (S. Cai y col., 2010).

Figura 22. Hidrogel de almidén ensayado en compresién uniaxial.

Cuando un material se comporta como un sélido poroviscoelastico, el
comportamiento tension-deformacién a grandes deformaciones es dependiente
del tiempo o de la velocidad de deformacién. Esta caracteristica es el resultado de
dos procesos moleculares: la deformacion elastica que sufre la red polimérica
(parte solida del hidrogel) y la migraciéon del fluido (Y. Hu y Z. Suo, 2009). A
velocidades de deformacidn elevadas, el fluido no llega a migrar entre los poros,
por lo que soporta carga junto con la red. En cambio, a bajas velocidades de
deformacion, el solvente tiene tiempo para fluir entre los poros. Por lo tanto, las
propiedades mecanicas finales (ob y €») cambian con el aumento de la velocidad de

deformacion. Cuando el solvente soporta carga, la o, es mayor pero la deformacién
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maxima (ep) se ve disminuida, ya que el fluido no llega a desplazarse y la
deformacion queda restringida. Por el contrario, cuando las velocidades de
deformacion son bajas, el solvente fluye por los poros, logrando una deformacion a
la rotura mayor, pero soportando una tensién maxima menor (A. E. Forte y col,,

2015).

Tres de las curvas on-en tipicas obtenidas del ensayo de compresiéon del
almidén se presentan en la Figura 23. Las curvas on-en mostraron distintos
cambios de pendiente a medida que aumenta el nivel de tensién aplicada. Este
fenbmeno, que se repitié en todas las probetas ensayadas, puede atribuirse a un
posible reacomodamiento de la estructura debido a la pérdida del agua libre
contenida en los poros, o bien, a heterogeneidades en la probeta. De hecho, la
presencia de solvente exudado en la superficie fue notoriamente visible luego del
primer cambio de pendiente, aproximadamente a una deformaciéon nominal del

10%.

160

140 4

120

100

80+

60

o, (kPa)

40

probeta 1
probeta 2

— probeta 3
0 - T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

20

Figura 22. Curvas on-en para hidrogeles de almidén.

3.3.3.2. Hidrogeles de PVA

Los hidrogeles de PVA mostraron una gran capacidad de deformacién. En la
Figura 24 se presentan dos imagenes del ensayo de compresion de un hidrogel de
PVA, en el inicio del ensayo y antes de la ruptura. No se observé exudacion de agua

durante el ensayo.
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Figura 23. Hidrogel de PVA ensayado en compresion uniaxial: (a) al comienzo del ensayo, y (b)

antes de la ruptura de la probeta.

En la Figura 25 se presentan las curvas on-en para los hidrogeles de PVA. El
comportamiento que muestran estos materiales puede considerarse hiperelastico
con endureciendo por deformaciéon. La curva de tension resultdé creciente y
altamente no lineal. No se observaron oscilaciones en la curva, como en el caso de
los hidrogeles de almidon. Este tipo de comportamiento se ha observado también
en otros hidrogeles, como los de quitosano (A. Sasson y col., 2012), los de gelatina
bovina y porcina (M. Czerner y col., 2013), e hidrogeles de almidén modificados (C.

Gamonpilas y col., 2010).
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Figura 24. Curvas ox-¢n para hidrogeles de PVA.
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3.3.3.3. Hidrogeles de almidén-PVA con entrecruzamiento fisico

Los hidrogeles mezcla con entrecruzamiento fisico presentaron un
comportamiento a la compresion particular, observandose un pequefio exudado en
la superficie de las probetas, menos pronunciado que el de los hidrogeles de
almidoén. La Figura 26 muestra una imagen de este hidrogel durante el ensayo de

compresion.

Figura 25. Hidrogel de almidon-PVA (f) ensayado en compresidn uniaxial.

Las curvas on-en de los hidrogeles almidon-PVA (f) (Figura 27) mostraron
una variacion de la pendiente con el aumento de la deformacion, al igual que los
hidrogeles puros de almidon. Este comportamiento resultd mas significativo antes
de evidenciarse la presencia de agua en la superficie de las probetas. Por lo tanto,
puede decirse que esta oscilacion en la curva de carga se debe a un
reacomodamiento de la estructura del hidrogel, debida al movimiento hacia la

superficie del agua libre dentro de los poros.
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Figura 26. Curvas on-ey para hidrogeles de almidén-PVA con entrecruzamiento fisico.

