UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIA E INGENIERIA DE MATERIALES
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN MATERIALES

“SINTESIS Y CARACTERIZACION DE HIDROGELES HIBRIDOS
NANOCOMPUESTOS”

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

DOCTORA EN CIENCIA E INGENIERIA DE MATERIALES

PRESENTA:
M.C.I. ITZEL MARISOL GARNICA PALAFOX

TUTOR PRINCIPAL:

DR. FRANCISCO MANUEL SANCHEZ AREVALO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN MATERIALES (IIM, UNAM)

COMITE TUTOR:

DRA. LAURA OROPEZA RAMOS
FACULTAD DE INGENIERIA, UNAM

DR. JUAN A. HERNANDEZ CORDERO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN MATERIALES (IIM, UNAM)

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX., AGOSTO DE 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



“Cal no abandonar mai

ni la tasca ni /’eyyemnm 7

Pompeu Fabra



JURADO ASIGNADO

Presidente: Dr. Mathieu Christian Anne Hautefeuille

(Facultad de Ciencias, UNAM)

Secretario: Dr. Genaro Vazquez Victorio

(Facultad de Ciencias, UNAM)

1°" Vocal: Dr. Francisco Manuel Sanchez Arévalo

(Instituto de Investigaciones en Materiales, UNAM)

2% Vocal: Dr. Filiberto Rivera Torres

(Facultad de Quimica, UNAM)

3°" Vocal: Dr. Agileo Hernandez Gordillo

(Instituto de Investigaciones en Materiales, UNAM)

Lugar o lugares en donde se realizo la tesis:

Instituto de Investigaciones en Materiales (IIM, UNAM)

Laboratorio de Inmunoterapia e Ingenieria de Tejidos (Fac. de Medicina, UNAM)

DIRECTOR DE TESIS

Dr. Francisco Manuel Sanchez Arévalo



DEDICATORIA

A mzﬁmz’ﬁ’a, por buscar 52?771]77’6 lo mgy’or “para mi y estar a mi
lado en cada decision Y proyecto gue he decidido em]?rendér.
Gracias, por z’m]m/mrme a cunyoﬁ’r todos mis suerios, por
enserniarme que no existen limites y que todo es jaosz’ﬁ[e.

Stn su amor, confianza Y apoyo incondicional hubiera sido

sumamente é[lﬁﬂfé’ﬂﬂyﬂ/ﬁ’ este suerio.

Los amo.

)



RESUMEN

RESUMEN

La presente tesis doctoral presenta aportaciones al conocimiento de frontera en tres
diferentes areas. La primera consistio en la obtencion de hidrogeles hibridos de quitosano y
poli(alcohol vinilico) (CS/PVA) entrecruzados con agentes quimicos naturales y sintéticos (genipin
y glutaraldehido, respectivamente) y sus nhanocompuestos con nanotubos de carbono de pared
multiple (MWCNTSs). En este sentido, se logré identificar la influencia que los agentes quimicos
entrecruzantes y los MWCNTSs ejercen sobre las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de los
hidrogeles hibridos. Estos materiales y las propiedades que exhiben son candidatos a satisfacer
diversas aplicaciones en areas tales como la biomedicina, ingenieria de tejidos y remediacién
ambiental, entre otras.

La segunda contribucién consistio en el disefio, la manufactura, la instrumentacion, el control
y la validacion de un probador mecanico para ensayos de traccion biaxial por indentacién esférica.
Este dispositivo es capaz de registrar datos de tiempo, fuerza y desplazamiento, asi como
imagenes digitales (desde tres camaras) de manera simultanea. El conjunto de informacion
recabada se utiliza para evaluar, de una manera precisa, la respuesta macro y micromecanica de
membranas elastoméricas sujetas a un estado de esfuerzos de traccion biaxial inducido por
indentacion esférica. Es importante resaltar que dicho dispositivo junto con el modelo matematico
desarrollado, se han convertido en un valioso y robusto instrumento de caracterizacién mecanica,
que anteriormente no existia, para este tipo de materiales en particular. La tercera contribucién
se centra concretamente en una aplicacién biolégica de los hidrogeles hibridos y sus
nanocompuestos. Se llevaron a cabo los primeros estudios entorno al posible uso de estos
hidrogeles como andamios celulares, obteniéndose resultados alentadores que impulsan a seguir
explorando la viabilidad de estos materiales en el area de la ingenieria de tejidos.

Los logros obtenidos a lo largo de este trabajo van incluso mas alla de las contribuciones
mencionadas, pues ademas, en este trabajo, se vislumbran nuevas ideas que constituyen ya, el
punto de partida hacia nuevas lineas de investigacion que podran desarrollarse a partir de los
resultados aqui presentados. Todo el esfuerzo y dedicacion invertidos en esta tesis resultaran en
muchos mas frutos cientificos y tecnologicos que indudablemente beneficiaran a la UNAM y a

nuestro pais.
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ABSTRACT

ABSTRACT

This doctoral dissertation contributes to frontier knowledge in three different areas. The first
contribution consists on the preparation of hybrid hydrogels made of chitosan and poly (vinyl
alcohol) (CS/PVA) chemically cross-linked with natural or synthetic reagents (genipin or
glutaraldehyde, respectively), and their nanocomposites filled with multiple-walled carbon
nanotubes (MWCNTSs). This made possible to identify the influence of the cross-linking reagents
and MWCNTs generate on the physicochemical and biological properties of hybrid hydrogels.
Such materials and the properties that they exhibited, locate them as candidates to be used for
several applications in areas such as biomedicine, tissue engineering and environmental
remediation, among others.

The second contribution consists in the design, manufacturing, instrumentation, control and
validation of a mechanical tester for biaxial tensile tests by means of a spherical indentation. This
device is capable of register data of time, force and displacement as well as digital images (from
three camera system) simultaneously. Thus, this collection of information can be used to evaluate,
in an accurate way, the macro and micromechanical behavior of free-standing elastomeric
membranes under biaxial tension by spherical indentation. It is important to remark that such
device along with a mathematical model developed, has become in a valuable and robust
mechanical characterization instrument, which did not exist before for this type of materials. The
third contribution focuses specifically on a biological application for these hybrid hydrogels and
their nanocomposites. The first studies were addressed to use these hydrogels as cellular
scaffolds, achieving interesting results that encourage to further exploration of the viability of these
materials in the field of tissue engineering.

The achievements accomplished go even beyond of the above contributions; in this work,
new ideas were glimpsed and they become in the starting point towards novel research based on
the results presented here. All the effort and dedication invested in this work will undoubtedly yield
numerous scientific and technological outcomes that will be in the benefit of UNAM and our

country.
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Temperatura de transicién vitrea

Temperatura de fusion

Temperatura de degradacion maxima

Temperatura de fusidon de las regiones cristalinas formadas durante
el primer ciclo de enfriamiento

Fuerza aplicada en traccion biaxial (N)

Peso de la muestra de hidrogel hidratada

Peso de la muestra de hidrogel seca

Funcién que relaciona la carga aplicada y la deflexion de la

membrana indentada

Parametro relacionado con los invariantes de deformacion en
materiales incompresibles, indicativo de la velocidad a la que se
desenredan las cadenas poliméricas

Energia superficial de la interfase sélido-liquido

Energia superficial de la interfase sélido-vapor

Energia superficial de la interfase liquido-vapor
Deflexién/desplazamiento/indentacion de la membrana
Deflexion central de la membrana

Deformacion longitudinal

Predeformacion de la membrana sometida a traccion biaxial
Angulo de contacto

Razdn de elongacion bajo traccion uniaxial (A = € + 1)
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LISTADO DE SIMBOLOS

Razén de deformacion en el polo

Parametro adimensional para definir el comportamiento mecanico

que presenta la membrana al ser sometida a indentacion esférica

axisimétrica (placa - membrana no lineal)

Moédulo de corte

Coeficiente de Poisson

Fraccion volumétrica del polimero hidratado hasta su equilibrio

Distancia radial de un punto sobre el perfil deformado de la membrana

al borde del porta-muestras

Distancia radial de un punto sobre el perfil deformado de la membrana

al borde del porta-muestras, normalizado por el radio del indentador

(i.e.p= g)

Regidén de contacto entre la membrana y el indentador esférico

Regién de contacto entre la membrana y el indentador esférico,
Pc

normalizado por el radio del indentador (i.e. p; = Y

Esfuerzo

Esfuerzo registrado al apagar el laser

Esfuerzo registrado al encender el laser

Esfuerzo debido a las microdeformaciones inducidas por la irradiacion
infrarroja

Densidad de entrecruzamiento teérica

Entalpia de fusién
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En la ultima década, los hidrogeles hibridos basados en quitosano (CS) y poli(alcohol vinilico)
(PVA), se han perfilado como una excelente alternativa para satisfacer distintas necesidades en
diversas areas; entre ellas destacan la medicina, la agricultura, el medio ambiente y la industria
alimentaria [1]. Lo anterior se debe a su facil preparacion, su alta procesabilidad, a su buena
miscibilidad y a las excelentes propiedades fisicoquimicas que presentan los hidrogeles de CS y
de PVA tanto por separado, como los hidrogeles hibridos formados a partir de su mezcla
(i.e. CS/PVA). Actualmente se ha demostrado que los hidrogeles de CS/PVA son utiles en
diversas ramas de la ciencia y la tecnologia, por lo que frecuentemente son utilizados como
agentes liberadores de farmacos [2], como andamios celulares para la regeneracién de tejidos
biolégicos [3-5] o incluso como membranas para el tratamiento de aguas residuales de origen
industrial [6, 7]. La mayoria de estas aplicaciones requieren de materiales con una alta estabilidad
mecanica y estructural a largo plazo, lo cual se vuelve una desventaja cuando dichos hidrogeles
se encuentran en medios acuosos por periodos de tiempo prolongados.

A fin de conformar redes poliméricas tridimensionales que ofrezcan una mayor estabilidad
mecanica y estructural, se han utilizado diversos tipos de agentes entrecruzantes: fisicos [8],
quimicos [4, 5, 9, 10] e incluso idnicos [11]. Hasta ahora, esto ha permitido optimizar las
propiedades fisicoquimicas de los hidrogeles hibridos de CS/PVA, siendo el glutaraldehido (GA)
el entrecruzante quimico por excelencia de dicha mezcla [2, 10, 12, 13]. Es importante resaltar
que, a diferencia de otros agentes entrecruzantes como la epiclorhidrina o el formaldehido, el GA
es capaz de generar redes poliméricas mecanica y estructuralmente mas estables, ya que forman
enlaces covalentes tanto con los grupos amino (-NH,) del CS, como con los grupos hidroxilo (-OH)
del PVA [14]. No obstante, al tratarse de un producto quimico sintético, altamente citotoxico y
mutageno, la biocompatibilidad de los hidrogeles resultantes podria verse comprometida al
quedar trazas libres de GA en el interior de la red polimérica. Debido a lo anterior, la comunidad
cientifica y tecnoldgica se ha enfocado en la busqueda de nuevas metodologias y agentes
entrecruzantes quimicos con alta efectividad y muy poca o nula citotoxicidad. Como ejemplo de
ello, Marin et al. presentaron un nuevo enfoque para la preparacién de hidrogeles de CS utilizando
citral, un monoaldehido alifatico presente en el aceite de algunas plantas, este entrecruzante
mostré ser biocompatible a través de pruebas in vivo en ratones y fue capaz de mejorar, en cuatro
ordenes de magnitud, el médulo de corte de hidrogeles de CS [15]. Otro entrecruzante que resulta

sumamente atractivo para la mezcla CS/PVA es el genipin (GEN), un compuesto natural que ha
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demostrado ser mucho menos citotéxico que el GA (5 000-10 000 veces) [16]. Ademas, los
materiales y tejidos bioldgicos entrecruzados con él, han presentado una resistencia mecanica
comparable a la de aquellos reticulados mediante GA [16-18]. Aunque el GEN ha demostrado ser
un agente entrecruzante util para las mezclas de CS, existe una falta de conocimiento sobre su
influencia en las propiedades fisicoquimicas de la mezcla CS/PVA. Asi, uno de los objetivos de
este trabajo de investigacion consistio en utilizar al GEN como un entrecruzante de dicho sistema
y evaluar los cambios producidos en la estructura de la red polimérica y en las propiedades
fisicoquimicas de los hidrogeles hibridos resultantes, comparando su efectividad con la del GA.

Mas alla del uso de diversos agentes entrecruzantes o nuevos métodos de sintesis que
permitan modificar el comportamiento de los hidrogeles, las necesidades cada vez mas exigentes
de aplicaciones enfocadas al area biomédica han hecho que la ciencia de los materiales vaya un
paso mas adelante. De manera que, los hidrogeles hibridos han sido cargados con diferentes
tipos de nanoparticulas (i.e. oro, plata, cobalto, niquel, grafito, carbono y 6xidos de hierro, entre
otras), las cuales les confieren propiedades adicionales que dependen del tipo de nanoparticulas
utilizadas y de su concentracion, convirtiendo asi a los hidrogeles convencionales en hidrogeles
nanocompuestos [19, 20]. Debido a sus excelentes propiedades, los nanotubos de carbono
(CNTs) se posicionan como una de las nanoparticulas mas prometedoras para formar hidrogeles
nanocompuestos capaces de responder a estimulos externos (mecanicos, 6pticos, térmicos,
eléctricos o magnéticos) [19, 21]. Recientemente se ha reportado que algunas matrices
poliméricas, como el PDMS o poli(p-feniletileno), presentan efectos térmicos y mecanicos
localizados cuando son cargadas con ellos y se exponen a longitudes de onda en el intervalo del
infrarrojo [22-25]. Curiosamente, dicho fendbmeno aun no ha sido estudiado en hidrogeles y se
desconoce si estos materiales también podrian presentarlo, por lo que el estudio de esta variante
presenta una nueva linea de investigacién emergente en la cual se busque explotar el posible
efecto opto-mecanico conferido por los CNTs para el desarrollo de nuevos sistemas para la
liberacion controlada de farmacos, sensores o actuadores que funcionen a través de estimulos
externos y métodos no invasivos.

El sistema CS/PVA ha sido impurificado con CNTs principalmente para su uso como
membranas de separacion y adsorcion de metales pesados [26-29]. En cuanto a aplicaciones en
el area biomédica, los hidrogeles nanocompuestos de CS/PVA/CNTs no han sido estudiados con
la misma insistencia, pues hasta el momento Unicamente se conocen un par de trabajos en los
cuales se estudian fibras de CS/PVA/CNTs entrecruzadas con GA para su posible uso como
andamios celulares [30, 31]. Mientras que no se ha encontrado reporte de hidrogeles de
CS/PVA/GEN cargados con CNTs. Es asi que, otro de los objetivos de este trabajo consistié en

dilucidar la influencia que los CNTs tienen sobre los parametros estructurales de la red polimérica,
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la estabilidad térmica, el porcentaje de cristalinidad, la humectabilidad, la cinética de
hinchamiento, el comportamiento biolégico y mecanico de los hidrogeles hibridos de CS/PVA y
CS/PVA/GEN; los cuales podrian tener una podrian ser utilizados como andamios celulares en
ingenieria de tejidos, como agentes liberadores de farmacos, o bien como membranas de
adsorcion para la captura de colorantes.

Como se ha mencionado anteriormente, en este tipo de aplicaciones, la estabilidad y las
propiedades mecanicas de los hidrogeles juegan un papel muy importante en su desempeno y
durabilidad, llegando incluso a ser un factor determinante para su eleccion. La caracterizacion
mecanica de los hidrogeles en estado hidratado constituye uno de los principales retos en el
estudio de estos materiales, si bien los ensayos de traccién uniaxial son frecuentemente utilizados
para evaluar la respuesta mecanica de gran parte de los materiales poliméricos, estas pruebas
no son muy utiles en el caso de hidrogeles y membranas delgadas. Por un lado, debido a su
espesor y constitucion, en ocasiones resulta sumamente complicado colocar las muestras en las
mordazas y sujetarlas a fin de evitar su deslizamiento durante la prueba, lo cual podria producir
dafos en las probetas y la obtencidén de resultados erréneos [32]. Por otro lado, este tipo de
ensayos no brinda informacion suficiente cuando se trata de membranas delgadas, tejidos
biolégicos suaves o hidrogeles, ya que estos dificimente se encuentran expuestos a
solicitaciones uniaxiales en su entorno o campo de aplicacién, por lo que caracterizarlos bajo
esfuerzos biaxiales, esfuerzos aun mas cercanos a los presentes en el mundo real, resulta de
vital importancia. La forma mas comun de imponer dicho estado de esfuerzos consiste en
someterlos a grandes deformaciones a través de una presion impuesta por un liquido/gas (prueba
de inflamiento), o bien mediante cargas puntuales (prueba de indentacion) para posteriormente
determinar el desplazamiento central que experimentan en funcion de la presion/fuerza aplicada,
a fin de estimar sus propiedades mecanicas [33].

Es asi que, durante las ultimas siete décadas, el problema de grandes deformaciones en
membranas delgadas ha sido de gran interés para los investigadores en areas como la mecanica,
la fisica de solidos e incluso, recientemente, en disciplinas como la medicina y la biomedicina.
Buscando resolver dicho problema, se han desarrollado diversas aproximaciones (analiticas,
numeéricas y experimentales) considerando los modelos de placa de von Karman y Foppl-Hecky,
para elasticidad lineal [34, 35], o bien los modelos de membrana no lineal desarrollados por
Yang-Hsu [36], Liu [37] o Begley [38] para grandes deformaciones. Estos modelos han sido
ampliamente utilizados como estandares para determinar el modulo elastico de membranas
delgadas sometidas a esfuerzos biaxiales mediante indentacion axisimétrica [33, 39, 40]; sin
embargo, aun presentan algunos inconvenientes y no siempre son validos, por lo que a fin de

obtener resultados certeros se deben hacer algunas consideraciones especiales.
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A pesar de que se han disefado y desarrollado diversos arreglos experimentales para
evaluar la respuesta mecanica bajo indentacion esférica de hidrogeles y membranas delgadas
[33, 34, 37], ninguno de ellos es util para estudiar el comportamiento micromecanico de estos
materiales. Es asi que una de las principales contribuciones de este trabajo de investigacion, al
campo de la caracterizacion mecanica de materiales, consistio en el disefio, la construccion, la
instrumentacion, el control y la validacion de un probador mecanico con la capacidad de evaluar,
simultaneamente, el comportamiento macro y micromecanico de hidrogeles, membranas
elastoméricas e incluso tejidos bioldgicos suaves, a través de técnicas opticas no intrusivas
(equipo que en su conjunto no existia a nivel cientifico ni comercial). Asimismo, se desarrollé una
nueva metodologia experimental y un modelo mecanico para determinar de forma sencilla y
certera el médulo elastico de hidrogeles y membranas delgadas.

De esta forma, el objetivo principal de este trabajo de investigacidén consistié en estudiar la
influencia de los agentes entrecruzantes (naturales/genipin y sintéticos/glutaraldehido) y/o de los
nanotubos de carbono sobre las propiedades mecanicas, quimicas, térmicas, estructurales y
biolégicas de los hidrogeles hibridos de CS/PVA. Lo anterior con la finalidad de tener un mejor
entendimiento de la correlacion que existe entre estos elementos (macromoléculas,
entrecruzantes y nanoparticulas) para asi poder producir materiales con propiedades mecanicas
y fisicoquimicas especificas que logren satisfacer los requerimientos de una determinada
aplicacion (biomedicina, ingenieria de tejidos, remediacion ambiental, entre otras), contribuyendo

asi al conocimiento de frontera.
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CAPITULO 1
CAPITULO 1

MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

En este capitulo se exponen de manera detallada algunos conceptos clave, necesarios para
la mejor comprension del presente trabajo de investigacién. Asimismo, se lleva a cabo una
revision y un analisis de los trabajos realizados por otros investigadores, a fin de determinar el
estado actual del conocimiento, las aplicaciones, los aportes y los avances mas relevantes en el

campo de los hidrogeles hibridos nanocompuestos de CS/PVA y MWCNTs.

1.1 HIDROGELES

Los hidrogeles son redes macromoleculares, reticuladas o entrecruzadas, capaces de
absorber grandes cantidades de liquido sin disolverse, son permeables al oxigeno, poseen una
estructura suave y elastica, y presentan una baja tension interfacial con el agua o fluidos
biolégicos [41, 42]. Estan compuestos por cadenas poliméricas con grupos hidréfilos
(principalmente grupos: hidroxilo -OH, amidas -CONH,, acidos carboxilicos -COOH y acidos
sulfénicos -SO3H), las cuales forman una red tridimensional al unirse entre ellas a través de
enlaces covalentes, interacciones secundarias débiles o, simplemente, mediante su enredo [43].

Durante los ultimos afos, el uso de hidrogeles en diversas areas de la industria y la ciencia
ha ido ganando gran popularidad debido a las propiedades Unicas que presentan. Su uso se
extiende desde pafiales y aplicaciones en agricultura, hasta andamios celulares para la

regeneracion de tejidos biolégicos [1].

1.1.1 Clasificacion

Los hidrogeles pueden ser clasificados tomando como base diferentes factores, tales como:
el método de preparacion, su estructura fisica, su biodegradabilidad, las cargas iénicas de las
macromoléculas, la presencia de particulas al interior de la red polimérica, el tipo de
entrecruzamiento y la naturaleza de los polimeros que los conforman, entre otras. No obstante,
para este trabajo de investigacion son de mayor relevancia las tres ultimas: el tipo de
entrecruzamiento de la red polimérica, la presencia de particulas en su matriz y la naturaleza de

los polimeros que conforman el hidrogel.
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1.1.1.1 Por el tipo de entrecruzamiento

region

Figura 1.1 Representacion esquematica de la red polimérica de un hidrogel: A) Fisicamente entrecruzado,
B) Quimicamente entrecruzado. ™" mediicada de [44)

En los hidrogeles, la reticulacion o entrecruzamiento de la red polimérica constituye una
forma de mejorar las propiedades fisicoquimicas del material, brindandole una mayor estabilidad
y evitando que se disuelva al ser sometido a condiciones humedas por prolongados periodos de
tiempo. Asi, el entrecruzamiento puede llevarse cabo a través de procesos quimicos o fisicos; de
manera que, dependiendo del método utilizado, los hidrogeles se pueden clasificar en hidrogeles
quimicos o irreversibles, o bien en hidrogeles fisicos o reversibles [44].

En los hidrogeles fisicos o reversibles (Figura 1.1 A), la unién entre cadenas se logra a través
de procesos fisicos, tales como: cambios de temperatura, aplicacion de esfuerzos mecanicos o
exposicion a radiaciones electromagnéticas (ultravioleta o gamma). Asi, en este tipo de
hidrogeles la red polimérica esta conformada por enlaces secundarios débiles que no son
completamente estables (i.e. fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno, interacciones
electrostaticas, enmarafiamiento fisico entre cadenas, formacion de regiones cristalinas, entre
otras), y por ende pueden ser facilmente disueltos si se altera la temperatura, el pH y/o la fuerza
i6nica del medio en el que se encuentren inmersos [41, 43-45].

Por el contrario, en los hidrogeles quimicos o irreversibles (Figura 1.1 B) el entrecruzamiento
de las cadenas poliméricas se debe a la accién de moléculas bifuncionales o multifuncionales de
bajo peso molecular, las cuales son capaces de reaccionar quimicamente con los grupos
funcionales presentes en las cadenas poliméricas, formando enlaces covalentes entre ellas [43].
De esta manera, los hidrogeles quimicos poseen una estructura mucho mas estable y no pueden
ser disueltos en agua u otros disolventes a menos que los enlaces covalentes sean rotos. Entre
los entrecruzantes quimicos mas utilizados para la sintesis de este tipo hidrogeles se encuentran

el formaldehido, la epiclorhidrina, el borato de sodio y el glutaraldehido [46].
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1.1.1.2 Por la naturaleza de los polimeros que conforman la red polimérica

Asimismo, de acuerdo con la naturaleza de las macromoléculas que conforman su red
polimérica, los hidrogeles pueden clasificarse en hidrogeles naturales, hidrogeles sintéticos o
hidrogeles hibridos.

Por un lado, los polimeros sintéticos son atractivos para su uso en diversas areas debido a
que sus propiedades mecanicas, estructurales y fisicoquimicas son facilmente controlables y
reproducibles en el laboratorio a través de la modificacion de la estructura quimica del polimero
precursor (i.e. peso molecular, sustituyentes de la cadena principal, arreglo estereoquimico de la
molécula, quiralidad, entre otros) [47]. Ademas, estos polimeros poseen una mejor estabilidad
térmica y mayores propiedades mecanicas (deformaciones >250% y mddulos elasticos del orden
de 1x10° Pa) en comparacion con algunos polimeros naturales. No obstante, la mayoria de ellos
no promueven la adhesién celular, no se degradan bajo condiciones fisiolégicas y pueden incluir
residuos de iniciadores u otros componentes o impurezas capaces de alterar y comprometer el
crecimiento celular [48]. Entre los polimeros sintéticos mas usados en la formacién de hidrogeles
sintéticos se encuentran: la poliacrilamida, el polietilenglicol, el poli(éxido de etileno), los
polifosfacenos, el poli(fumarato de propileno) y el poli(alcohol vinilico) (PAM, PEG, PEO, PPZ,
PPF y PVA, por sus acrénimos en inglés respectivamente) [47, 49].

Por otro lado, a diferencia de los polimeros sintéticos, los polimeros de origen natural se han
utilizado con mayor frecuencia como andamios celulares debido a que algunos de ellos forman
parte de la matriz extracelular, o bien poseen estructuras quimicas similares a las de algunos de
sus componentes; ademas, la gran mayoria de estos polimeros son biocompatibles, degradan
bajo condiciones fisiolégicas y promueven la interaccion celular [47]. Sin embargo, la principal
desventaja que presentan es que, generalmente, sus propiedades mecanicas (i.e. deformaciones
<100% y médulos elasticos del orden de 1x10° Pa) resultan insuficientes para ciertas aplicaciones
(i.e. andamios para la regeneracién de piel, ligamento o cartilago; membranas de adsorcion, etc.),
aunado a que sus propiedades quimicas y fisicas suelen exhibir variaciones de un lote a otro.
Algunos de los polimeros naturales mas utilizados en la formacion de hidrogeles incluyen
proteinas como la colagena y la gelatina; glicosaminoglicanos como el acido hialurénico y el
sulfato de condroitina; o bien, polisacaridos como la celulosa, el alginato, la agarosa y el
quitosano (CS) [49].

La combinacion de polimeros naturales y sintéticos ha dado lugar a una nueva clase de
hidrogeles denominados hibridos, los cuales integran las virtudes de cada uno de sus
componentes, cuando estos se mezclan en la proporcion adecuada [48]. Asi, los hidrogeles

hibridos presentan propiedades fisicas, quimicas y biolégicas mas adecuadas para su uso en un
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mayor numero de aplicaciones biomédicas (i.e. sustitutos de piel, andamios celulares para la
regeneracion de tejido conjuntivo, biosensores, transportadores de farmacos, entre otros), que
sus componentes individuales [1]. De esta manera, durante los ultimos afos, la mezcla de CS
con PVA ha sido una de las mas estudiadas en la formacion de hidrogeles hibridos, esto debido
a la amplia disponibilidad de ambos polimeros, bajo precio, buena procesabilidad y a la excelente

sinergia de propiedades que se obtiene al mezclarlos en diferentes proporciones.

1.1.1.3 Por el tipo de particulas embebidas en su red polimérica

Tanto el entrecruzamiento de la red polimérica, como la mezcla de polimeros naturales con
polimeros sintéticos son dos de los métodos frecuentemente utilizados para lograr la estabilidad
de los hidrogeles en ambientes humedos e incrementar sus propiedades térmicas y mecanicas;
no obstante, para ciertas aplicaciones, esto aun resulta insuficiente. Debido a ello, durante las
ultimas décadas, cientificos e investigadores han llevado a cabo una gran cantidad de estudios
buscando redisenar y desarrollar nuevos hidrogeles con propiedades unicas a través del uso de
nanoparticulas, dando lugar asi a los denominados hidrogeles nanocompuestos [50].

Los hidrogeles nanocompuestos son matrices poliméricas, reticuladas o entrecruzadas, que
alojan en su interior particulas o estructuras, organicas o inorganicas, de dimensiones
nanomeétricas (<100 nm) [51]. Debido a su tamano, las nanoparticulas poseen una mayor area
superficial por unidad de volumen, lo cual genera una enorme area interfacial con el hidrogel y
permite la transmision efectiva de esfuerzos entre las fases, incrementando significativamente las

propiedades térmicas y mecanicas del material.

Figura 1.2 Representacion esquematica de la red polimérica de un hidrogel nanocompuesto. A) Las nanoparticulas
se encuentran dispersas en la matriz polimérica, a fin de conferir propiedades adicionales (mecanicas, quimicas,
eléctricas, bioldgicas u opticas) al hidrogel. B) Las nanoparticulas, al estar funcionalizadas, actuan como agentes
entrecruzantes y generan una red macromolecular a través de la unién de dos o més cadenas.™a9e" modificada de [44)
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Asimismo, las nanoparticulas también pueden ser utilizadas para conferir propiedades
adicionales (quimicas, eléctricas, Opticas o magnéticas) al hidrogel (Figura 1.2 A); para integrar
otras macromoléculas a la matriz polimérica; o bien, si se encuentran funcionalizadas, pueden
actuar como agentes entrecruzantes y formar enlaces covalentes entre las cadenas, generando
una red polimérica tridimensional (Figura 1.2 B) [19]. Asi, para que los hidrogeles sean estables
y efectivamente sus propiedades se potencien, es necesario que las nanoparticulas se
encuentren dispersas de forma homogénea en la matriz polimérica.

Generalmente, los hidrogeles nanocompuestos son cargados con nanoparticulas inorganicas
(i.e. plata, oro, niquel, silice, 6xidos de hierro, yoduro de bismuto y cobalto, entre otras) y su uso,
comunmente, es como biosensores, transportadores de farmacos, filtros electroquimicos,
actuadores en microfluidica, dispositivos de separacidén y como agentes con propiedades
antibacterianas [19]. No obstante, en la mayoria de los casos, se requieren altas concentraciones
de dichas nanoparticulas para lograr las propiedades deseadas, lo cual incrementa el costo del
material y hace dificil su procesabilidad. Asi, con la finalidad de solventar dicho problema y otorgar
propiedades mecanicas, quimicas, opticas y/o eléctricas adicionales a los hidrogeles, utilizando
bajas concentraciones de particulas, durante los ultimos afios, el uso de nanotubos de carbono
(CNTs) ha ido ganando gran interés [26, 52].

Actualmente, dos de los polimeros mas utilizados en la formacién de hidrogeles hibridos
debido a sus excelentes propiedades, amplia disponibilidad, bajo precio y buena procesabilidad
son el quitosano (CS) y el poli(alcohol vinilico) (PVA). Frecuentemente, los hidrogeles hibridos de
CS/PVA son propuestos para su uso como liberadores de farmacos (5-fluorouracilo’, nano
insulina, dexametasona?) [2, 53, 54], como andamios celulares para la regeneracion de: piel,
higado, cartilago y vasos sanguineos [5, 55-58], como marcadores fluorescentes en
radiomedicina [13], o incluso como membranas de adsorcion [59]. De manera que, algunas de
estas aplicaciones requieren que el hidrogel mantenga su estabilidad mecanica y estructural por
prolongados periodos de tiempo una vez que es hidratado; razén por la cual, generalmente, son
quimicamente entrecruzados con glutaraldehido, o como se propone en este trabajo de
investigaciéon, mediante el uso de genipin. Asimismo, se ha visto que la incorporacién de CNTs
en su matriz polimérica permite optimizar su estabilidad térmica y su médulo elastico [29, 60].
Dado que estos hidrogeles constituyen el eje central del presente trabajo de investigacion, en las
siguientes secciones se detallan las caracteristicas y propiedades de cada uno de los

componentes que los conforman (i.e. polimeros, agentes entrecruzantes y nanoparticulas).

; Antimetabolito usado en el tratamiento de cancer de piel.
Inmunosupresor y antiinflamatorio.
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1.2 QUITOSANO
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Figura 1.3 Estructura quimica del quitosano parcialmente desacetilado. A la izquierda se encuentra la unidad
N-acetil glucosamina y a la derecha la unidad N-glucosamina. Esta ultima se presenta en mayor proporcion que la
unidad acetilada y su concentracién dependera del grado de desacetilacion del CS.

El quitosano (CS, por su acrénimo en inglés chitosan) es un polimero natural, lineal,
semicristalino, constituido por unidades repetidas de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosa
(unidades N-acetil glucosaminas) y 2-amino-2-deoxi-D-glucosa (unidades N-glucosaminas),
unidas mediante enlaces glucosidicos B-(1,4) (Figura 1.3) [61]. Se obtiene a partir de la
desacetilacion parcial de la quitina, la cual se encuentra presente en el exoesqueleto de los
artropodos e insectos y en la mayoria de los hongos y algas, constituyéndose asi como el
segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa [49, 61].

La relacion molecular entre las unidades N-glucosaminas / N-acetil glucosaminas se define
como el grado de desacetilacién (DA) del CS y se expresa en forma de porcentaje, siendo este
un indicador de la cantidad de grupos amino libres capaces de protonarse (-NH, = -NH3") e
interaccionar con moléculas o estructuras cargadas negativamente (i.e. iones metalicos, lipidos,
proteinas, acidos nucleicos, glicosaminoglicanos aniénicos® (GAGs) o membranas celulares) [62].
De igual modo, el grado de DA influye en las propiedades fisicoquimicas del CS como la
solubilidad, cristalinidad, viscosidad, floculabilidad, capacidad de intercambio iénico, reactividad
y respuesta celular, entre otras [61-63]. De acuerdo con lo reportado en la literatura, dado que el
100% de la desacetilacion de la quitina nunca se logra, el CS debe poseer un grado de DA entre
el 56% y el 99% para ser considerado como tal [64, 65].

El CS es un polimero natural, biocompatible y biodegradable con propiedades
antibacterianas, floculantes, bioadhesivas, cicatrizantes y antitumorales [61]; contiene una alta

densidad de cargas y estructuralmente es similar a los GAGs presentes en la matriz

Biomoléculas estructurales presentes en el tejido conectivo, epitelial y 6seo, asi como en la matriz extracelular.
Presentan una elevada densidad de carga eléctrica negativa y estan compuestas por polisacaridos lineales, no
ramificados [66].
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extracelular (MEC) [49, 61]. La ventaja del CS sobre otros polisacaridos como la celulosa, el
almidén o el agar se atribuye no sélo a sus excepcionales caracteristicas, sino también a su
estructura quimica, la cual, permite realizar modificaciones especificas sin grandes dificultades
gracias al grupo amino (-NH,) presente en el carbono dos de las unidades N-glucosaminas [62].
Debido a todas estas magnificas propiedades, durante la ultima década la comunidad
cientifica ha puesto especial interés en el estudio del CS para su uso en distintas aplicaciones
biomédicas, cosméticas, ecoldgicas e industriales. Asi, en el area industrial y ecoldgica, el CS se
ha usado en el tratamiento de aguas residuales como floculante de iones metalicos y diversos
colorantes [6, 7], como electrodo en diversos tipos de celdas de energia [66] e incluso como
empaque de alimentos y recubrimiento de semillas [67, 68]. De igual forma el CS es ampliamente
utilizado en diversas aplicaciones biomédicas debido a su capacidad para ser degradado por las
enzimas lisosomales presentes en el cuerpo; de manera que, entre dichas aplicaciones destacan:
su uso como recubrimiento en la fabricacibn de suturas [61], sustitutos dérmicos [48],
regeneracion de hueso [48], cartilago [62], nervios y vasos sanguineos [48]; agente liberador de
farmacos para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares [69], diabetes [70] y cancer [61].
Los hidrogeles de CS pueden ser faciimente elaborados en forma de membranas, esponjas,
microesferas, nanoesferas y fibras [68]. Se ha reportado que el entrecruzamiento quimico del CS
mediante diisocianatos, dialdehidos, epiclorhidrina, glutaraldehido o genipin, permite la formacion
de hidrogeles estables, insolubles y cristalinos [71-74]. No obstante, estos hidrogeles aun
continuan siendo fragiles para su uso en ciertas aplicaciones, por lo que mezclar el CS con
polimeros sintéticos, entre los que destaca el PVA, ha sido una forma interesante de optimizar
sus propiedades mecanicas (i.e. porcentaje de deformacion y esfuerzo a la traccion) y ampliar su

campo de aplicaciones.