3.3.3.4. Hidrogeles de almidon-PVA con entrecruzamiento quimico

Si bien la mezcla de almidén con PVA entrecruzada quimicamente presenté
algo de adherencia con los moldes, no se observo ese comportamiento con los
platos de la maquina de ensayos, por lo que los estudios de compresién uniaxial se

pudieron realizar sin problemas.

Como puede evidenciarse en la Figura 28, estos hidrogeles mostraron una
gran capacidad de deformacion. A su vez, no se aprecio exudacion de solvente. Este
hecho fortalece la justificacion del porqué del exudado de los hidrogeles de
almidon como los de almidon-PVA (f), ya que los hidrogeles mezcla con
entrecruzamiento quimico no se sometieron a ciclos de congelamiento-

descongelamiento.

Figura 27. Hidrogel de almidén-PVA con entrecruzamiento quimico ensayado en compresiéon
uniaxial: (a) al comienzo del ensayo, y (b) antes de la ruptura de la probeta.
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Las curvas experimentales de on-en para este tipo de hidrogeles se
muestran en la Figura 29. El comportamiento de estos materiales fue tipicamente
hiperelastico con endurecimiento por deformacion, presentando una curva de

tension creciente con la deformacién, sin oscilaciones.
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Figura 28. Curvas on-en para hidrogeles de almidon-PVA con entrecruzamiento quimico.

3.3.3.5. Comparacion del comportamiento tension-deformacion y modelado
constitutivo.

Si se comparan las curvas completas de tension-deformacion (Figuras 23,
25, 27 y 29), pueden observarse nuevamente, al igual que en los ensayos de
macroindentacién, dos tipos de comportamiento bien marcados. Tanto los
hidrogeles de PVA como los hidrogeles entrecruzados quimicamente mostraron un
comportamiento hiperelastico, mientras que los geles que contienen almiddn
entrecruzado fisicamente mostraron un comportamiento poroviscoelastico, donde
el flujo de solvente a través de los poros ocurre desde bajos niveles de

deformacion.

Los datos experimentales expresados en términos de tension vs. relacion de
estiramiento (o-A) se muestran en la Figura 30. A partir de estas graficas, se
caracterizd el comportamiento inicial (bajas deformaciones) de todos los
hidrogeles ajustando las curvas experimentales al modelo Neo-Hookeano

(Ecuacion (6)), con a=2). El ajuste se realizd en el intervalo de 0.95 < A < 1. Los
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valores de mo6dulo de corte (unu) obtenidos se presentan en la Tabla 6 junto con el

coeficiente de regresion (no lineal) del ajuste de cada curva.

0 0
(a) (b)
25 -10
-20
50 4
— -30
n‘_“ ~
4 754 g 404
z £
z
100 & 504
-60
-125 4 —— Probeta 1
— Probeta 1
—— Probeta 2 704 — Probeta 2
—— Probeta 3
— Probeta 3
T T T T T T 80
0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00 - T T T T T
05 0,6 07 038 09 10
A
P8
0 0
a0 () (d)
=30
2204
’(‘“\ ~
Q g
3 X
30 ~
z z
o
© 60
01 Probeta 1
— Probeta
— Probeta 2 : ggg:t: ;
— Probeta 3 —Probeta 3
-50 T T T T T T -90 T T T T T
04 0,5 0,6 0,7 08 0,9 1,0 05 06 07 038 09 10
A A

Figura 29. Curvas o-A para hidrogeles de (a) almidén, (b) PVA, (c) almid6n-PVA (f) y (d) almidén-
PVA (q).

Tabla 6. Valores del mddulo de corte inicial promedio y coeficientes de regresion para el ajuste del

modelo Neo-Hookeano a bajas deformaciones.

Modelo constitutivo Neo-Hookeano
olge : e
Almiddn 90,82 + 22,33 0,887 0,951 0,944
PVA 8,80+ 0,51 0,999 0,996 0,997
Almidén-PVA (f) 11,26 £ 1,03 0,942 0,966 0,953
Almidén-PVA (q) 857+1.75 | 0,987 | 0,991 | 0,985
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A juzgar por los valores del coeficiente de regresion, el ajuste del modelo
Neo-Hookeano resulté aceptable para los hidrogeles de PVA y almidén-PVA (q).
Consistentemente con la respuesta observada, ambos hidrogeles presentan una
rigidez similar. Por otra parte, el ajuste para los hidrogeles de almidon y almidén-
PVA (f) mostré un coeficiente de regresion con mayor desviacion. Esto puede
deberse a que la respuesta mecanica se ve influenciada por la migraciéon del agua
libre en la estructura. Por lo tanto, el modelo Neo-Hookeano no es capaz de
describir adecuadamente el comportamiento inicial. Los valores de médulo de
corte inicial de la Tabla 6 son so6lo estimativos para los hidrogeles que contienen
almidon entrecruzado fisicamente. De todos modos, estos valores sugieren que el
almidon es el hidrogel mas rigido, al igual que lo encontrado en los otros ensayos a

bajas deformaciones.