1.3 POLI(ALCOHOL VINILICO)

El poli(alcohol vinilico) o PVA por su acrénimo en inglés (Figura 1.4), es un polimero
sintético, lineal, semicristalino, biocompatible y biodegradable, obtenido mediante la hidrdlisis
total o parcial del poli(acetato de vinilo), un polimero de origen sintético utilizado para producir
adhesivos, pinturas o recubrimientos para alimentos [75]. EI PVA es reconocido por ser un
polimero altamente hidréfilo con excelentes propiedades fisicas y quimicas, las cuales dependen
principalmente de su peso molecular y porcentaje de hidrdlisis. Es soluble en disolventes polares

tales como agua, dimetilsulfoxido, acetamida, glicol y dimetilformamida; su solubilidad en agua
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depende del contenido residual de grupos acetilo (-COCHj3), de tal forma que el PVA
completamente hidrolizado Unicamente se disuelve en agua caliente (>75 °C), mientras que el
PVA con un 70% y 80% de hidrolisis puede disolverse en agua a temperatura ambiente [76]. Sus
principales usos en la industria se encuentran en la produccion de adhesivos, bolsas, fertilizantes,
emulsificantes para cosméticos y lentes de contacto.

La alta hidrofilicidad y versatilidad del PVA se debe al grupo hidroxilo (-OH) presente en su
unidad de repeticion (Figura 1.4), el cual permite el injerto de otras cadenas de PVA, o bien de
otros polimeros. Asimismo, el PVA puede formar hidrogeles al entrecruzar sus grupos hidroxilo
con moléculas de diisocianato de difenilmetano, glioxal, acido dicarboxilico, epiclorhidrina o
glutaraldehido [47, 49, 75, 77]. Dependiendo del entrecruzante utilizado y de su concentracion,
se formaran hidrogeles con distintas propiedades fisicas y quimicas. Sin embargo, el principal
inconveniente en el uso de tales agentes entrecruzantes es su toxicidad, ya que la
biocompatibilidad de los hidrogeles se ve comprometida debido a la posible liberacion de
moléculas remanentes de entrecruzante tras la gelificacion [75].

Debido a su baja citotoxicidad, buena elasticidad y alta hidrofilicidad, los hidrogeles de PVA
se han utilizado en ingenieria de tejidos para la regeneracion de cartilago articular, pancreas y
formacién de hueso [49, 75, 78]. Dado que, se ha reportado que los hidrogeles de PVA no
promueven la adhesion celular y no se degradan bajo la mayoria de las condiciones fisiolégicas,
cuando su aplicacion estda encaminada a la regeneracion de tejidos, el PVA comunmente es
utilizado junto a otros polimeros de origen natural [68, 75].

Debido a ello, actualmente, diversos grupos de investigacion alrededor del mundo se
encuentran trabajando en la optimizacion de este tipo materiales. Asi, como ya se ha mencionado
anteriormente, una de las formas mas factibles de obtener hidrogeles hibridos de CS/PVA
estables, insolubles y resistentes a una combinacién de esfuerzos mecanicos implica el uso de
agentes quimicos entrecruzantes como lo son el glutaraldehido o el genipin, o bien de

nanoparticulas como los nanotubos de carbono.
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Figura 1.4 Estructura quimica de la unidad repetida del poli(alcohol vinilico).
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1.4 GLUTARALDEHIDO
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Figura 1.5 Estructura quimica de la molécula de glutaraldehido.

El glutaraldehido (GA, por su acronimo en inglés glutaraldehyde), Figura 1.5, es un dialdehido
alifatico de apariencia oleosa y bajo peso molecular, miscible en agua, alcohol y solventes
organicos [14]. Debido a su amplio espectro de actividad, rapida accién y nula corrosion sobre
metales, elastomeros y plasticos, es usado como desinfectante y esterilizante quimico de equipo
meédico e instrumental odontolégico y de laboratorio; como agente fijador de tejidos bioldgicos en
histologia y microscopia; y como preservante quimico en el tratamiento de aguas [79].

Asimismo, el GA es ampliamente utilizado como agente entrecruzante en la fabricacion de
valvulas cardiacas elaboradas a partir de pericardio bovino, asi como en la sintesis de hidrogeles.
Los grupos aldehido (-CH=0) presentes en su molécula son altamente reactivos y pueden formar
enlaces covalentes con otras sustancias o grupos funcionales como las aminas primarias (-NH,),
los péptidos, las guanidinas, las aminas secundarias (-NH) o los hidréxilos (-OH); siendo este el
orden de preferencia [80]. Asi, en la mezcla polimérica CS/PVA, el GA es capaz de reaccionar
tanto con los grupos funcionales del CS (-NH; y -OH) como con los del PVA (-OH), buscando
reaccionar en primera instancia con las aminas primarias libres y posteriormente con los hidroxilos
para generar una red tridimensional completamente estable.

A diferencia de otros aldehidos comunmente utilizados en la sintesis de hidrogeles
(i.e formaldehido y paraformaldehido), el GA es el agente de reticulacion utilizado por excelencia
debido a su gran efectividad y a su capacidad de formar enlaces mas estables tanto quimica,
como fisica y térmicamente. Ademas, reacciona relativamente rapido, es econdémico y de facil
acceso [14]. No obstante, una vez formados los hidrogeles, se debe tener la certeza de la
ausencia de trazas de GA en el material, pues se ha reportado que a largo plazo el GA induce la
calcificacion de los implantes, inhibe la proliferacion celular, promueve la muerte celular endotelial
y produce una respuesta inflamatoria severa [14, 80]. Debido a estas y otras razones, actualmente
existe una creciente demanda de agentes entrecruzantes que sean capaces de formar hidrogeles
fisicoquimicamente estables por prolongados periodos de tiempo, biocompatibles y que

presenten muy poca o nula citotoxicidad.
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1.5 GENIPIN
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Figura 1.6 Estructura quimica de la molécula de genipin.

El genipin (GEN, por su acrénimo en inglés genipin), Figura 1.6, es una aglicona obtenida a
través de la hidrdlisis enzimatica de la geniposida, un glicésido iridoide presente en los frutos de
la Gardenia Jasminoides Ellis o de la Genipa Americana [80, 81].

Es un compuesto biodegradable, soluble en agua, metanol, etanol o acetona [81]. En la
industria alimentaria, es usado como espesante y colorante (azul de Huito); mientras que, en la
medicina tradicional china, se emplea en el tratamiento de la diabetes y trastornos hepaticos;
ademas, se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, antidepresivas, antitrombdéticas,
anticancerigenas, diuréticas, antibacterianas y neuroprotectoras [18, 82, 83]. Asimismo, el genipin
puede actuar como un entrecruzante bifuncional, siendo capaz de reaccionar espontaneamente
con las aminas primarias (-NH,) de péptidos, aminoacidos, proteinas o polisacaridos como la
gelatina y el CS [81, 82]. Los materiales entrecruzados con este agente natural exhiben una
coloracion azul, indicando que la reaccion de entrecruzamiento se llevé a cabo.

Estudios recientes en el uso del genipin como agente entrecruzante del CS han demostrado
que estos materiales presentan un modulo elastico y una resistencia a la traccién ultima
comparable con la de aquellos hidrogeles entrecruzados mediante GA, una citotoxicidad menor
a la de los hidrogeles entrecruzados utilizando compuestos epodxidos o aldehidos
(i.e. formaldehido y glutaraldehido), una rapidez de degradacién in vivo mas lenta y una menor
respuesta inflamatoria [16-18, 80, 81, 84]. Asi, la toxicidad del GEN es menor a la de otros agentes
entrecruzantes comunmente utilizados, llegando a ser entre 5,000 — 10,000 veces menos
citotéxico que el GA [85]. De esta manera, el genipin se perfila como el agente entrecruzante
ideal para la formacién de hidrogeles de CS/PVA con aplicaciones potenciales en ingenieria de

tejidos, liberacion controlada de farmacos o para su uso en biosensores.
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Ademas de tratar de optimizar las propiedades fisicoquimicas de los hidrogeles hibridos sin
comprometer su biocompatibilidad, también se esta buscando afiadir funcionalidades adicionales
a este tipo de materiales a través de la incorporacion de distintos tipos de nanoparticulas a su red
polimérica. De modo que, como se ha comentado anteriormente, en este trabajo existe un interés

particular en los nanotubos de carbono.

1.6 NANOTUBOS DE CARBONO

Los nanotubos de carbono (CNTs, por su acronimo en inglés carbon nanotubes) son
estructuras cilindricas, hidrofobas, de dimensiones nanométricas, cuyas paredes estan
conformadas por atomos de carbono enlazados entre si covalentemente y organizados en un
patron regular hexagonal (Figura 1.7) [50, 52]. Al igual que el diamante, el grafeno o los fulerenos,
los CNTs son formas alotropicas del carbono y su estructura puede proceder de una o varias
laminas de grafeno enrolladas sobre si mismas.

En los ultimos afos, los CNTs han captado la atencion de los investigadores y de la industria
debido a las excepcionales propiedades Opticas, eléctricas, térmicas (estabilidad
térmica >700 °C), quimicas y mecanicas (moddulos elasticos del orden de TPa y resistencia a la
traccion ultima 50 - 500 GPa) que presentan [86]. Se han aplicado en vehiculos aeroespaciales,

uniformes militares, huesos y musculos artificiales, asi como en dispositivos biomédicos [87].

Figura 1.7 Esquema representativo de la estructura fisica que presentan los nanotubos de carbono (CNTs).
A) Nanotubo de carbono de pared sencilla (SWCNTs), B) Nanotubo de carbono de pared multiple (MWCNTSs).

11
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1.6.1 Tipos de CNTs

Existen diferentes tipos de CNTS en funcion de las capas de grafeno que los conforman. Asi,
estos pueden ser nanotubos de carbono de pared sencilla (SWCNTSs, por su acréonimo en inglés
de single-walled carbon nanotubes), o bien en nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNTSs, por su acrénimo en inglés de Multi-Walled Carbon Nanotubes).

Los SWCNTSs (Figura 1.7 A) presentan una sola estructura cilindrica flexible con diametro de
1 nm y longitudes del orden de centimetros. Poseen propiedades mecanicas y eléctricas
superiores a las de los MWCNTSs; no obstante, uno de los mayores inconvenientes que presentan
es que dificilmente pueden ser distribuidos de forma homogénea en las matrices poliméricas, lo
cual dificulta su uso en ciertas aplicaciones, en especial las biolégicas [52, 68].

Por otro lado, los MWCNTSs pueden aparecer como un conjunto coaxial de SWCNTs, o como
una sola hoja de grafito plegada sobre si misma en forma de rollo (Figura 1.7 B). Los MWCNTs
son mas pequefios y rigidos que los SWCNTSs, sus cilindros estan separados entre si ~0.34 nm
y su didmetro varia entre los 2 nm y los 100 nm, mientras que su longitud puede llegar a ser de
varias decenas de um [68]. Se ha reportado que, en comparacién con los SWCNTSs, los MWCNTs
son mas faciles de producir, presentan una menor toxicidad y se dispersan mas facilmente en
disoluciones acuosas [52]. No obstante, la estructura exacta de todos los MWCNTSs presentes en
un sistema puede llegar a ser desconocida debido a su mayor complejidad y variedad.

De esta manera, los CNTs pueden ser la base para la formacion de nuevos materiales, lo
cual se puede lograr mediante dos técnicas: o bien agrupandolos para crear fibras con diametro
nanoscoépico, o bien mezclandolos con otros materiales para formar nanocompuestos. Asi, al
combinar las excepcionales propiedades de los CNTs con las propiedades de los hidrogeles, es
posible desarrollar polimeros nanocompuestos con: excelentes propiedades térmicas, alta
conductividad, alta estabilidad electroquimica, baja densidad de masa, alta resistencia mecanica,
flexibles y elasticos, los cuales pueden ser usados en una amplia gama de aplicaciones [50].
Respecto a la influencia que los CNTs tienen sobre la capacidad de adhesion y proliferacion de
las células, cuando este tipo de hidrogeles son usados como andamios celulares, existen diversos
resultados; por un lado, algunos trabajos sefialan que dichas nanoparticulas contribuyen a la
adhesion celular, mientras que otros apuntan que los CNTs actian en su detrimento y promueven
la muerte celular debido a que promueven la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS,
por su acronimo en inglés) y la lipooxidacion de la membrana con su posterior dafio [50, 52].

El uso de CNTs como elementos/agentes de refuerzo es un método frecuentemente
utilizados para optimizar las propiedades mecanicas, eléctricas y térmicas de los hidrogeles. A fin

de lograr dicho objetivo, es necesario que los CNTs se encuentren dispersos de manera
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homogénea a lo largo de la matriz polimérica, de forma que se halle en contacto con toda la
superficie de los CNTs, formando una fuerte interfase a través de la cual se puedan transmitir de
manera efectiva los esfuerzos mecanicos y térmicos [51]. Asimismo, se ha encontrado que,
ademas de mejorar las propiedades mecanicas (i.e. médulo elastico y resistencia a la traccién),
los CNTs pueden conferirle a los hidrogeles otras propiedades adicionales, tal como su respuesta
ante estimulos externos (i.e. 6pticos, térmicos, eléctricos o magnéticos, entre otros) [19].
Tomando en consideracién todo esto, asi como las ventajas que los MWCNTSs presentan frente
a los SWCNTSs, en este trabajo de investigacion, los MWCNTSs fueron elegidos como elementos
de refuerzo de las matrices de CS/PVA, buscando ademas conferirles nuevas propiedades fisicas

que permitan ampliar el abanico de aplicaciones de dichos hidrogeles hibridos.

1.7 ESTADO DEL ARTE

En esta seccion se lleva a cabo una revisidn de los articulos y trabajos mas relevantes
entorno al estudio de los hidrogeles hibridos de CS/PVA quimicamente entrecruzados y/o
nanocompuestos, mediante el uso de MWCNTSs. Dicha revision permitira plantear un panorama
general del estado actual del conocimiento con el objetivo de vislumbrar las necesidades y los
retos aun presentes en el area de estudio de dichos materiales; lo cual, permitira evidenciar de
manera contundente la relevancia de los aportes cientificos y tecnolégicos del presente trabajo
de investigacion.

Para su mejor comprension, las investigaciones y trabajos examinados se han dividido en
tres grupos:

o Mezcla CS/PVA. En donde se lleva a cabo una revision de la proporcion a la cual se
deben de mezclar cada uno de los homopolimeros, a fin de garantizar su
miscibilidad.

o Hidrogeles de CS/PVA quimicamente entrecruzados. Aqui se hace un esbozo de
los entrecruzantes y concentraciones frecuentemente utilizados en la mezcla
CS/PVA.

o Hidrogeles de CS/PVA cargados con MWCNTs. En donde se examinan las
principales aplicaciones de estos hidrogeles y se hace un acercamiento al efecto

opto-mecanico que han presentado otras matrices poliméricas.
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1.7.1 Mezcla CS/PVA

Actualmente, la modificacién de las propiedades fisicoquimicas de los hidrogeles mediante
la mezcla de dos 0 mas polimeros, a fin de obtener materiales con propiedades mas idoneas para
una determinada aplicacion, es una practica comun. Asi, las mezclas entre polimeros naturales
y sintéticos son extensivamente investigadas porque exhiben propiedades superiores a las de
sus homopolimeros y, en la mayoria de los casos, pueden ser utilizados como biomateriales
biodegradables. Debido a su facil preparacién y a las excelentes propiedades del CS y el PVA, la
mezcla CS/PVA es uno de los hidrogeles hibridos mas utilizados como agente liberador de
farmacos, andamio celular, e incluso como membrana para el tratamiento industrial de aguas
residuales a través de la remocion de colorantes o metales pesados [59, 88-90]. Esta mezcla se
beneficia del alto porcentaje de deformacion alcanzado por el PVA y de la buena resistencia y
biocompatibilidad del CS; ademas, usando las proporciones adecuadas tanto del componente
natural como del sintético, la mezcla resultante puede presentar propiedades mecanicas similares
a las de algunos tejidos humanos. No obstante, se ha reportado que para que la combinacion de
ambos polimeros sea particularmente util, y sus propiedades se potencien, los polimeros deben
ser miscibles entre ellos [91].

Tomando en consideracion lo anterior, en 2007, Nakano et al. [92] llevaron a cabo uno de los
primeros estudios para determinar las interacciones inter e intramoleculares que se producian
entre el PVA 'y el CS al variar la concentracion de este ultimo en la mezcla CS/PVA. Ellos reportan
que la miscibilidad del CS y el PVA se puede asegurar si los segmentos amorfos de sus cadenas
se enredan entre si produciendo membranas con fuertes interacciones intermoleculares, lo cual
se logra una vez que el contenido de PVA en la mezcla es mayor al 50%.

Ese mismo afio, Jayaraju et al. [93] estudiaron la miscibilidad entre el CS y el PVA,
determinando que ambos polimeros son miscibles cuando la proporcién de CS en la mezcla es
mayor al 60%, permitiendo asi la formacién de una red semi-interpenetrada.

Rodrigues et al. [94] observaron que un alto contenido de CS en la red polimérica disminuye
la cristalinidad del PVA, mientras que el incrementar la proporcién de éste mejora el indice de
hinchamiento de los hidrogeles.