El ajuste del modelo Neo-Hookeano se extendi6 al intervalo completo de
relacion de estiramiento experimental para los hidrogeles de PVA y de almidon-
PVA (q). En este caso, el ajuste se hizo en forma concatenada, es decir, se encontrd
el parametro que mejor ajusta las tres curvas a la vez. Los resultados del mo6dulo
de corte se encuentran en la Tabla 7. Los valores del coeficiente de regresién (R2)
resultaron menores a los hallados para el ajuste a bajas deformaciones. Por lo que
el modelo Neo-Hookeano no fue capaz de predecir la respuesta de estos hidrogeles

a grandes deformaciones.

Tabla 7. Valores del médulo de corte y coeficientes de regresién para el ajuste del modelo Neo-

Hookeano en todo el intervalo de deformacion.

Modelo constitutivo Neo-Hookeano

PVA 14.17 £ 0.05 0.943
Almidén-PVA (q) 19.76 + 0.03 0.951

Para mejorar el modelado constitutivo de estos hidrogeles, las curvas
tension-relacidon de estiramiento se ajustaron con el modelo de Ogden de primer
orden, de acuerdo a la Ecuacién (6). Para realizar el ajuste se utiliz6 como valores
semilla el par ppo= 10, oo = -2. Los valores de los parametros py a que surgieron de

estos ajustes se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Valores de los parametros del modelo de Ogden de primer orden para los hidrogeles de

PVA y almid6n-PVA (q).

OGDEN

PVA 6,91 + 0,02 -2,4+0,01 0,997
Almidén-PVA (q) | 15,08 +0,07 | -0,69 + 0,02 0,992

Los valores de RZ mejoraron respecto a los obtenidos con el modelo Neo-
Hookeano (Tabla 7), siendo muy cercanos a 1, lo que indica que el modelo de

Ogden de primer orden aplica a este tipo de hidrogeles.

Los valores de a inferiores a 2 indican que a grandes deformaciones se
produce endurecimiento por deformacién mas alld del que presentaria un sélido
Neo-Hookeano. El pardmetro o es un indicador de esta capacidad de
endurecimiento por deformaciéon. A diferencia de los resultados anteriores, el
modelo de Ogden sugiere que el médulo de corte inicial del hidrogel de PVA es
bastante menor que el del hidrogel de almidén-PVA (q), y que el PVA posee una
mayor capacidad de endurecimiento por deformacién. Por lo tanto, a medida que
aumenta la deformacidn, su rigidez se incrementa, pudiendo alcanzar los valores

de rigidez del hidrogel de almiddn-PVA (q) a deformaciones elevadas.

Puede apreciarse que los resultados obtenidos a partir de este modelo
constitutivo mantienen el orden de modulo que surgio de los ensayos de reometria
oscilatoria y macroindentacion. Sin embargo, a diferencia de lo que se observé en
macroindentacion, el comportamiento del PVA a grandes deformaciones se ajusto
mejor con el modelo de Ogden de primer orden que con el modelo Neo-Hookeano.
Esto indica que existe un endurecimiento por deformacion mayor al que predice el
modelo Neo-Hookeano y se manifiesta a deformaciones mayores en el hidrogel de

PVA que en el hidrogel entrecruzado quimicamente.

También se realizaron ensayos exploratorios para evaluar el
comportamiento del hidrogel entrecruzado quimicamente en la condicién de
hinchamiento de equilibrio. En la Figura 31 se comparan las curvas de on-ex para

el hidrogel tal como fue sintetizado (20% p/v) y el hidrogel hinchado (18,5% p/v).
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Figura 30. Comparacion del comportamiento tensiéon-deformacién en compresion uniaxial del
hidrogel almidén-PVA (q) original (20% p/v) y el mismo hidrogel en las condiciones de

hinchamiento en agua de equilibrio.