Por su parte, El-Hefian et al. (2010) [95] y Kumar et al. (2010) [91] analizaron la mezcla de
CS/PVA variando la proporcion de este ultimo. Ellos reportan la formacion de membranas no
porosas y homogéneas, en las cuales a medida que se incrementa el contenido de PVA, el
porcentaje de hinchamiento, la flexibilidad y la elasticidad del hidrogel aumentan; obteniéndose
las mejores propiedades fisicas, quimicas y térmicas cuando la concentracién de CS en la mezcla

polimérica es del 80% volumen/volumen.
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Resultados similares a los encontrados por Kumar et al. [91] y El-Hefian [95] et al. fueron
reportados por Zhuang et al. [88] en 2012. Estos ultimos estudiaron la mezcla de CS/PVA para
su posible uso en la regeneracion tisular guiada, la cual consiste en reconstruir tejidos mediante
el uso de una membrana que actua como barrera para prevenir la invasion de otros tejidos. En
su investigacion modificaron las proporciones de CS en la mezcla y determinaron que a cualquier
proporcion el CS y el PVA eran miscibles, siendo la proporcion 3/1 volumen/volumen (CS/PVA)
la que mejores propiedades mecanicas presentaba y la que promovia mayor crecimiento celular.

En 2012, Fajardo et al. [59] desarrollaron membranas de CS/PVA para la absorcion de plomo
(Pb (Il)). En su estudio variaron la proporcion de CS y PVA (100/0, 70/30, 50/50 y 30/70,
CS/PVA masa/masa respectivamente), demostrando, al igual que Zhuang et al. [88], que a
cualquiera de esas proporciones es posible obtener una red amorfa con fuertes interacciones
intermoleculares entre el CS y el PVA. Por otra parte, las proporciones 70/30 masa/masa y
50/50 masa/masa presentaron un comportamiento similar en su capacidad de hinchamiento,
mostraron un comportamiento mas deseable para la captura de Pb (ll) (>50%) y preservaron sus
propiedades fisicas y mecanicas tras varios ciclos de uso.

Ke et al. (2017) [89], sintetizaron membranas delgadas de CS/PVA, variando la concentracién
de CS, a fin de evaluar la miscibilidad entre el CS y el PVA. Los resultados obtenidos muestran
que, independientemente de la proporcién a la que se mezclen los componentes, existe una
buena miscibilidad entre ambos y no se observa una separacién de fases; ello debido a la
presencia de fuertes interacciones mediante puentes de hidrégeno entre las cadenas de CS y
PVA. Asimismo, las membranas con concentraciones (CS/PVA) 50/50 masa/masa y
70/30 masa/masa mostraron una superficie mas compacta, homogénea y transparente; lo cual,
de acuerdo con lo reportado por los autores, es signo de una mayor miscibilidad entre sus
componentes.

Recientemente, en 2018, Figueroa-Pizano et al. [90] prepararon hidrogeles de CS/PVA, a
diferentes concentraciones, para liberar farmacos. Ellos encontraron que tanto el indice de
hinchamiento como el tamafo de poro de los andamios se ve afectado por el contenido de CS,
de tal manera que el CS mejora la capacidad de hinchamiento e incrementa el diametro de los
poros, pero afecta la estabilidad térmica y la capacidad de deformacion de los hidrogeles. Asi, de
acuerdo con sus resultados, el mejor balance entre propiedades mecanicas, tamafio de poro,
indice de hinchamiento y velocidad de liberacion, se obtiene para los hidrogeles preparados a
una concentracion 75/25 masa/masa (CS/PVA).

Es evidente que, a pesar de que se ha reportado que el CS y el PVA son miscibles
practicamente a cualquier concentracidén, una mayor sinergia entre sus propiedades individuales

se presenta cuando la proporcion de CS es mayor. Asi, tomando en consideracion todos estos
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trabajos y buscando asegurar la formacion de una red polimérica con fuertes interacciones
intermoleculares que permita la formacién de membranas delgadas, con optimas propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas, en este trabajo de investigacidn se decidi6 trabajar con la mezcla

CS/PVA en una proporcion 3/1 masa/masa.

1.7.2 Hidrogeles de CS/PVA quimicamente entrecruzados

A pesar de la sinergia en las propiedades quimicas, térmicas, mecanicas y bioldgicas que se
consigue al mezclar el CS con PVA, los hidrogeles que se obtienen aun son fisicamente
inestables (i.e. se disuelven) cuando permanecen en condiciones humedas por prolongados
periodos de tiempo; lo cual limita su aplicacion en ciertas areas como la limpieza de aguas
residuales o la ingenieria de tejidos. Como se ha detallado anteriormente, una manera de
solventar este problema consiste en formar enlaces covalentes entre las cadenas poliméricas a
través de la accidn de un agente quimico entrecruzante, dando lugar asi a una red tridimensional
que dificilmente sera disgregada por las moléculas de liquido atrapadas en ella.

Asi, el entrecruzamiento quimico de la mezcla CS/PVA ha sido reportado a través de diversos
agentes quimicos como: la epiclorhidrina [96], el tetraetil ortosilicato [97], los diisocianatos [75], o
bien, de manera mucho mas frecuente, mediante el uso de glutaraldehido (GA) [2, 10, 12, 13]. A
diferencia de otros agentes entrecruzantes, el GA es el entrecruzante por excelencia de la mezcla
CS/PVA debido a su bajo costo, gran disponibilidad y alta efectividad para formar enlaces
covalentes quimica y térmicamente mas estables, cuando reacciona con proteinas y
polisacaridos, [14].

Bahrami et al. [64], en 2003, llevaron a cabo uno de los primeros trabajos en donde se evalua
la influencia del GA sobre las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de membranas delgadas
de CS/PVA al variar la proporcién de cada uno de los componentes en la mezcla (i.e. CS, PVAy
GA). En su estudio se reporta que el CS puro es mas fragil en comparacion con el PVA y que a
medida que la proporcion de PVA se incrementa, las propiedades fisicas (i.e. estabilidad térmica,
porcentaje de hinchamiento e hidrofilicidad) y mecanicas (i.e. porcentaje de deformacion y médulo
elastico) del hidrogel se optimizan. Asimismo, reportaron que el GA mejora las propiedades
mecanicas del hidrogel, pero modifica su mojabilidad y disminuye la cantidad de agua que es
capaz de absorber, dando lugar a un hidrogel menos hidrofilo.

Posteriormente, en 2009, Costa-Junior et al. [5] también estudiaron la mezcla CS/PVA
entrecruzada al 1% masa/masa y 5% masa/masa con GA. Sin embargo, a diferencia de
Bahrami et al. [64], en su estudio no solo caracterizaron las propiedades mecanicas y

estructurales de los hidrogeles, sino que ademas, los sembraron con la linea celular VERO a fin

16



CAPITULO 1

de evaluar su biocompatibilidad y citotoxicidad. Ellos encontraron que, a una proporcidn
1/1 volumen/volumen (CS/PVA) se forma una estructura rigida entre las cadenas de CS/PVA
como resultado del balance entre los grupos funcionales amino (-NH.) e hidroxilo (-OH), y que, a
medida que se incrementa la proporcion de CS en la mezcla, el entrecruzamiento es mayor
debido a la preferencia del GA por los grupos -NH, del CS sobre los -OH del PVA o CS. Ademas,
de acuerdo con los resultados de las pruebas de MTT, de secrecion de 6xido nitrico y los estudios
de SEM, todos hidrogeles presentaron buena viabilidad celular y biocompatibilidad
independientemente de la concentracién de GA utilizada. No obstante, los autores destacan el
hecho de que es sumamente necesario neutralizar cualquier traza de GA que pudiese haber
quedado atrapada en el hidrogel, a fin de evitar efectos citotéxicos.

He Z. y Xiong L. [10] sintetizaron, en 2012, una serie de hidrogeles de CS/PVA en forma de
membranas delgadas variando la proporcidon de ambos polimeros y entrecruzandolos al
1% masa/masa con GA. Ellos determinaron que estos hidrogeles pueden ser considerados como
materiales con aplicaciones potenciales en ingenieria de tejidos debido a su alta hidrofilicidad,
nula citotéxicidad, a su compatibilidad con la sangre y a su capacidad de mantener el linaje de
las células sembradas sobre ellos (fibroblastos dérmicos de rata), siendo la proporcion
3/2 masa/masa (PVA/CS) la mas prometedora para ello.

También en 2012, Zu et al. [2] sintetizaron hidrogeles de CS/PVA entrecruzados al
3.6% masa/masa con GA para liberar nano-insulina de manera transdérmica. Los resultados de
su estudio demuestran que estos hidrogeles son un sistema prometedor para el tratamiento no
invasivo de la diabetes, ya que las membranas obtenidas muestran ser resistentes, presentan
una estructura altamente porosa (tamafio de poro: ~5 um), son térmicamente estables y la
cinética de liberacién del farmaco resulta aceptable (4.421 pg/(cm? h)).

Islam et al. [97], en 2013, sintetizaron hidrogeles de CS/PVA entrecruzados con tetraetil
ortosilicato (TEOS) para ser utilizados como liberadores de progesterona. En sus estudios
encontraron que la cristalinidad del hidrogel aumenta a medida que la proporcion de TEOS en la
mezcla se incrementa, hasta llegar a un contenido maximo de TEOS (6% masa/masa) a partir del
cual la cristalinidad decrece; de acuerdo con los autores, esto se debe a la disminucién en el
grado de libertad de las cadenas poliméricas para plegarse sobre si mismas y formar regiones
cristalinas. Los hidrogeles de CS/PVA/TEOS no mostraron ser citotoxicos, ya que los fibroblastos
humanos sembrados sobre ellos fueron capaces de proliferar. Por otro lado, Islam et al.
observaron que la velocidad de liberacion de la progesterona dependia del pH del medio en el
que se encontraran los hidrogeles (siendo mayor en un pH acido), de modo que este fendbmeno

podia ser utilizado para controlar la liberacion del farmaco.
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En 2014, nuestro grupo de investigacion trabajéo con la mezcla CS/PVA entrecruzada
quimicamente con epiclorhidrina, a fin de obtener hidrogeles hibridos en forma de membranas
delgadas para su uso como andamios celulares en la regeneracion de cartilago elastico. Los
hidrogeles obtenidos presentaron un médulo elastico de 9 MPa £ 1 MPa, similar al cartilago
elastico humano. Una vez que se corroboré la ausencia de trazas de epiclorhidrina en las
muestras, las membranas fueron sometidas a pruebas de viabilidad y citotoxicidad,
demostrandose que los condrocitos auriculares eran capaces de adherirse y proliferar sobre el
hidrogel, perfilandose asi como un material prometedor para la formacion de estructuras
auriculares mediante ingenieria de tejidos [4].

Jiang et al. [98], en 2016, sintetizaron un hidrogel termo-sensitivo de CS/PVA (1/1 mol/mol)
entrecruzado con GA para la liberacién intratumoral de paclitaxel, un farmaco utilizado en el
tratamiento de cancer de mama, de ovario, de préstata, de pulmon y de esoéfago, entre otros.
Debido al entrecruzamiento con GA, estos materiales formaron una estructura compacta con
poros de ~5 ym, que permitieron mantener la liberacidn del farmaco por hasta 13 dias; exhibieron
una actividad antitumoral 3.7 veces mayor a la de los métodos comunes y presentaron una
resistencia mecanica 7 veces mayor a la mostrada por hidrogeles de CS puro. De manera que,
de acuerdo con estos resultados, los hidrogeles de CS/PVA/GA podrian ser utilizados para la
liberacion intratumoral de farmacos.

Recientemente, Kocemba y Mucha (2017) [99] también desarrollaron membranas de
CS/PVA entrecruzadas con GA para liberar farmacos. En su trabajo variaron la concentracion del
entrecruzante (0.09 masa/masa - 0.27 masa/masa) y concluyeron que, a medida que la
concentracién de GA se incrementaba, las membranas se volvian mas hidréfobas y el tamafio de
poro disminuia; de tal forma que la eficiencia y velocidad de liberacién del farmaco dependia del
contenido de GA.

A pesar de los buenos resultados mostrados en todas estas investigaciones, la mayoria de
los autores sefala que, por si solos, estos agentes quimicos utilizados como entrecruzantes son
productos citotoxicos (incluso algunos son considerados agentes carcinégenos y mutagenos), por
lo que la presencia de trazas en el material podria tener efectos toxicos directos o reaccionar con
otros compuestos para formar derivados toxicos, comprometiendo asi la viabilidad y
biocompatibilidad de los hidrogeles de CS/PVA [4, 5, 10, 98-100]. En el caso de polimeros e
implantes entrecruzados con GA, se ha reportado que estos inhiben la proliferacion celular,
inducen la muerte celular endotelial, producen una respuesta inflamatoria severa cuando el GA
se encuentra en concentraciones entre 0.01% y 1%, y estan implicados en la calcificacion de los
tejidos circundantes [14, 80]. A pesar de que el papel especifico del GA en dicho proceso aun se

mantiene incierto, se cree que los grupos aldehido (-CH=0) del GA que permanecen sin
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reaccionar son susceptibles de oxidarse y formar acido carboxi gamma glutamico, el cual favorece
la calcificacion [101, 102]

Debido a ello, resulta necesario proporcionar un agente entrecruzante no téxico, capaz de
formar hidrogeles de CS/PVA, estables y biocompatibles, que puedan ser utilizados en una amplia
gama de aplicaciones biomédicas, farmacoldégicas, industriales y ecolégicas. Es asi que, en este
proyecto de investigacion, se propone el uso de genipin (GEN) como agente entrecruzante de los
hidrogeles hibridos de CS/PVA. De acuerdo con investigaciones previas, concentraciones de
genipin entre 0.025% y 1% masa/volumen permiten el entrecruzamiento efectivo del CS sin
efectos adversos aparentes [72].

Hasta el momento, el uso de genipin en la mezcla CS/PVA ha sido muy poco explorado y
unicamente se conocen un par de trabajos al respecto; en los cuales el estudio y la
caracterizacion de los hidrogeles obtenidos son precarios.

Por un lado, en 2006, Khurma et al. [17] se limitaron a estudiar la cinética de hinchamiento
de los hidrogeles de CS/PVA/GEN entrecruzados al 2% mol/mol. Ellos variaron la temperatura y
el pH de la disolucion en la que se hidratarian las membranas, encontrando que el porcentaje de
hinchamiento de los hidrogeles se incrementaba a medida que el pH de la disolucién disminuia y
la temperatura aumentaba; esto debido a la repulsion y disociacion de interacciones secundarias
entre las cadenas poliméricas.

Luego en 2010, Bispo et al. [73] estudiaron el sistema CS/PVA usando genipin como agente
entrecruzante en una proporcién de 0.5% masa/masa y 1%. masa/masa. Ellos caracterizaron los
hidrogeles obtenidos Unicamente mediante espectroscopia de infrarrojo, cinética de hinchamiento
y viabilidad celular. Encontraron que el GEN generaba enlaces covalentes entre los grupos amino
del CS y que mostraban una reduccién en el hinchamiento a medida que la proporcion de CS 'y
GEN se incrementaba, generando una red mas rigida y compacta. Ademas, no hallaron
diferencias significativas en la proliferacion celular sobre los hidrogeles entrecruzados y sin
entrecruzar, o bien entre los entrecruzados al 0.5% y 1%; comprobando la biocompatibilidad y no
citotoxicidad de los hidrogeles de CS/PVA/GEN.

Tomando en consideracion estos trabajos, es posible vislumbrar que aun hace falta una
caracterizacion mas profunda y detallada acerca de la influencia del genipin como agente
entrecruzante sobre los parametros estructurales, comportamiento mecanico, estabilidad térmica,
cristalinidad, humectabilidad, cinética de hinchamiento y microestructura de la red polimérica de
los hidrogeles hibridos de CS/PVA/GEN, cuya aplicacion potencial podria orientarse a la
regeneracion de tejidos bioldgicos, liberacién controlada de farmacos o bien en la limpieza de
aguas. Es por ello que uno de los objetivos que se plantea en este trabajo de investigacion

consiste en llevar a cabo una caracterizacion mas completa a través de técnicas
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espectroscopicas, analisis térmico, pruebas mecanicas de traccidén uniaxial e, incluso, mediante
el uso de traccion biaxial y técnicas oOpticas no intrusivas a fin de evaluar y correlacionar la
influencia del GEN sobre el comportamiento macro y micromecanico de los hidrogeles y demas
propiedades fisicoquimicas. Asi, una buena comprensién de dicha relacion permitiria el desarrollo
de materiales con propiedades mecanicas y fisicoquimicas especificas que logren satisfacer
eficientemente las necesidades de una aplicacion particular.

Es importante destacar que hasta el momento tampoco se ha encontrado reporte alguno en
el que se estudie de manera simultanea el comportamiento macro y micromecanico bajo traccién

biaxial de hidrogeles, membranas delgadas y/o tejidos bioldgicos.

1.7.3 Hidrogeles de CS/PVA nanocompuestos con MWCNTs

Como se ha comentado anteriormente, la mezcla de diferentes clases de polimeros y el
entrecruzamiento de la red polimérica son dos técnicas utilizadas para generar nuevos materiales
con caracteristicas unicas; sin embargo, estas técnicas solamente permiten ligeras mejoras en
sus propiedades fisicas, lo cual aun resulta insuficiente para ciertas aplicaciones. Buscando
mejorar la resistencia y rigidez de los hidrogeles, estos se han impurificado con diferentes tipos
de fibras o particulas. La incorporacion de CNTs en las matrices poliméricas, incluso a muy bajas
concentraciones, permite el mejoramiento analogo de los compuestos; de manera que, se ha
reportado que concentraciones entre el 0.1% masa/masa y 2% masa/masa de CNTs, contribuyen
a la mejora de sus propiedades mecanicas y eléctricas [21].

Se ha reportado que, a diferencia de otros polimeros, el PVA exhibe fuertes interacciones
fisicas con los CNTs, de manera que estos son capaces de actuar como agentes nucleantes para
formar cristales [103, 104]. Asi, de acuerdo con algunos reportes, los hidrogeles nanocompuestos
de PVA/CNTSs incrementan linealmente su cristalinidad conforme se aumenta la fraccién de CNTs
en la matriz; de tal forma que, mediante técnicas opticas se ha encontrado que las cadenas de
PVA se alinean de forma paralela a la superficie de los CNTs [104-106]. Dicho fendmeno ha
tratado de ser replicado utilizando otras matrices poliméricas, sin obtenerse los mismos
resultados. Adicionalmente se ha determinado que, en el PVA, el uso de MWCNTs sin
funcionalizar y sin la adicién de surfactantes genera un mayor incremento del médulo elastico
(~5 veces) [106].