Pudo observarse que la presencia de una mayor cantidad de “agua libre”
contenida en la estructura del hidrogel, increment6 su capacidad de fluir fuera de
la estructura, tal como se habia encontrado en los hidrogeles fisicos que contenian
almidén. En la Figura 31 se aprecia que, a bajas deformaciones, el hidrogel se
comporté de modo similar en ambas condiciones. Cuando el nivel de deformacién
aumenté mas alla del 15%, la tensiéon desarrollada en el hidrogel hinchado fue
menor que la del hidrogel original (a un mismo nivel de deformacién), lo que
puede deberse a que el agua que escapa de la estructura deja de soportar carga, y
por lo tanto el material se debilita. El nivel de deformacién maxima alcanzado

resultd similar en ambas condiciones.

El ajuste de un modelo constitutivo poroviscoelastico, capaz de describir el
comportamiento de los hidrogeles de almidéon y de almidon-PVA (f), como
posiblemente también el de los hidrogeles quimicos, no es tan simple como el de
un modelo hiperelastico. La teoria del comportamiento poroviscoelastico fue
desarrollada por Biot (M.A. Biot, 1962). Esta teoria puede ser adaptada para
diferentes materiales. Existen diversos modelos matematicos disponibles en

literatura, como por ejemplo el modelo BPE (Biphasic Polymeric Media), el cual
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emplea para su ajuste valores experimentales tales como porosidad real del
material, tamafio de poros, viscosidad, tension superficial y fraccién volumétrica
del solvente, (S. Kalyanam y col., 2009), entre otros. Estos parametros no fueron
determinados en el marco de este proyecto, debido a la complejidad experimental
y a la no disponibilidad de las técnicas adecuadas. Cabe aclarar que el ajuste de
estos parametros s6lo puede hacerse empleando el método inverso junto al
modelado por elementos finitos. Un trabajo de estas caracteristicas fue
desarrollado recientemente por A.E. Forte y col, (2015) para hidrogeles de

gelatina.

Por ultimo, con el fin de comparar la capacidad maxima de deformaciény de
soportar carga de los cuatro hidrogeles, se determinaron los valores de tensién y
deformacion a la rotura a partir de las curvas on-en presentadas en las Figuras 23,

25,27y 29. Estos valores se listan en la Tabla 9.

Tabla 9. Valores de tension y deformacion ultimas en compresion uniaxial para los cuatro tipos de
hidrogeles.

Hidrogel € ‘ o, (kPa)
Almidon 0,30+ 0,01 129,18 £ 8,76
PVA 0,52+0,01 72,39 £ 0,86

Almidén-PVA (f) | 0,51+0,01 | 43,22+0,79
Almidén-PVA (q) | 0,52+0,01 | 75,02 +4,04

Todos los hidrogeles que contienen PVA alcanzaron una deformacion
maxima similar (~50%) y muy superior a la de los hidrogeles de almidon. Por su
parte, el hidrogel de almidén mostré el mayor valor de tensién a la rotura. Las
propiedades finales de los hidrogeles de PVA y almidon-PVA (q) fueron muy
similares entre si. Los hidrogeles de almidén-PVA (f) presentaron la menor tensién

a la rotura.

En cuanto a la comparacién entre las propiedades ultimas de los hidrogeles
formulados a partir de las mezclas, puede observarse que la capacidad de
deformacion maxima fue similar. Sin embargo, la tensién alcanzada en los geles
quimicos fue muy superior a la de los geles entrecruzados fisicamente. La similitud

en la capacidad de deformacion resulta una coincidencia, no era de esperar un
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comportamiento semejante entre hidrogeles con puntos de entrecruzamiento de
naturaleza diferente. En los hidrogeles fisicos, el proceso de fractura se produce
por desenredo de las cadenas poliméricas, donde la friccion polimero/solvente y la
velocidad de deformacioén juegan un rol muy importante (T. Baumberger y col,
2006 (a)). Generalmente, en estos geles se encuentra que la tenacidad es
proporcional a la rigidez. En los hidrogeles quimicos, la fractura se da por la rotura
de enlaces covalentes y la relacion entre rigidez y tenacidad es inversamente

proporcional, al igual que ocurre en los elastémeros (T. Baumberger y col,, 2006

(b)).
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Capitulo 4. Conclusiones y aplicaciones potenciales de los
hidrogeles formulados

4.1. Conclusiones generales

Luego de un extenso periodo de experimentacidn, se lograron poner a
punto las condiciones de procesamiento que permitieron obtener hidrogeles
entrecruzados tanto fisica como quimicamente. Estas condiciones condujeron a
materiales reproducibles. El control del proceso de gelatinizacién del almidén
comercial, junto con el procesamiento de los hidrogeles entrecruzados con
glutaraldehido, presentaron las mayores dificultades experimentales.