Los hidrogeles hibridos de CS/PVA han sido cargados con CNTs y sintetizados en forma de
membrana delgada para su uso, principalmente, como membranas de separacion y adsorcion de

metales pesados u otras sustancias quimicas (acetona, benceno, colorantes, enzimas, etc.).
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Peng et al. (2007) [26], fueron los primeros en sintetizar membranas de CS/PVA cargados
con CNTs. En su estudio, primero recubrieron los MWCNTs con cadenas de CS, de manera que
estas se enrollaran a lo largo del eje de los CNTs; posteriormente, los mezclaron con PVA y
entrecruzaron la disolucion con GA para formar membranas de pervaporacion que servirian para
separar benceno y ciclohexano de disoluciones acuosas. Peng y colaboradores encontraron que
los MWCNTs mejoraban la difusién selectiva de las sustancias, siendo el 2% masa/masa de
MWCNTSs la concentracién éptima de nanoparticulas.

Posteriormente, en 2013, Salehi et al. [27, 28] usaron MWCNTs funcionalizados con grupos
amino (MWCNTs-NH;) en membranas de CS/PVA para remover iones de cobre del agua. Ellos
reportan que los nanotubos funcionalizados con los grupos amino mejoran la cinética de
adsorcion de las membranas debido a su afinidad por iones metalicos pesados, siendo la
concentracion optima del 1% masa/masa. Adicionalmente, encontraron que el hinchamiento de
los hidrogeles se incrementaba al aumentar la concentracién de MWCNTs-NH..

Yeang et al. [29], por otro lado, estudiaron MWCNTs funcionalizados con PVA
(MWCNTs-PVA) para mejorar su dispersion en CS y formar membranas de pervaporaciéon para
remover acetona del agua. A medida que la concentracion de MWCNTSs-PVA se incrementé de
igual manera lo hicieron las propiedades mecanicas de las membranas, mejorando su médulo
elastico hasta en un 38.9% unicamente con el 0.06% masa/masa de nanoparticulas. De la misma
manera, la permeabilidad al agua de las membranas mejord, renunciando ligeramente a su
selectividad.

Xu et al. (2015) [107], trabajaron con fibras de CS/PVA/MWCNTSs para su uso en la retencion
de enzimas lacasas; encontrando que los MWCNTs brindan estabilidad a las membranas,
remueven eficientemente las enzimas de disoluciones acuosas y generan membranas que
pueden reutilizarse en numerosas ocasiones.

En 2017, Mallakpour y Ezhieh [60] sintetizaron membranas nanocompuestas de CS/PVA
usando MWCNTs funcionalizados con valina y almidén (MWCNTs-ValS), esto a fin de evitar la
formacién de conglomerados de CNTs. Sus resultados muestran que la incorporacion de
MWCNTs-ValS en concentraciones de 1% masa/masa, generan membranas con una dispersion
homogénea de nanoparticulas, lo cual se traduce en la mejora de su estabilidad térmica.
Asimismo, los MWCNTs-ValS mejoraron hasta en un 20% la capacidad de absorcion de iones
Cd(Il) en disoluciones acuosas, respecto a los hidrogeles de CS/PVA sin CNTs.

Recientemente, Abdolrahimi et al. (2018) [108] estudiaron el efecto del acido acético
(utilizado en la disolucién del CS) sobre las propiedades de los hidrogeles nanocompuestos de
CS/PVA/IMWCNTs. Durante el proceso de sintesis fijaron la concentracion de MWCNTs

(0.7% masa/masa) y variaron la concentracion de acido aceético
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(1% volumen/volumen - 20% volumen/volumen). Abdolrahimi y colaboradores encontraron que,
a medida que la concentracion de acido se incrementaba, los MWCNTSs se dispersaban mejor en
la matriz polimérica; sin embargo, el hidrogel se volvia mucho mas rigido y fragil debido al
incremento en la cristalinidad por el exceso de grupos -OH presentes. Asi, definieron que la
concentracién de acido acético a la cual se presenta el mejor balance entre dispersion e
incremento de propiedades Opticas y mecanicas se da al 1% volumen/volumen vy
2% volumen/volumen, la cual es la concentracion comunmente utilizada para disolver el CS.

En cuanto a aplicaciones en el area biomédica, los hidrogeles nanocompuestos de
CS/PVA/CNTs no han sido estudiados con la misma frecuencia, pues hasta el momento
unicamente se tiene conocimiento de dos trabajos al respecto, uno utilizando SWCNTs [31] y otro
con MWCNTSs [30].

Liao et al. [30], en 2011, electrohilaron andamios de CS/PVA/MWCNTSs entrecruzados con
GA, usando 1% masa/masa de MWCNT. Ellos reportan que los MWCNTs incrementan la
adsorcion de proteinas, mejoran significativamente la adhesion y proliferacion celular y aumentan
considerablemente las propiedades mecanicas de las fibras de CS/PVA; de tal forma que la
toxicidad, comunmente, asociada al uso de CNTs queda en entredicho con sus resultados.

Asimismo en 2011, Shokrgozar et al. [31] electrohilaron membranas de CS/PVA reforzadas
con SWCNTs para su uso como andamios celulares en la regeneracion de tejido neural. Los
SWCNTSs se incorporaron a la mezcla en concentraciones de 7% masa/masa, 12% masa/masa y
17% masa/masa, y se dispersaron mediante ultrasonicacién. Asi, se encontré6 que la
ultrasonicacion dispersaba de forma efectiva los CNTs y que, a medida que la concentracion de
estos se incrementaba, las fibras se volvian mas homogéneas, dando lugar a una membrana mas
porosa y resistente. Asimismo, Shokrgozar et al. reportaron que, tras 7 dias de cultivo in vitro
(utilizando la linea celular U373-MG), los resultados de las pruebas de MTT no mostraron
diferencias significativas en la viabilidad y la proliferacion de las células sembradas sobre las
membranas de CS/PVA y CS/PVA/SWCNTSs, por lo que los hidrogeles nanocompuestos eran no
téxicos y biocompatibles.

Es claro que hasta ahora existe una carencia de investigaciones enfocadas al estudio de
hidrogeles nanocompuestos de CS/PVA/CNTs para aplicaciones enfocadas al area biomédica.
Por lo que uno de los principales objetivos de este trabajo consiste en dilucidar la influencia de
los MWCNTSs sobre las propiedades fisicas, quimicas, térmicas, mecanicas y bioldgicas de los
hidrogeles hibridos de CS/PVA y CS/PVA/GEN, permitiendo tener asi una comprension mas

profunda sobre el comportamiento de este tipo de materiales.
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1.7.3.1 Efecto opto-mecdnico

Se ha encontrado que, ademas del incremento de las propiedades mecanicas de la matriz
polimérica, las nanoparticulas pueden dotar a los hidrogeles con otras propiedades fisicas unicas,
tales como su respuesta ante estimulos externos (6pticos, térmicos, eléctricos o magnéticos) [19].
Asi, mientras la mayoria de los esfuerzos en el campo de los hidrogeles nanocompuestos con
CNTs se han enfocado en mejorar sus propiedades pasivas (mecanicas, eléctricas y térmicas),
hay un creciente interés en utilizar materiales que, a través de estimulos externos y métodos no
invasivos, funcionen como sensores, actuadores o agentes especializados en la liberacion
controlada de calor o farmacos [109].

Algunos trabajos reportan que ciertos polimeros cargados con CNTs o particulas de carbono,
como el polidimetilsiloxano (PDMS), presentan efectos térmicos y mecanicos localizados cuando
son expuestos a longitudes de onda en el intervalo del infrarrojo. Esto debido a que, al estar
uniformemente distribuido en la matriz polimérica, los CNTs podrian estar absorbiendo y
transformando la radiacion infrarroja en energia térmica, actuando como numerosos calentadores
a nanoescala, capaces de inducir la deformacién del material (expansidn o contraccion) [22-25].

Asi, Ahir et al. [25] estudiaron este novedoso fendmeno de accidén opto-mecanico en
compuestos elastoméricos de PDMS/MWCNTSs y observaron que, al ser expuestas a radiacion
infrarroja, las membranas nanocompuestas se contraian o se expandian dependiendo de la
predeformacion aplicada al material. De manera que, al aplicar una predeformacién mayor al 10%
las membranas se expandian, pero si la predeformacion era menor al 10% estas se contraian.

Por su parte, Pimentel-Dominguez et al. [22] estudiaron el mismo fendmeno en membranas
de PDMS cargadas con nano polvo de carbon. Ellos demostraron que, a través de efectos
térmicos y mecanicos localizados, es posible producir microdeformaciones en las matrices de
PDMS cuando son irradiadas con un laser, de modo que la amplitud del efecto depende de la
potencia del laser utilizado. De acuerdo con sus resultados, la inclusion de nanopolvo de carbono
en las membranas de PDMS produce un aumento importante de la temperatura en la zona de
irradiacion (~150 °C), lo que a su vez ocasiona cambios en el indice de refraccion y la expansion
térmica volumétrica del material (3% - 5%), la cual fue evidenciada al evaluar la respuesta
micromecanica del material a través de la técnica de correlacion de imagenes digitales.

Un fendmeno similar ha sido observado en matrices poliméricas de elastomeros de cristal
liquido [110] y poli(p-feniletileno) [87], sugiriendo que los CNTs son los responsables de tal efecto.
Por un lado, Marshall et al. [110] encontraron que, para obtener la respuesta a la radiacion
infrarroja en elastomeros de cristal liquido con benzopireno, son necesarias pequefas cantidades

de MWCNTSs (0.1% masa/masa). Ademas, reportaron que la respuesta mecanica inducida por
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radiacién infrarroja es mas rapida que la generada mediante el calentamiento del material. Por
otra parte, Chen et al. [87] observaron que membranas de poli(p-feniletileno) cargadas con
0.1% masa/masa y 0.2% masa/masa de SWCNTs presentaban deformaciones reversibles,
inducidas por radiacion infrarroja, de hasta el 30%. Encontraron que, si la radiacion infrarroja era
suficiente entonces se inducia una transicién de fase que permitia el cambio de forma, el cual, se
manifestaba con la expansion del material.

Aunque todas estas investigaciones demuestran como los CNTs confieren propiedades
adicionales a materiales pasivos, todavia no se ha entendido perfectamente el efecto
opto-mecanico que los CNTs generan sobre la matriz polimérica. Una posible explicacion los
considera como captadores de fotones capaces de absorber y transformar de manera eficiente
la radiacion infrarroja en energia térmica, causando asi la contraccion o expansion de las cadenas
poliméricas cercanas a la superficie de los CNTs [87].

Es importante destacar que este fendbmeno aun no ha sido estudiado en hidrogeles, por lo
que esta variante daria paso a nuevas investigaciones en donde se busque explotar el efecto
opto-mecanico conferido por los CNTs sobre las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de
los hidrogeles hibridos. De esta forma, ademas de estudiar el efecto del genipin sobre la red
polimérica, otro de los objetivos de esta investigacion consistioé en cargar los hidrogeles hibridos
de CS/PVA y CS/PVA/GEN con MWCNTSs a fin de determinar si en ellos también se presenta el
efecto opto-mecanico; generando asi un hidrogel que podria ser utilizado en la fabricacion de
bombas y valvulas en microfluidica, musculos artificiales, sistemas de mecanotransduccion para

la regeneracion de tejidos bioldgicos o en la liberacion controlada de farmacos.

Una vez expuesto el estado actual del conocimiento, las aplicaciones y los avances mas
relevantes en el estudio de los hidrogeles hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o
nanocompuestos, fue posible detectar las carencias y necesidades existentes entorno a dicha
area del conocimiento. En este sentido, el presente trabajo de investigacion busca solventar
dichos problemas mediante aportaciones en tres diferentes areas: la caracterizacion fisicoquimica
de los hidrogeles, su caracterizacion mecanica bajo un sistema de esfuerzos mas cercano al
presente en el entorno de aplicacién de estos materiales y, finalmente, explorando su posible

aplicacion como andamios celulares en ingenieria de tejidos.
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1.8 HIPOTESIS

Los hidrogeles de CS/PVA/GEN presentaran propiedades fisicoquimicas (moédulo elastico,
UTS, cristalinidad, estabilidad térmica, temperatura de transicion vitrea y de fusion, rugosidad)
similares a las de aquellos entrecruzados con GA (CS/PVA/GA), asi como: una mayor
hidrofilicidad, un mayor hinchamiento, un tamafo de poro mas grande y una menor citotoxicidad.
Ademas, en los hidrogeles nanocompuestos, los MWCNTs conferirdn propiedades
opto-mecanicas a las matrices poliméricas hibridas (CS/PVA y CS/PVA/GEN) y actuaran como
refuerzos, brindandoles mayor estabilidad térmica y mecanica respecto a sus similes sin

nanoparticulas.

1.9 OBIJETIVOS

1.9.1 Objetivo General

Estudiar la influencia de los agentes entrecruzantes (naturales/genipin vy
sintéticos/glutaraldehido) y las nanoparticulas (MWCNTs) sobre las propiedades fisicas,
quimicas, térmicas, mecanicas, estructurales y biolégicas de los hidrogeles hibridos formados a
base de CS y PVA.

1.9.2 Objetivos Particulares

1. Obtener hidrogeles hibridos de CS/PVA entrecruzados quimicamente con genipin
(CS/PVA/GEN) o glutaraldehido (CS/PVA/GA), mediante la técnica de solvent casting.

2. Obtener hidrogeles de CS/PVA y CS/PVA/GEN, cargados con nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNTs) buscando no solo modificar sus propiedades térmicas y
mecanicas, sino también conferirles la capacidad de responder a estimulos externos como

la irradiacion infrarroja (efecto opto-mecanico).

3. Evaluar el efecto de los agentes entrecruzantes (GEN o GA) y/o de los MWCNTSs sobre
las propiedades fisicas, quimicas térmicas y estructurales de las membranas hibridas a
través de técnicas convencionales como difraccion de rayos X (XRD), calorimetria

diferencial de barrido (DSC), analisis termogravimétrico (TGA), espectroscopia infrarroja
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por transformada de Fourier (FT-IR), angulo de contacto, cinética de hinchamiento,
microscopia de fuerza atémica (AFM) y analisis de los parametros estructurales de la red

polimérica.

Estudiar el comportamiento micro y macromecanico de los hidrogeles hibridos de
CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs a
través de ensayos de traccidn uniaxial y biaxial.
o Desarrollar un probador mecanico para ensayos de traccién biaxial por indentacién
esférica, acoplado a técnicas opticas no intrusivas, asi como una metodologia para
evaluar el comportamiento macromecanico de hidrogeles, membranas delgadas y

materiales elastomérico.
Evaluar las propiedades biolégicas de los hidrogeles hibridos de CS/PVA, entrecruzados

y/o nanocompuestos a través de pruebas in vitro (citocompatibilidad) y el analisis

morfolégico de las células adheridas a la superficie de los hidrogeles
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CAPITULO 2

METODOLOGIA Y TECNICAS EXPERIMENTALES

En este capitulo se presentan los detalles particulares sobre la preparacion de los hidrogeles
de CS/PVA. Asimismo, se describe la metodologia y las técnicas de caracterizacion utilizadas
para evaluar la influencia de los agentes entrecruzantes, y/o de las nanoparticulas sobre la
estructura y propiedades (fisicas, quimicas, térmicas, mecanicas y bioldgicas) de dichos
materiales. Cabe sefalar que, la sintesis y caracterizacion fisicoquimica, estructural y mecanica
fue realizada en el Instituto de Investigaciones en Materiales (IIM, UNAM), mientras que la
caracterizacion biolégica de los hidrogeles se llevd a cabo en el Laboratorio de Inmunoterapia e

Ingenieria de Tejidos de la Facultad de Medicina de la UNAM.

2.1 SINTESIS DE LOS HIDROGELES

En este trabajo de investigacion se estudiaron 5 hidrogeles hibridos formados a base de un
polimero natural, quitosano (CS), y un polimero sintético, poli(alcohol vinilico) (PVA). Dichos
hidrogeles fueron divididos en tres grupos:

e Hidrogeles control. Hidrogeles hibridos de CS/PVA obtenidos, Unicamente, a través
de la mezcla fisica de quitosano y poli(alcohol vinilico).

e Hidrogeles quimicamente entrecruzados. Conformado por los hidrogeles hibridos de
CS/PVA/GEN y CS/PVA/GA, los cuales fueron entrecruzados con genipin y
glutaraldehido, respectivamente.

e Hidrogeles nanocompuestos. En el que se agrupan los hidrogeles de
CS/IPVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs, los cuales fueron cargados con

nanotubos de carbono de pared multiple.

Dependiendo de la técnica de preparacion (i.e. evaporacion de los disolventes, electrohilado,
ciclos de congelamiento/descongelamiento, espumado con gas, extrusion, estereolitografia, entre
otras), los hidrogeles pueden ser sintetizados en forma de: fibras, esferas, estructuras
tridimensionales o membranas delgadas; de manera que, la técnica elegida no sdélo determinara

la geometria de los hidrogeles obtenidos, sino que también influira en su tamano de poro,
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cristalinidad, velocidad de degradacion, estabilidad fisica, etc. [111]. Asi, debido a la sencillez del
método, a que no se requiere de equipo especializados y tomando en consideracion: los
polimeros en cuestion, las posibles aplicaciones, la estabilidad estructural de los materiales que
se obtienen y el control que se puede tener sobre su cristalinidad; en este trabajo de investigacion,
todos los hidrogeles fueron sintetizados en forma de membranas delgadas mediante la
evaporacion de los disolventes utilizados, técnica conocida en inglés como solvent casting.

Para la sintesis de los hidrogeles se utilizé CS con un peso molecular promedio peso (M,,)
de 350,000 Da y una desacetilacion del 75% — 85% (Lote #MKBJ9698V, Sigma-Aldrich, EUA);
PVA con M,,= 89,000 Da y 99% de hidrdlisis (Lote #MKBL0281V, Fluka, Suiza); GEN en polvo,
grado HPLC (Lote #051M4746V, Sigma-Aldrich, EUA); GA en disolucion acuosa al
50% masa/masa (Lote #SHBB3568V, Sigma-Aldrich, EUA); MWCNTSs con un porcentaje mayor
al 95% de carbono, un diametro de entre 6 nm y 9 nm, y una longitud de 5 pm (Lote #MKBD4153V,
Sigma-Aldrich, EUA); acido aceético glacial grado HPLC (J.T.Baker, EUA) y agua desionizada.
Todos los polimeros y reactivos fueron usados tal como se recibieron.

En las siguientes subsecciones se detalla el procedimiento utilizado en la preparacién de las

disoluciones poliméricas que dan lugar a cada uno de estos materiales.

2.1.1 Hidrogeles control (CS/PVA)

Para llevar a cabo la sintesis de los hidrogeles control de CS/PVA fue necesario preparar dos
disoluciones, una de CS al 2.5% masa/volumen y otra de PVA al 10% masa/volumen. Cabe
destacar que, tras probar distintas concentraciones, las disoluciones de CS y PVA se prepararon
a dichas concentraciones debido a que con ellas se tenia la mayor cantidad de soluto sin que su
viscosidad fuera un problema durante la fase de agitacion y mezcla.

Por un lado, la disolucion de CS al 2.5% masa/volumen se prepard a temperatura ambiente
(22 °C £ 1 °C) disolviendo el CS en polvo en acido acético glacial al 1% volumen/volumen. Dicha
disolucion se mantuvo bajo agitacion magnética por 24 horas a fin de disolver el CS y obtener
una suspension homogénea ligeramente amarilla. Por otro lado, para la disolucion de PVA al
10% masa/volumen se utilizé agua desionizada a 80 °C como disolvente; asi, una vez que el
agua alcanzé la temperatura requerida, el PVA en polvo se vertié en ella y la mezcla se mantuvo
bajo agitacion magnética por 2 horas para obtener una disolucion homogénea e incolora.

Una vez que ambas disoluciones estuvieron preparadas fueron mezcladas cuidadosamente
a temperatura ambiente en una proporcion volumétrica 3:1 (CS:PVA); posteriormente, la mezcla
obtenida (“mezcla base”) se agitd magnéticamente durante 2 horas a fin de incorporar ambas

fases. De acuerdo con lo estipulado en el estado del arte, dicha proporcion volumétrica garantiza
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la miscibilidad de ambos componentes a través de fuerzas de van der Waals y puentes de
hidrégeno, dando lugar a una red tridimensional [10, 88, 90, 91, 95].

Finalmente, la mezcla CS/PVA fue depositada sobre cajas Petri de poliestireno de 90 mm de
diametro (13 g/caja, es decir 0.204 g/cm?), las cuales fueron colocadas sobre una superficie
nivelada en espera de que los disolventes utilizados se evaporaran a temperatura ambiente y las

membranas control de CS/PVA se formaran (i.e. 48 horas, aproximadamente).

2.1.2 Hidrogeles quimicamente entrecruzados (CS/PVA/GEN y CS/PVA/GA)

El grupo de hidrogeles entrecruzados se sintetizé a partir de una mezcla base de CS/PVA,
la cual fue preparada siguiendo el método previamente descrito. La mezcla resultante se dividio
en dos porciones, una para ser entrecruzada quimicamente con GEN y la otra mediante GA.

Asi, 1.4 mL de una disolucién de genipin al 0.5% masa/volumen en agua fueron lentamente
afiadidos a la primera porcion de la mezcla base por cada 10 mL de CS presentes, de modo que
la concentracion final de genipin en la mezcla CS/PVA/GEN fue de 0.05% masa/volumen y de
~1% masa/masa respecto a los solutos. De acuerdo con investigaciones previas, concentraciones
de genipin entre 0.025% - 1% masa/volumen permiten un entrecruzamiento efectivo del CS [72].

La segunda porcién de la mezcla de CS/PVA fue entrecruzada con una disolucion de GA al
0.5% masa/volumen en agua. A fin de poder llevar a cabo un anélisis comparativo, el volumen de
GA que se le anadié fue similar al utilizado en los hidrogeles entrecruzados con GEN. De esta
forma, la concentracion final de GA en la mezcla CS/PVA/GA también fue de
0.05% masal/volumen y de ~1% masa/masa respecto a los solutos.

Ambas mezclas (CS/PVA/GEN y CS/PVA/GA) se mantuvieron bajo agitacion magnética a
temperatura ambiente durante 1 hora, a fin de permitir la incorporacién de todos los componentes.
Transcurrido ese tiempo, 13 g (0.204 g/cm?) de una u otra mezcla fueron depositados en cajas
Petri de poliestireno (90 mm de diametro), las cuales se colocaron sobre una superficie nivelada
y se dejaron a temperatura ambiente hasta que los disolventes se evaporaron y las membranas

se formaron (i.e. 72-96 horas).

2.1.3 Hidrogeles nanocompuestos (CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs)

Con lafinalidad de sintetizar el grupo de hidrogeles nanocompuestos, fue necesario preparar
una disolucion de CS al 2.5% masa/volumen y otra de PVA al 10% masa/volumen, siguiendo la
metodologia descrita en la seccion 2.1.1. Asi, una vez que ambas disoluciones estuvieron

preparadas, a la disolucién de CS le fueron lentamente afiadidos los MWCNTSs, de manera que
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la concentracion de los nanotubos respecto a la mezcla final de CS/PVA fuera de
0.01% masal/volumen y de ~0.2% masa/masa respecto a los solutos. Posteriormente, dicha
disolucion de CS/MWCNTSs fue sonicada durante 3 minutos a fin de deshacer los clusteres de
MWCNTs que se formaron y, a continuacion, se dejé bajo agitacion magnética a temperatura
ambiente con el propdsito de dispersar las nanoparticulas en la mezcla polimérica. Tras 24 horas
de agitacion, la disolucion de CS/MWCNTs se mezcld con la disolucion de PVA al
10% masa/volumen en una proporcion 3:1 volumen/volumen (CS:PVA) y la mezcla resultante
(CS/IPVA/MWCNTs) se agité por otras 2 horas con el objetivo de incorporar todos los
componentes y obtener una mezcla homogénea de color negro.

Finalmente, la mezcla CS/PVA/MWCNTSs fue dividida en dos porciones, una de ellas se
entrecruzé quimicamente con una disolucion de genipin al 0.5% masa/volumen siguiendo el
método descrito en la seccion 2.1.2, mientras que la otra se mantuvo sin cambios. Asi, una vez
que ambas mezclas estuvieron preparadas (CS/PVA/GEN/MWCNTs y CS/PVA/MWCNTS,
respectivamente), fueron depositadas sobre cajas Petri de poliestireno (0.204 g/cm?), las cuales
se colocaron sobre una superficie nivelada a temperatura ambiente a fin de que los disolventes
utilizados se evaporaran y las respectivas membranas nanocompuestas se formaran.

De acuerdo con sintesis previas realizadas en nuestro laboratorio, la concentracion utilizada
de MWCNTs (i.e. 0.2% masa/masa) permite una buena dispersién de los nanotubos y la
obtencion de membranas traslucidas, lo cual es imprescindible para su posterior caracterizaciéon
mediante técnicas O6pticas no intrusivas. Asimismo, se ha reportado que pequefas
concentraciones de nanotubos (<2% masa/masa) tienden a incrementar las propiedades
mecanicas, brindan mayor estabilidad térmica y mejoran la conductividad eléctrica de las matrices

poliméricas que los contienen [21].

Una vez que todas las membranas estuvieron formadas (i.e. CS/PVA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/GA, CS/PVA/IMWCNT y CS/PVA/GEN/MWCNT) se colocaron en un horno de
calentamiento a vacio a 60 °C y -575.7 mbar (i.e. -17 inHg) durante 48 horas, con el objetivo de
extraer las particulas de agua y/o disolvente que pudieran haber quedado atrapadas en la red
polimérica tras la sintesis. Finalmente, el espesor de las membranas se midié en diferentes
puntos con un micrometro digital Mitutoyo y se almacenaron en un desecador hasta su uso. En
la Figura 2.1 se resume el proceso de sintesis de los tres grupos de hidrogeles hibridos

estudiados en este trabajo de investigacion.
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Figura 2.1 Proceso de preparacion de los hidrogeles hibridos a base de CS/PVA. Las flechas negras indican la
secuencia a sequir para la sintesis de los hidrogeles control (CS/PVA), las moradas para los hidrogeles entrecruzados
(CS/PVA/GEN y CS/PVA/GA) y las azules para los hidrogeles nanocompuestos (CS/PVA/MWCNTs y
CS/PVA/GEN/MWCNTs).

2.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

La caracterizacion fisicoquimica de los hidrogeles sintetizados se llevd a cabo utilizando
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier, difraccion de rayos X, calorimetria
diferencial de barrido, analisis termogravimétrico y microscopia de fuerza atémica. Asimismo, se
realizaron pruebas de hinchamiento y angulo de contacto a fin de determinar la hidrofilicidad de

volumen y de superficie.
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2.2.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR, por las siglas en inglés de
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) es ampliamente utilizada para estudiar la estructura
quimica de materiales poliméricos, analizar los grupos quimicos presentes e identificar
compuestos desconocidos. Esta técnica se fundamenta en la absorcién de radiacion infrarroja
por las moléculas de una sustancia expuesta a este tipo de radiacion.

Todas las moléculas poseen un movimiento vibracional, el cual, ocurre a valores cuantizados
de energia. Las frecuencias de vibracion de los diferentes enlaces, dependen de la masa de los
atomos involucrados y de la fuerza de unién entre ellos. Asi, para que sea posible la absorcién
de energia infrarroja por parte de una sustancia, es necesario que dicha energia sea del mismo
valor que la necesaria para que se produzca el movimiento vibracional de sus moléculas [112].
Los dispositivos de FT-IR utilizan un interferdmetro que permite irradiar las muestras con todas
las frecuencias del infrarrojo al mismo tiempo y medir la cantidad de energia absorbida en cada
longitud de onda [112]. A partir de esto, se puede trazar un espectro de transmitancia o
absorbancia, el cual, muestra las longitudes de onda a las cuales la muestra absorbe el infrarrojo,
lo cual permite llevar a cabo un analisis de los grupos quimicos presentes.

En este proyecto se caracterizaron mediante FT-IR los hidrogeles entrecruzados y/o
nanocompuestos con la finalidad de confirmar el entrecruzamiento quimico de la red polimérica
y determinar si existia interaccién entre los componentes de los hidrogeles (i.e. CS, PVA, GEN o
GA, MWCNTSs). Dicho analisis se llevé a cabo en un espectrometro FT-IR (Nicolet 6700, Thermo
Scientific), equipado con un sistema de muestreo por reflectancia total atenuada (ATR) con punta
de diamante, utilizando muestras de 1 cm? y ~90 um de espesor de los hidrogeles secos. Los
espectros de FT-IR fueron tomados en el intervalo de 4000 cm™ a 400 cm™ a una resolucién de
4 cm™, llevandose a cabo 32 barridos. Los espectros obtenidos fueron normalizados y las bandas

de mayor vibracion se identificaron y asociaron con los grupos quimicos correspondientes.

2.2.2 Difraccion de Rayos X (XRD)

La difraccion de rayos X (XRD, por las siglas en inglés de X-Ray Diffraction) es una técnica
que nos permite obtener resultados cuantitativos sobre la proporcion amorfa y cristalina presente
en los materiales poliméricos. El analisis de la fraccion cristalina en los hidrogeles a menudo tiene
una considerable importancia practica, ya que un porcentaje de cristalinidad alto tiene el efecto
de mejorar propiedades mecanicas tales como la resistencia a la traccién y la rigidez, e

incrementar su estabilidad a largo plazo retardando asi su disolucion [113].
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Figura 2.2 Esquema descriptivo del fenémeno de difraccién de rayos X.

La difraccion de rayos X consiste en emitir rayos X con una longitud de onda conocida
(i.e. generalmente 1=1.54056 A cuando se emplea un anodo de Cu o 1 =0.709 A si es de Mo)
hacia un material. El tipo de anodo utilizado dependera del material a analizar, de manera que la
longitud de onda de los rayos emitidos no debera ser mas corta que el borde de absorcion K de
la muestra. Asi, los rayos X emitidos golpearan el material y solo aquellos que cumplan con la ley
de Bragg seran difractados hacia el detector (Figura 2.2). Matematicamente la ley de Bragg se

expresa conforme a la ecuacion (1):
nl = 2d sinf (1)

donde n es un numero entero llamado orden de difraccidn y corresponde al numero de longitudes
de onda entre los rayos difundidos por los planos atdémicos adyacentes (en este caso se
considerara el primer orden de difraccién debido a que los rayos X se propagan en el aire
(- m=1)); 4 se refiere a la longitud de onda de los rayos X, d es la distancia entre planos del cristal
y 6 es el angulo de incidencia del haz de rayos X [113, 114]. Los rayos X difractados son
transformados en sefales eléctricas para poder ser procesados por la computadora. Asi, el
analisis de los datos obtenidos genera un grafico de la intensidad relativa en funcién del angulo
20, el cual se conoce como difractograma.

Para nuestro estudio de XRD se utilizé un difractometro marca Bruker AXS modelo D8
Advance equipado con un monocromador de grafito, radiacion CuKa con A = 1.54056 A y un filtro
de niquel. Las pruebas se llevaron a cabo por triplicado y se realizaron a 35 kV en un intervalo
26 = 5° - 70°, utilizando un paso de 0.02° y una velocidad de 0.4 °/s. Esta técnica se usé para
determinar el porcentaje de cristalinidad de las membranas de CS/PVA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/GA, CS/IPVA/IMWCNTs y CS/PVA/IGEN/MWCNTSs. El porcentaje de cristalinidad (C,.) de

las membranas se calcul6 a partir de los difractogramas obtenidos usando la ecuacion (2):
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€+ (%) == x 100 (2)

Act

donde A, y A, corresponden al area bajo la curva de los picos cristalinos y las zonas amorfas,
respectivamente [115]. Dichas areas fueron determinadas y medidas con el software
Evaluation 11.0 del paquete Diffrac Plus 2005 de Bruker. Los picos de cristalinidad obtenidos

fueron confirmados e indexados de acuerdo con lo reportado en la literatura.

2.2.3 Analisis térmico

El analisis térmico comprende un conjunto de técnicas cuyo objetivo es el estudio del
comportamiento de un material en funcion de la temperatura. En el campo de los hidrogeles las
técnicas mas empleadas para evaluar sus propiedades térmicas son: la calorimetria diferencial
de barrido y el analisis termogravimétrico (DSC y TGA, por sus siglas en inglés Differential
Scanning Calorimetry y Thermogravimetric Analysis, respectivamente). En este estudio ambas
técnicas permitiran determinar las transiciones térmicas que presentan los hidrogeles hibridos de
CS/PVA, asi como la contribucion del agente entrecruzante y/o de los MWCNTSs a la estabilidad

térmica de dichos materiales.

2.2.3.1 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

El TGA mide la cantidad y rapidez del cambio en peso de una muestra en funcién del
incremento lineal de la temperatura bajo una atmdsfera controlada. De manera general, permite
realizar medidas para determinar la composicion de los materiales y predecir su estabilidad a
temperaturas de hasta 1500 °C. Esta técnica puede, por tanto, caracterizar materiales que
presentan pérdida o ganancia de peso debido a la descomposicién, oxidacién o deshidratacion.
La representacién de la masa o porcentaje de masa de la muestra estudiada en funcion de la
temperatura se denomina curva de descomposicion térmica [112].

En este proyecto, el analisis termogravimétrico se llevo a cabo a fin de determinar la
estabilidad térmica y la velocidad de descomposicion de los hidrogeles sintetizados. Para ello se
utilizé una balanza termogravimétrica modelo Q5000 IR de TA Instruments en la cual se evaluaron
los hidrogeles en estado seco. Las muestras fueron previamente pesadas (4.5 mg) en una
balanza analitica Mettler Toledo XS105 Dual Range y posteriormente se colocaron en el equipo.
Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, a una velocidad de calentamiento de
10 °C/min en un intervalo de temperatura de 20 °C a 600 °C, bajo un flujo constante de nitrégeno

de 25 mL/min a fin de evitar reacciones de oxidacion y evaluar unicamente la descomposicion
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térmica. Finalmente, las curvas de descomposicién térmicas fueron obtenidas y analizadas con

el software TA Instrument Universal Analysis 2000.

2.2.3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La DSC es una técnica termoanalitica asociada con la entalpia del material, se basa en
registrar la diferencia de flujo de calor entre la muestra y un material inerte de referencia cuando
ambos son sometidos a un incremento/decremento constante de temperatura a lo largo del
tiempo. La muestra y la referencia se alojan en dos celdas idénticas que se calientan mediante
resistencias independientes. Cuando la muestra experimenta una transicion térmica (un cambio
fisico o quimico que da lugar a una liberacion o absorcién de calor), se necesitara que fluya mas
calor a la muestra o a la referencia con el objeto de mantener ambas a la misma temperatura; el
que fluya mas, o menos, calor a la muestra dependera de si el proceso es exotérmico o
endotérmico [113]. Al graficar la diferencia de flujo de calor entre la muestra y la referencia como
funcion de la temperatura, se obtiene un termograma mediante el cual es posible identificar las
transiciones térmicas del material (Figura 2.3).