Manteniendo una concentracién total de polimero igual al 20% p/v, se
lograron obtener hidrogeles fisicos de los dos polimeros puros (almidén y PVA) y
de la mezcla almidén-PVA en relacién 1:1 en masa, empleando tres ciclos de
congelamiento-descongelamiento. También se prepararon hidrogeles de la mezcla
almidon-PVA (1:1) entrecruzados quimicamente con glutaraldehido. Los
resultados de FTIR mostraron que el entrecruzamiento quimico fue efectivo,
puesto que se evidenci6 una reduccion en el numero de grupos hidroxilo
presentes, respecto de la mezcla entrecruzada fisicamente, debido a la reaccion
quimica.

Los materiales presentaron una ultraestructura porosa, cuya morfologia
dependi6 de la composicion, del tipo de entrecruzamiento (fisico o quimico) y del
procesamiento. Los hidrogeles de almidén presentaron el mayor tamafio de poros,
mientras que los de PVA el menor. Las mezclas mostraron tamafos intermedios.

Consistentemente con el tamafio de los poros, los hidrogeles liofilizados de
almidon mostraron una mayor capacidad de absorber agua en su estructura que
los hidrogeles de PVA. La mezcla entrecruzada fisicamente presenté un
comportamiento similar al del almidén puro. Puede decirse que en las mezclas, el
almidén goberné el proceso de hinchamiento, debido a su alta capacidad de
mojado e hidrofilicidad. Los hidrogeles de la mezcla quimica presentaron una alta
velocidad de absorcién y un grado de hinchamiento de equilibrio mucho mayor al
de los otros materiales. Estas caracteristicas cinéticas se condicen con el
comportamiento de un hidrogel superporoso, con una estructura de poros

interconectada. No se encontré una relacién directa entre el grado de
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hinchamiento de equilibrio (W) y la constante cinética del proceso (K), como se
observo a partir de la comparacion de los siguientes 6rdenes:
Wal-pva (q) > W almidén ~ Wal-pva (f > Wpva

Kai-pva (q) >> Kpva > Kaimidon> Kal-pva (n)

En los ensayos de reometria oscilatoria a bajas deformaciones, el
comportamiento de todos los hidrogeles correspondi6 a la zona de
“comportamiento gomoso”. Esto indica que en todos los hidrogeles predominé el
comportamiento de sélido elastico. Los valores de médulo de almacenamiento (G’)
indicaron el siguiente orden de rigidez:

G’m almidén > G'm al-PVA (f) > G'm al-PVA (q) > G’m PVA

Se observo ademas, que la mezcla almidén-PVA (f) (1:1) siguid la regla de
mezclas directa respecto de los hidrogeles de almidén y PVA puros preparados
bajo el mismo método. Todos los materiales presentaron una leve dependencia del
moédulo de almacenamiento con la temperatura entre 20 y 45°C.

Los valores de resistencia del gel evaluados en macroindentacion sugirieron
el siguiente orden de resistencia (RG):

RGaimidén > RGal-pva (q) > RGal-pva (f > RGpva

La comparacion de los valores de RG con los de G’ obtenidos de los ensayos
de reometria oscilatoria, mostr6 que al aumentar el nivel de deformacién
impuesta, la rigidez del hidrogel entrecruzado quimicamente se increment6 por
encima de la del hidrogel fisico. Es decir, que el hidrogel quimico presenté una
capacidad de endurecimiento por deformacién mayor a la del fisico.

Los hidrogeles fisicos que contenian almidén presentaron histéresis entre
las curvas carga-desplazamiento de los distintos ciclos registrados en los ensayos
de macroindentacién y evidenciaron efectos de adhesion entre el indentador y la
superficie de la muestra. Por otra parte, los hidrogeles de PVA y de la mezcla
entrecruzada quimicamente mostraron un comportamiento hiperelastico
reversible. La respuesta a la indentacidn de estos ultimos hidrogeles fue modelada
constitutivamente empleando el método inverso asistido por simulacion numérica
(FEM). El comportamiento de los hidrogeles de PVA se describié con el modelo

Neo-Hookeano, mientras que el de la mezcla entrecruzada quimicamente con el
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modelo de Ogden de primer orden. Esto indic6 que el hidrogel quimico posee una
capacidad de endurecimiento por deformacidon mayor al hidrogel fisico de PVA.