En los materiales poliméricos, las transiciones térmicas mas importantes son la temperatura
de transicion vitrea (T,), la temperatura de fusion (T;,,) y la temperatura de cristalizacion (7). La
T, es una transicion térmica propia de la proporcion amorfa de los polimeros e indica la
temperatura a la cual se produce un movimiento cooperativo de cadenas poliméricas debido al
incremento de temperatura; por otro lado, la T, y la T, dan informacién cualitativa y cuantitativa
sobre la cristalinidad del polimero, de tal forma que al conocer el area bajo la curva del pico y el

peso de la muestra es posible estimar el porcentaje de cristalinidad del polimero [113].
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Figura 2.3 Ejemplo de un termograma de DSC en el que se sefialan las transiciones térmicas propias de los
materiales poliméricos.
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Las transiciones térmicas de los hidrogeles de CS/PVA, asi como de sus mezclas
entrecruzadas y nanocompuestas, fueron estudiadas mediante esta técnica utilizando un equipo
DSC-Q100 de TA Instruments. Las pruebas se llevaron a cabo por triplicado, bajo atmédsfera de
nitrégeno, usando 10 mg de muestra de los hidrogeles en estado seco por repeticion. Las
muestras fueron sometidas a dos ciclos de calentamiento. Durante el primer ciclo se calentaron
de 20 °C a 150 °C, a una velocidad de 10 °C/min, se mantuvieron a 150 °C por 2 minutos y se
enfriaron hasta la temperatura ambiente a la misma velocidad; todo ello con el fin de eliminar la
humedad presente dentro de la red polimérica y liberar los esfuerzos internos que pudieran tener.
En el segundo ciclo, las muestras fueron calentadas nuevamente a una velocidad de 10 °C/min,
partiendo de 10 °C y llegando hasta los 250 °C. Los datos generados durante este ciclo fueron
grabados y utilizados para determinar las transiciones térmicas de los hidrogeles mediante su

analisis en el software TA Instrument Universal Analysis 2000.

2.2.4 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

El microscopio de fuerza atomica (AFM, por las siglas en inglés de Atomic Force Microscope)
es un instrumento mecano-6ptico que forma imagenes de la superficie de un material utilizando
una viga flexible en voladizo (cantilever) que tiene, en su extremo libre, una punta de dimensiones
nanomeétricas. Cuando la punta se acerca lo suficiente a la superficie de un material comienza
una interaccién entre ambas debido a las fuerzas de atraccion y repulsién (siendo las mas
comunes fuerzas de van der Waals). La fuerza de interaccion entre la punta y la superficie de la
muestra hace que el cantilever se doble o se flexione (Figura 2.4). Un detector mide esta flexion
que ocurre conforme la punta barre la superficie linea por linea, generando una imagen de la
topografia superficial de la muestra. Gracias a un escaner piezoeléctrico, la punta es capaz de
recorrer un area especifica con desplazamientos de 0.5 ym a 125 ym en las direcciones X - Y, y

desplazamientos de algunas micras en la direccion Z [116].

Fotodetector

Interaccién entre lasuperficie de la
muestrayla punta de la micropalanca
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0000
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Prezoeléctiico o escaner

Figura 2.4 Diagrama del funcionamiento del microscopio de fuerza atémica.
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En un AFM se distinguen tres modos de operacién basicos que son el modo de contacto, el
modo de contacto intermitente o tapping y el modo de no contacto.

1. En el modo de contacto la fuerza entre punta y muestra no varia en el analisis, durante
el cual, la punta esta en constante contacto con la muestra. Este modo se emplea
principalmente para medir la topografia con resolucion atémica, medir fuerza de
friccion, adherencia y fuerza magnética.

2. En el modo de contacto intermitente se aplica una sefal sinusoidal, haciendo oscilar
a la punta a su frecuencia de resonancia. Los barridos se efectian a una amplitud de
oscilacion constante, denominada amplitud de trabajo, obteniendo imagenes
topograficas gracias a las diferencias en amplitud o fase de la vibracion que se
producen durante el barrido. Este es el principal modo de trabajo aplicado al estudio
de polimeros.

3. En el modo de no contacto la punta es levemente apartada de la muestra,
10 nm - 100 nm, mientras el cantilever oscila cerca de su frecuencia de resonancia,
por lo que la interaccion punta-muestra varia. Este modo se utiliza para estudios de

perfilometria o en el caso de muestras muy planas.

Las capacidades de la microscopia de fuerza atdmica han hecho que se convierta en una
técnica imprescindible en el area de los polimeros a fin de evaluar su topografia a una alta
resolucion, esto sobre todo en aquellos que pretenden ser usados como andamios celulares en
la regeneraciéon de tejidos, ya que es sabido que la respuesta de las células también se ve
influenciada por la topografia y la rugosidad del soporte utilizado [117].

En este estudio, la topografia superficial y rugosidad de los hidrogeles en estado seco
(CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNT y CS/PVA/GEN/MWCNT) fueron
evaluadas utilizando un microscopio de fuerza atémica JEOL JSPM-4210, el cual utiliza el método
de deflexion de haz. Dicho método consiste en hacer incidir un haz laser sobre la cara superior
de la viga; asi, cada vez que la punta sube o baja debido a la interaccién con la superficie que se
encuentra analizando, el cantilever reflecta la desviacion del laser a un fotodetector y es
interpretada por el software generando una imagen [116]. De este modo, las imagenes
topograficas de los hidrogeles fueron obtenidas con el microscopio operando en modo
intermitente, a temperatura ambiente, utilizando una punta de silicio de no contacto con una
constante de fuerza de 20 N/m - 40 N/m. Tanto las imagenes 3D de la superficie, como la
rugosidad media cuadratica (R,,,s) de las muestras fueron obtenidas utilizando el software de
procesamiento WinSPM de Jeol. La R,.,,; se determind a lo largo de cuatro regiones diferentes

en un area de 5 x 5 um, reportandose el promedio y la desviacién tipica muestral correspondiente.
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Figura 2.5 Captura de pantalla del software WinSPM durante el procesamiento de datos. En la imagen se indican
las zonas a lo largo de las cuales es calculada la R, en todas las muestras.

En la Figura 2.5, se muestra la localizacion de las regiones que fueron utilizadas para
determinar la rugosidad de todos los materiales. Dichas regiones fueron las mismas para todas
las muestras y fueron seleccionadas buscando tener datos de la rugosidad de la muestra en todas

direcciones y sobre la mayor area posible.

2.2.5 Cinética de hinchamiento e hidrofilicidad de superficie

Dependiendo de las propiedades de los polimeros utilizados, asi como de la naturaleza y la
densidad de entrecruzamiento de la red polimérica, los hidrogeles pueden contener diversas
cantidades de agua, de tal forma que sus propiedades finales, tanto mecanicas como biolégicas,
estaran definidas por la cantidad de liquido que sean capaces de absorber y de retener en su red
polimérica [41]. Debido a ello, en este proyecto de investigacion se considera de vital importancia
conocer la hidrofilicidad de volumen y de superficie que presentan todos los hidrogeles hibridos
sintetizados. Asi, estas dos propiedades fueron caracterizadas mediante pruebas de
hinchamiento y de angulo de contacto, respectivamente. A continuacion, se puntualizan los

detalles experimentales de cada una de ellas.
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2.2.5.1 Pruebas de hinchamiento

La absorcion y retencién de liquido en los hidrogeles depende de ciertos factores, como: la
naturaleza de la disolucion en la que se encuentran inmersos, la presencia 0 ausencia de poros
en el hidrogel y su densidad de entrecruzamiento. Las pruebas de hinchamiento son utiles para
conocer la cinética de absorcion de los hidrogeles; es decir, la cantidad de liquido que pueden
almacenar en su red polimérica como funcién del tiempo. Ademas de manera paralela, estas
pruebas brindan un primer acercamiento para intuir la densidad de entrecruzamiento que
presenta la red.

Puesto que el peso, el volumen y la transparencia del hidrogel cambian durante el proceso
de hinchamiento, cualquiera de estos parametros puede ser utilizado para determinar el indice
de hinchamiento. Sin embargo, por facilidad, en este trabajo se utilizé el cambio de peso para

evaluar el hinchamiento de los hidrogeles; el cual, de acuerdo con la relacion (3) estara dado por:
Q (%)=""x 100 (3)
0

en donde Q es el porcentaje de liquido al interior de la red, wy es el peso de la muestra hinchada

a un tiempo ty w, el peso en seco de la misma muestra a t = 0, es decir, antes de ser puesta en
el liquido [118].

El indice de hinchamiento de los hidrogeles entrecruzados y nanocompuestos (CS/PVA,
CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs) se evalué a 37 °C,
empleando una disolucién buffer fosfato salina (PBS, por sus siglas en inglés), pH=7.4, con el fin
de simular un fluido bioldgico. Las pruebas se llevaron a cabo por quintuplicado, por lo que de
cada grupo de hidrogeles se cortaron 5 muestras de 1 cm?. Antes de ser inmersas en el PBS,
cada muestra se pesd en la balanza analitica (Pioneer, OHAUS) y su peso inicial (wy) fue
registrado. Posteriormente, las muestras fueron inmersas en 10 mL de la disolucion de PBS y se
colocaron dentro de un bafio de agua a fin de mantener una temperatura constante de 37 °C. A
predeterminados intervalos de tiempo*, las muestras se retiraron del PBS y se pesaron
nuevamente (wr). Antes de ser pesadas, con ayuda de papel filtro, se retird cuidadosamente el
liquido de la superficie de las muestras, de tal manera que Unicamente se considerara el liquido
atrapado en el interior de la red polimérica y no el liquido libre superficial que en realidad no aporta
un hinchamiento a la red [41]. Finalmente, las muestras se regresaron al contenedor con PBS del

cual fueron retiradas, repitiendo este procedimiento durante 7 dias.

4 Las muestras se midieron a los 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60,120, 180, 240, 300 y 360 minutos después de
que se inicio la prueba; posteriormente, las mediciones se hicieron cada 24 horas durante 7 dias [11].
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Con los datos de peso registrados y la relacion (3), fue posible generar un grafico de
Q vs. tiempo, a través del cual se determiné el porcentaje de hinchamiento maximo (Q,,) vy el
porcentaje de hinchamiento al equilibrio de los hidrogeles (Q,), asi como el tiempo en el que cada

uno fue alcanzado.

2.2.5.2 Angulo de Contacto (CA)

Mientras que la hidrofilicidad de volumen de los hidrogeles es evaluada mediante pruebas
de hinchamiento; su hidrofilicidad de superficie, también conocida como humectabilidad o
mojabilidad, puede ser estudiada a través de la tension superficial de las membranas, o bien
mediante pruebas de angulo de contacto (CA, por las siglas en inglés de contact angle). Por un
lado, la tension superficial es una representacion de las fuerzas cohesivas de las moléculas que
se encuentran en la superficie de un material; no obstante, dichas fuerzas no pueden ser medidas
de forma directa [119]. Por otro lado, el CA es capaz de brindar informacién sobre dicha energia
superficial tomando como parametro indicativo la mojabilidad de superficie del material. Tanto el

CA como la tension superficial se relacionan entre si a través de la ecuacion de Young [119]:

Yiv €0S 0 = Yo, — Vg, (4)

en donde y;,, ¥s» Y Vs representan la energia superficial de la interfase liquido-vapor,
solido-vapor y solido-liquido, respectivamente; mientras que el angulo 0, corresponde al angulo
de contacto (Figura 2.6). De esta forma, el CA es definido como el angulo formado por la
interseccidn de la interfase sélido-liquido y la interfase liquido-vapor cuando una gota de liquido
es colocada sobre la superficie lisa de un material. EI CA esta fuertemente relacionado con la
absorcion, la hidrofilicidad y la rugosidad de los polimeros [88]; por lo que su valor dependera de
la interaccion quimica entre el liquido y el sustrato, brindando una evaluacién directa de la
humectabilidad de la superficie [120, 121].

Punto de contacto
de las 3 fases Y

P ™ Selico (S)

Figura 2.6 Representacion esquematica del angulo de contacto (0) y las tensiones interfaciales (vi,, , Ys» ¥ ¥s1) que
se generan al depositar una gota de liquido sobre la superficie de un sélido.
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Figura 2.7 Equipo de angulo de contacto utilizado en las pruebas de angulo de contacto. El equipo fue disefiado e
instrumentado en el Laboratorio de Mecanica y Micromecanica de Materiales del IIM.

Conocer el CA de los hidrogeles (entrecruzados y/o nanocompuestos), nos permitira
entender de mejor manera los fendmenos de interaccion que presentaran las membranas con el
medio en el que se encuentren inmersos dependiendo de su futura aplicacion (i.e. como andamios
celulares, membranas de filtracién o agente liberador de farmacos, entre otras).

Las pruebas de CA se llevaron a cabo en el Laboratorio de Mecanica y Micromecanica de
Sdlidos del IIM utilizando el método de la gota sésil estatica. En la Figura 2.7 se muestra una
imagen del equipo en el que se realizaron las pruebas. Cada hidrogel (CS/PVA, CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN, CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs) se ensayo por triplicado en estado
hidratado, por lo que muestras de 1 cm? fueron cortadas e hidratadas en PBS hasta alcanzar el
equilibrio, de acuerdo con los resultados que se obtengan durante las pruebas de hinchamiento
(Seccidn 2.2.5.1). Posteriormente, las muestras se colocaron sobre un portaobjetos y el exceso
de liquido superficial libre se retird cuidadosamente con ayuda de un papel filtro. En seguida, el
portaobjetos fue puesto sobre una platina nivelada ubicada a la distancia focal de un lente objetivo
(10x), el cual se encuentra acoplado a una camara CCD conectada a una computadora en la que
se almacenan las imagenes obtenidas durante la prueba. A continuacion, una gota de 0.5 uL de
agua desionizada fue depositada sobre la superficie del hidrogel a través de una jeringa acoplada

a un actuador mecanico (T-LA28A Zaber), el cual es controlado mediante un instrumento

41



CAPITULO 2

virtual (V/) programado en LabVIEW. A través de este VI es posible especificar el volumen de la
gota que se depositara sobre la superficie de la muestra e indicar el tiempo de adquisicion de las
imagenes, una vez que la gota es depositada sobre la muestra.

El CA que la gota formaba sobre la superficie de los hidrogeles de CS/PVA (entrecruzados
y/o nanocompuestos) hidratados al equilibrio fue medido en dos ocasiones: inmediatamente
después de que la gota fuera depositada sobre las muestras (t = 0 s) y a los 5 segundos de ser
liberada (t = 5 s). Asi, el CA fue determinado a través de un algoritmo programado en Matlab, el
cual ajusta el perfil de la gota sésil de la imagen digital a un perfil teérico, midiendo de manera
directa el angulo tangente al punto de contacto trifasico. Debido a que la gota podria no ser
simétrica, el CA se midié en ambos lados del perfil reportandose el valor promedio junto con su

desviacion tipica muestral.

2.3 CARACTERIZACION MECANICA Y ESTRUCTURAL

Los hidrogeles hibridos sintetizados en forma de membranas delgadas, se caracterizaron
mecanicamente desde el punto de vista macro y micro a través de técnicas tradicionales (traccion
uniaxial) y técnicas 6pticas no intrusivas, como lo son, la correlacion de imagenes digitales y el
analisis del perfil de la membrana bajo indentacion esférica. Esto con el objetivo primordial de
determinar el efecto del entrecruzante y la contribucién de los MWCNTSs, a nivel macro y
microestructural, en la resistencia mecanica de los hidrogeles hibridos de CS/PVA. Asimismo, los
hidrogeles nanocompuestos fueron sometidos a una caracterizacién opto-mecanica a fin de
establecer si dicho efecto también se presenta en estos hidrogeles. Para todo ello fue necesario
el disefo, la manufactura, la instrumentacion y el control de equipos capaces de llevar a cabo, de
manera simultanea o por separado, las caracterizaciones anteriormente citadas. Por lo que, en

las siguientes subsecciones, se especifican los detalles experimentales de cada prueba.

2.3.1 Traccion uniaxial

Una de las pruebas que se utiliza de manera frecuente para evaluar las propiedades
mecanicas de materiales metalicos y poliméricos es el ensayo de traccion uniaxial. La prueba de
traccion uniaxial consiste en colocar una muestra, también conocida como probeta, entre dos
mordazas y tirar del material por uno de sus extremos mientras que el otro se encuentra fijo. De

manera que, conociendo la fuerza aplicada, el desplazamiento que sufre el material y las
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dimensiones de la probeta, es posible trazar un grafico de esfuerzo vs. deformacion (o vs. ¢€) a
través del cual se determinan propiedades mecanicas como el médulo elastico (E), el esfuerzo
ultimo a la ruptura (UTS, por las siglas en inglés de ultimate tensile strength), la deformacion (),
la tenacidad y la resiliencia. En los materiales poliméricos, el conocimiento de dichas propiedades
es esencial para el disefio, el desarrollo y el éxito de nuevos dispositivos para la industria, la
medicina e incluso la agricultura.

Para llevar a cabo la caracterizacion mecanica de los hidrogeles sintetizados, fue necesario
disefiar un probador capaz de realizar, de manera precisa, pruebas de traccion uniaxial en
materiales pequefos, suaves y delgados (i.e. hidrogeles, tejidos biolégicos, andamios celulares,
membranas poliméricas, etc.). Esto debido a que los equipos comerciales estan disefiados e
instrumentados para la caracterizacion de otro tipo de materiales (i.e. metales, concretos o
ceramicas) cuyas dimensiones, morfologia y resistencia distan mucho de las presentadas por los

hidrogeles o tejidos bioldgicos.

2.3.1.1 Diseiio e instrumentacion del probador mecdnico de traccion uniaxial

El probador de traccion uniaxial cuenta con un marco de carga conformado por dos postes
de acero inoxidable, sobre los cuales se acoplé el actuador mecanico con ayuda de una placa
horizontal. Ahora bien, para acoplar el sensor de fuerza al actuador mecanico, se maquiné una
pieza en forma de L invertida y al final de ella se colocé el sensor y las mordazas que sujetaran
la probeta a ensayar. Las mordazas fueron fabricadas en acero inoxidable y disefiadas de forma
que sujetaran firmemente las muestras suaves, evitando su deslizamiento durante la prueba.

Como actuador mecanico se uso una platina motorizada MTS50-Z8 de Thorlabs, con un
desplazamiento lineal maximo de 50 mm y un desplazamiento incremental minimo de 0.05 ym.
La fuerza de traccidon aplicada fue registrada por una celda de carga miniatura de £111 N
(Honeywell Sensotec, modelo 34), capaz de medir fuerzas con una precision de £0.03 N. La fase
de control y adquisicién de datos se llevo a cabo mediante una computadora a través del software
LabVIEW. En este software se programé un instrumento virtual (VI, por las siglas en inglés de
virtual instrument) que controla la platina motorizada, despliega en tiempo real los datos de
tiempo, fuerza y desplazamiento y los almacena en un archivo de datos para su posterior analisis.