Los ensayos de compresion uniaxial mostraron nuevamente dos tipos
diferentes de comportamiento. Los hidrogeles conteniendo almidén vy
entrecruzados fisicamente se comportaron de manera notoriamente
poroviscoelastica. Este resultado fue atribuido a la gran cantidad de agua libre
presente en estos geles, debido a los fendmenos de retrogradacion y sinéresis que
sufre el almidén durante los ciclos de congelamiento-descongelamiento. El agua
result6é capaz de fluir a través de la estructura de poros de los hidrogeles, desde
bajos niveles de tension aplicados. Por otro lado, los hidrogeles de PVA con
entrecruzamiento fisico y los de la mezcla almidén-PVA entrecruzados con
glutaraldehido, mostraron un comportamiento hiperelastico con endurecimiento
por deformacién mas alla del s6lido Neo-Hookeano. La respuesta a la compresién
uniaxial se model6 constitutivamente empleando el modelo de Ogden de primer
orden. La comparacién entre el modelado constitutivo realizado en indentacién y
en compresiéon uniaxial indic6 que la capacidad de endurecimiento por
deformacion mas alld del so6lido Neo-Hookeano se manifiesta a un nivel de
deformacion mayor en el PVA que en los hidrogeles quimicos.

Los ensayos de compresion uniaxial exploratorios realizados en una
probeta del hidrogel de la mezcla almidén-PVA entrecruzado quimicamente e
hinchado hasta su valor de equilibrio, mostraron que en presencia de “agua libre”
el comportamiento se vuelve poroviscoelastico. Es decir, al aplicar un esfuerzo
mecanico, el agua es capaz de fluir facilmente a través los poros de la estructura.

Los hidrogeles de almidon entrecruzados fisicamente perdieron integridad
estructural luego de alcanzar el maximo nivel de hinchamiento, por lo que su
aplicacion biomédica potencial se encontraria limitada a liberacién controlada de

farmacos.

4.2. Aplicaciones potenciales

Las aplicaciones de los hidrogeles en el campo de los materiales biomédicos
son muy diversas. Los hidrogeles basados en polimeros naturales, como el

almidon, o en polimeros sintéticos como el PVA, han sido de gran interés en
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liberacion controlada de farmacos y la encapsulacién de células. Los hidrogeles
también son atractivos en el campo de la ingenieria de tejidos, especialmente como
matrices reparadoras y regeneradoras de una variedad amplia de tejidos y rganos
(A.S. Hoffman, 2002).

Los hidrogeles estudiados en este proyecto encuentran aplicaciones
potenciales dentro del campo de la ingenieria de tejidos. Especificamente, se puede
destacar su uso en la regeneracion de cartilago. Sin embargo, se debe garantizar
una correcta respuesta mecanica frente a las solicitaciones que estos tejidos
experimentan. El médulo de algunos tejidos bioldgicos se muestra en la Tabla 10

(R.S. Lakes, 1998).

Tabla 10. Valores de médulo de algunos materiales biologicos, obtenidos a 1,6 Hz.

Material G’
Hueso 4 GPa

Cartilago articular | 0,6 -1 MPa

Meniscos 100 kPa

Nucleo pulposo 11 kPa

Segun los valores presentados en la Tabla 10, la rigidez de los hidrogeles
obtenidos en este proyecto es del orden del tejido de los nticleos pulposos. Estos
tejidos biologicos forman parte de los discos intervertebrales. El disco
intervertebral es una combinacién de tejidos conectivos resistentes que actiian
como amortiguadores entre una vértebra y otra. El disco esta formado por una
capa externa dura llamada anillo fibroso y un centro similar al gel llamado nucleo
pulposo. A medida que una persona envejece, el niucleo pulposo puede empezar a
perder su contenido, disminuyendo su eficacia. Esto puede ocasionar el
desplazamiento del centro del disco (Ilamado hernia de disco o disco roto) a través
de una fisura en la capa externa
(http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/herniateddisk.html). Se considera
que la causa principal de los dolores de espalda agudos se debe a cambios
degenerativos en los discos intervertebrales. Existen evidencias que indican que la
degeneracion de estos tejidos se origina en los nucleos pulposos, los cuales no

poseen capacidad propia de regeneracién (.M. Sebastine y D.J. Williams, 2007).
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Hoy en dia, el tratamiento quirdrgico que se utiliza para las hernias de disco
consiste en su reemplazo por una pieza 6sea extraida de la parte superior de la
cadera (Figura 32-a). El injerto de hueso se usa para unir las dos vértebras
afectadas, y se ajusta en el sitio con clavos, placas o tornillos, anulando la
movilidad de las dos piezas vertebrales afectadas (Figura 32-b)
(http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/esp_presentations/100136_
1.htm).

Después

Médula osea
—dentro del injerto
de hueso

Incision

(b)

Figura 31. Procedimiento quirargico de hernia de disco. (a) Extraccion del hueso de cadera

(injerto). (b) Imagenes ilustrativas: antes del procedimiento y luego del mismo.

La ingenieria de tejidos ofrece un cambio de paradigma en el tratamiento de
esta patologia. Los discos intervertebrales disefiados mediante esta aproximacion
podrian reemplazar el tejido degenerado y superar las limitaciones de los
tratamientos que se realizan actualmente, los cuales alteran las propiedades
biomecanicas de la columna vertebral (D.G.T. Strange y M.L. Oyen, 2011), como se
mostré anteriormente.

Este proyecto sugiere que los hidrogeles obtenidos presentarian
propiedades mecanicas acordes a las de los nucleos pulposos de discos
intervertebrales.

En primer lugar, como se indica en la Tabla 10, la rigidez de los ntcleos
pulposos es del orden de los hidrogeles desarrollados en este trabajo. El valor de
modulo puede ajustarse manipulando el contenido de polimero en la solucién que
formara el hidrogel, como también el grado de entrecruzamiento fisico (ciclos de
congelamiento-descongelamiento) o quimico (agentes entrecruzantes).

Por otro lado, los discos intervertebrales son avasculares, por lo que

carecen de capacidad de regeneraciéon. La forma de nutriciéon de estos tejidos es
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mediante una membrana semipermeable, por donde las sustancias se transportan
por difusion. Sin embargo, la funcién de esta membrana se encuentra influida por
los esfuerzos de compresion a las que esta sometida. Por ejemplo, un aumento la
tension compresiva produce la salida de las sustancias intradiscales, y lo inverso
ocurre durante la descompresion. Cuando la tensidon a la que esta sometido un
disco es demasiado alta, la difusion de sustancias desde el sistema venoso se
paraliza, produciéndose el retardo del metabolismo celular (G.L.J. Garcia, 2009).

El fenémeno antes descripto se condice con el comportamiento
poroviscoelastico que presentaron los hidrogeles que conteniendo almidén
tratados mediante ciclos de congelamiento-descongelamiento. En estos materiales,
el agua libre contenida puede fluir facilmente por los poros hacia el exterior al
aplicarles presién, y la misma es capaz de retornar al interior al cesar la
solicitacion. A su vez, al aplicar una tensién a velocidades altas, el agua no alcanza a
fluir a través de los poros de la estructura y pasa a soportar carga. Este
comportamiento es analogo al del disco intervertebral cuando se somete a una
fuerza demasiado rapido y se paraliza la difusidn de sustancias.

En conclusion, los resultados de la caracterizacion llevada a cabo en este
proyecto muestran que los hidrogeles obtenidos presentarian un comportamiento
mecanico semejante al de los ntcleos pulposos de los discos intervertebrales. Por
consiguiente, al haber sido producidos a partir de polimeros biocompatibles y no
toxicos, poseen un gran potencial en el campo de la ingenieria de tejidos para el
reemplazo parcial o total de este tipo de tejidos.

En esta direccidn, la estrategia para hallar la formulacién mas adecuada
involucraria el estudio de mezclas almidon-PVA en otras proporciones y la
variacidn de la cantidad de ciclos en el procesamiento, asi como la generacion de
redes interpenetradas (IPNs). El agente de entrecruzamiento quimico deberia
reemplazarse por uno de origen natural, tal como la genipina. Por otra parte, la
caracterizacién mecanica en condiciones de compresion confinada seria relevante
en esta aplicaciéon. La investigacion deberia incluir estudios de degradacién y

ensayos in vitro de viabilidad celular.
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