En la Figura 2.8 se muestra una fotografia del probador de traccion uniaxial disefiado y un

diagrama del mismo en el que se sefalan todos los componentes que lo integran.
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Figura 2.8 Probador de traccién uniaxial y diagrama del mismo sefialando cada uno de sus componentes. Dicho
probador fue disefiado e instrumentado en el Laboratorio de Mecanica y Micromecanica de Materiales del IIM.

2.3.1.2 Preparacion de las muestras y pruebas de traccién uniaxial

La caracterizacion mecanica de los hidrogeles de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/IMWCNTSs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs se llevé a cabo en estado hidratado, por lo que, de
cada material sintetizado se seleccioné una membrana y se colocé en PBS hasta que su indice
de hinchamiento se estabilizd (estos datos fueron obtenidos de las pruebas de cinética de
hinchamiento descritas en la Seccidén 2.2.5.1). Posteriormente, con ayuda de un suaje con
geometria de mancuerna® y dimensiones escaladas acordes al estandar ASTM D1708 (Figura
2.9) [122], se cortaron 8 probetas de cada membrana y se midieron sus espesores en 3 puntos
diferentes, con un micrémetro digital Mitutoyo, a fin de obtener un espesor promedio. Finalmente,
las probetas se montaron cuidadosamente entre las mordazas del probador de traccién uniaxial
y se deformaron a temperatura ambiente (i.e. 22+1 °C), a una velocidad de 0.16 mm/s. La
distancia entre mordazas fue de 22 mm, siendo esta la longitud de la regién de prueba de la

probeta.

La geometria de mancuerna permitira la distribucién de esfuerzos en la parte central de las probetas, evitando que
se concentren en las zonas préximas a las mordazas.
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Figura 2.9 Suaje con geometria de “mancuerna” utilizado para cortar las probetas de los hidrogeles, dimensiones
de estas e imagen de una probeta de un hidrogel de CS/PVA/GEN en estado hidratado.

De acuerdo con lo reportado en la literatura, en estado hidratado la mayoria de los hidrogeles
se comportan como elastomeros [123]. Los elastomeros son polimeros solidos, amorfos e
isotropos, capaces de presentar un alto grado de deformacion ante pequefios esfuerzos. Asi,
cuando un hidrogel se encuentra en la regidon del comportamiento elastomérico, sus propiedades
mecanicas dependen ampliamente de la arquitectura de su red polimérica y su comportamiento
esfuerzo-deformacion es no lineal, por lo que no es posible aplicar la ley de Hooke (¢ = ¢/E) para
determinar su modulo elastico [43, 123]. Lo anterior implica el uso de teorias especificas para
estudiar el comportamiento mecanico de dichos materiales. Estas teorias han sido propuestas
por distintos autores como Mooney, Rivlin, Treloar, Fung, y Ogden, entre otros [124-127].

El modelo de Ogden, a diferencia de otras teorias, reproduce de manera adecuada el
comportamiento elastomérico de los hidrogeles en estado hidratado, cuando son expuestos tanto
a pequefas como a grades razones de deformacion (i.e. 1 <2y A1 > 7, respectivamente) [124].

El modelo de Ogden de primer orden para traccion uniaxial se presenta en la ecuacion (4):
— 2K |(a-1) _ 9~ la+1 ]
() == [,1 A~ Ger) (4)
en donde ¢ es el esfuerzo (Pa), 4 es la razén de elongacion (4 = € + 1), u es el mdédulo de corte

y a es un parametro relacionado con los invariantes de deformacion para materiales

incompresibles® [125].

6 . . s ~
En los elastémeros, el cambio de volumen ante un esfuerzo de tensién es muy pequeio (dV = 0), por lo que su
contribucién al proceso de deformacion puede ser despreciado frente a otros términos, considerandose
incompresible.
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El esfuerzo (o) se podra calcular como ¢ = AL , donde f es la fuerza de traccién que se le
t

aplica a la probeta para deformarla y A; corresponde al area transversal de la misma, es decir, el

area perpendicular a la direccién de deformacion. La deformacion longitudinal de la muestra (¢),

. -1 . e .
se calculara como ¢ = 1_0 , donde [, es la distancia inicial de la zona calibrada de la probeta y [
0

es el cambio en distancia. Finalmente, los parametros u y a pueden ser facilmente obtenidos en
Mathematica a través de un algoritmo que realice el ajuste no lineal de los datos ¢ vs. A. Tomando
en cuenta que los hidrogeles pueden ser considerados materiales isétropos e incompresibles, el
modulo elastico (E) es determinado a través de la relacion entre las constantes elasticas u y E,

dada por la relacion (5):
E=2u(l1 +v) (5)

donde v representa el coeficiente de Poisson [96]. El coeficiente de Poisson es una constante
elastica que relaciona la deformacion transversal y la deformacion longitudinal que experimenta
un material al ser sometido a una solicitacion axial [124]. Se ha reportado que, en materiales
incompresibles como los elastdmeros y los hidrogeles en estado hidratado, la variacion del
coeficiente de Poisson es muy pequena (i.e. 0.494 - 0.5) por lo que, generalmente, se considera

que toma un valor de 0.5 en dichos casos [123, 128, 129].

2.3.2 Traccion biaxial por indentacion esférica

Si bien el ensayo de traccidon uniaxial es muy util, no brinda informacion suficiente cuando se
trata de membranas delgadas o hidrogeles, ya que éstos dificiimente se encuentran expuestos a
esfuerzos uniaxiales en su campo de aplicacion (andamios celulares, sustitutos de tejidos
bioldgicos, dispositivos médicos, actuadores, entre otros), por lo que caracterizar este tipo de
materiales bajo esfuerzos biaxiales, esfuerzos aun mas cercanos a los presentes en el mundo
real, resulta de vital importancia.

La prueba de traccién biaxial por indentacién esférica consiste en sujetar firmemente una
membrana delgada entre dos placas con un orificio central y aplicarle, de manera controlada, una
deflexion central utilizando un indentador con geometria esférica. A lo largo de la prueba, los
datos de fuerza y deflexion aplicadas son registrados y almacenados en un archivo electrénico

para su posterior analisis.
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2.3.2.1 Diseiio e instrumentacion del probador mecdnico

La caracterizacién de los hidrogeles bajo traccion biaxial por indentacion esférica implico el
desarrollo de una nueva metodologia para determinar el modulo elastico de los materiales
ensayados. Asimismo, como parte de este trabajo de tesis, fue necesario realizar el disefio,
construccion, instrumentacion, control y validacion de un novedoso probador mecanico con la
capacidad de evaluar simultaneamente el comportamiento macro y micromecanico bajo traccién
biaxial de hidrogeles y membranas delgadas a través de la técnica de correlacion de imagenes
digitales en tres dimensiones y el analisis de su perfil de deformacién (equipo que en su conjunto
no existia a nivel cientifico ni comercial). Los pormenores sobre la instrumentacién y validacion
de dicho probador, asi como el desarrollo de la metodologia propuesta para evaluar el médulo

elastico de las membranas esféricamente indentadas, son presentados a detalle en el Capitulo 4.

2.3.2.2 Preparacion de las muestras y pruebas de indentacion

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles bajo traccion biaxial fueron evaluadas en
estado hidratado, por lo que cinco membranas de cada uno de los materiales sintetizados fueron
colocadas en PBS hasta que su indice de hinchamiento se estabilizé (i.e. una vez que el equilibrio
fue alcanzado). Posteriormente, las probetas se cortaron con ayuda de un suaje circular de 60 mm
de diametro (Figura 2.10 A) y su espesor fue medido en 12 puntos aleatorios con un micrometro

digital Mitutoyo a fin de obtener el espesor promedio de cada probeta a ensayar.

Probeta Probeta
hidratada preparada

Figura 2.10 Probetas para ensayos de traccion biaxial por indentacion. A) Probeta de CS/PVA/GEN en estado de
hidratacién al equilibrio. B) Probeta de CS/PVA/GEN hidratada al equilibrio y preparada con el maquillaje artistico
blanco (base) y el polvo de gis negro, a fin de crear el patrén estocastico requerido para el anélisis por DIC.
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Debido a que los hidrogeles en estado hidratado presentan una superficie brillante,
transparente (hidrogeles de CS/PVA y CS/IPVA/IMWCNTSs) y homogénea; fue necesario crear un
patron estocastico blanco/negro a fin de hacer mas eficiente el proceso de correlacion de las
imagenes digitales y obtener resultados certeros. Por lo tanto, una cara de las probetas fue
cubierta con maquillaje artistico de color blanco mate y sobre ella se esparcié cuidadosamente el
polvo de un gis negro, creando asi el patron requerido (Figura 2.10 B). Cabe sefalar que, con el
objetivo de obtener un patrén estocastico que no influyera en el comportamiento mecanico de las
membranas y se deformara junto con ellas, distintos métodos fueron probados (i.e. irradiar las
membranas con el haz expandido de un laser de He-Ne, cubrir la superficie con talco y polvo de
gis negro, o pintar la membrana con pintura base de agua o acrilica); sin embargo, algunos
modificaban el comportamiento del material o con ellos no se obtenia el acabado necesario.

Las probetas con el patrén estocastico fueron colocadas entre las placas del porta-muestras
y ambas placas se fijaron firmemente procurando que la muestra se mantuviera tensa y libre de
pliegues o arrugas. Finalmente, las membranas fueron indentadas 8.5 mm a una velocidad
constante de 0.16 mm/s, a temperatura ambiente (22 °C + 1 °C). Los datos de fuerza y
desplazamiento, asi como las imagenes estereoscopicas y del perfil de deformacion, fueron
utilizados para evaluar el comportamiento macro y micromecanico de los hidrogeles.

Asi, por un lado, las imagenes estereoscépicas fueron usadas para estudiar el
comportamiento micromecanico mediante la técnica de correlacion de imagenes digitales en tres
dimensiones (3D-DIC, por las siglas en inglés de three-dimensional digital image correlation)
utilizando el software especializado ARAMIS v6.3 de la empresa GOM. Por otro lado, el
comportamiento macromecanico fue evaluado a partir de los datos de fuerza-deflexién y de las
imagenes del perfil de deformacion utilizando una metodologia mas sencilla y con resultados
mucho mas certeros que algunos de los modelos reportados en la literatura; de manera que,
como el espesor de la membrana (h), el radio del indentador (R), el radio del bastidor (a), la carga
aplicada (w) y la deflexidon central que experimenta la membrana (§) son valores conocidos en
nuestro arreglo experimental, el modulo elastico de los hidrogeles (E) pudo ser faciimente

determinado mediante la pendiente de la porcién lineal de una curva carga-deflexion de la forma

6w vs. 0.376 hR (%)3

Esta metodologia constituye una de las contribuciones mas grandes del presente trabajo de
investigacion al area de caracterizacion mecanica de hidrogeles y materiales elastoméricos, y
todos los pormenores sobre su planteamiento, desarrollo y validacion son presentados de manera

detallada en el Capitulo 4.
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2.3.3 Parametros estructurales de la red polimérica

cadena
polimérica

«

entrecruzamiento
quimico

Hidrogel

enredo entre cadenas
(entrecruzamiento fisico)

Figura 2.11 Representacion esquematica de los parametros estructurales de la red polimérica de los hidrogeles.

A través de los parametros estructurales de la red polimérica, es posible definir y entender
desde otra perspectiva el comportamiento macro y micromecanico de los hidrogeles. La
estructura de la red estara definida por la eficiencia del genipin, o el glutaraldehido, como agente
entrecruzante tanto en los hidrogeles entrecruzados y cargados con MWCNTs
(i.e. CS/IPVA/GEN/MWCNTSs), como en aquellos unicamente reticulados (i.e. CS/PVA/GEN y
CS/PVA/GA). Asi, el peso molecular entre puntos de entrecruzamiento (M,,;); el tamano de poro
o malla (Dy) -también conocido como longitud de correlacion- y la fraccidn volumétrica del hidrogel
en estado de hidratacion al equilibrio (vs), determinaran en gran medida sus propiedades
mecanicas [130].

El peso molecular promedio entre puntos de entrecruzamiento (M.,,;) se define como el peso
promedio de las cadenas poliméricas que conforman la red (Figura 2.11), entendiendo que una
cadena es aquella seccion de monémeros comprendidos entre dos puntos de entrecruzamiento.

Este parametro se calculara a través de la ecuacion (6) [55].
Moy = =2 (6)

Donde R es la constante universal de los gases (8.3145 J mol™”" K), T es la temperatura en
Kelvin a la cual se determiné el médulo de corte y ¢ es la concentracion, en g/m3, del CS, el PVA,
el GEN y/o los MWCNTs en la disolucion.
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D Errico et al. [8] demostraron que el tamafio de malla (Dy) puede ser determinado mediante
el “modelo equivalente de la red” usando la ecuacion (7) [131]. El Dy es un indicativo de la
distancia promedio entre puntos de entrecruzamiento (Figura 2.11). De acuerdo con la
ecuacion (7), Dy puede ser facilmente determinado si se conoce la concentraciéon (c) y el peso

molecular entre puntos de entrecruzamiento (M_,.,;):

3 [6My
Dy = [ Tea (7)

en donde A4 es el nimero de Avogadro (6.023 x 10?° mol™).

Finalmente, la fraccion volumétrica de polimero en estado de hidratacién al equilibrio (vg) se
calculara usando los resultados de las pruebas de hinchamiento realizadas previamente (Seccién
2.2.5.1). Asi, la relacion de hinchamiento al equilibrio (Q,) sera inversamente proporcional a la

fraccion volumétrica v, por lo que [132]:

Vs = Qe_l (8)

Un factor estructural mas que puede ser determinado, es la densidad de entrecruzamiento
tedrica (¢.); es decir, el nuUmero de cadenas presentes por unidad de volumen. De acuerdo con

Flory [131] y Treloar [124], ¢. puede ser determinada mediante la expresion (9):

P =— (9)

Mcr

en donde c es la concentracion y M., es el peso molecular entre puntos de entrecruzamiento.

2.3.4 Caracterizacion opto-mecanica

Se ha reportado que en matrices poliméricas de polidimetilsiloxano (PDMS), las
nanoparticulas de carbono producen efectos térmicos y mecanicos localizados cuando dichas
matrices son expuestas a irradiaciones electromagnéticas en el intervalo del infrarrojo (i.e. efecto
opto-mecanico) [22, 133]. Estos efectos, podrian tener aplicaciones en sistemas de liberacion de
farmacos, andamios celulares, terapias localizadas y microfluidica, entre otras. Con la finalidad
de determinar si el efecto opto-mecanico es propio del sistema PDMS+nanoparticulas de carbono
o si también se podria presentar en los hidrogeles de CS/PVA cargados con MWCNTSs, estos

hidrogeles fueron sometido a pruebas adicionales.
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Para desarrollar dichos ensayos, al probador de traccion uniaxial (Seccion 2.3.1.1) le fue
adaptado un laser de diodos con fibra éptica acoplada (JDSU, 975 nm, 800 mW potencia de salida
maxima), el cual irradiara a la muestra para tratar de generar un efecto mecanico en ella. Del otro
lado del probador se colocd un filtro y una camara CCD (Duncan Tech RH1100) acoplada a un
microscopio 6ptico, esto con el fin de capturar imagenes de la superficie de la membrana y
posteriormente llevar a cabo un analisis por DIC de los micromecanismos de deformacién que se
llegaran a presentar. Con el objetivo de generar el patron estocastico sobre la superficie de las
muestras, necesario para el analisis por DIC de las imagenes, se utilizo el haz expandido de un
laser de He-Ne. Los datos de tiempo y fuerza registrados a lo largo de la prueba fueron
sincronizados con su respectiva imagen mediante un instrumento virtual programado en
LabVIEW. En la Figura 2.12 se muestra un diagrama del dispositivo experimental utilizado.

Al igual que en las pruebas de traccion uniaxial, una vez que los hidrogeles alcanzaron el
equilibrio en su hinchamiento, las probetas de CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs
fueron cortadas y evaluadas. Al inicio de la prueba, las probetas se colocaron entre las mordazas
del probador y se estiraron 2 mm con la finalidad de evitar la curvatura de la zona de prueba y de
alinear las cadenas poliméricas en direccion a la aplicacion de la carga, reduciendo asi la entropia
del sistema. Posteriormente, la fibra éptica se posiciond en el centro de la zona de prueba, a
1 mm de separacion de la superficie de la probeta, y antes de comenzar a irradiarlas con el laser
de diodos se esperd a que el proceso de relajacién de los hidrogeles terminara, lo cual se
evidencia al obtener una lectura estable en la celda de carga. Inmediatamente después, siguiendo
el procedimiento experimental reportado por Sanchez-Arévalo et al. [134] para membranas de
PDMS/nanopolvo de carbén, el laser se encendié durante 20 s a una potencia de 100 mW y a
continuacion el hidrogel se dej6 relajar por 60 s antes de encender nuevamente el laser. Este
proceso se repitio 4 veces mas, incrementando 100 mW la potencia del laser en cada ocasion,
de modo que los hidrogeles fueron evaluados en un intervalo de potencia de 100 mW - 500 mW.

Finalmente, se trazd un grafico de esfuerzo vs. tiempo (o vs. t) para evidenciar el efecto de
las interacciones entre los MWCNTSs y la irradiacion laser sobre la respuesta macromecanica de
los hidrogeles. A partir de este, el incremento en esfuerzo debido a las microdeformaciénes

inducidas por la irradiacion laser para cada potencia aplicada (Agy;45;) fue calculado utilizando la

expresion (11):

Ao-light = OLaseroff — OLaseron (11)

en donde o,4s.r05r COrresponde al esfuerzo registrado al momento de apagar el diodo laser y

Oraseron @l esfuerzo maximo registrado cuando se enciende [133].
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Figura 2.12 Diagrama del probador de traccién uniaxial acoplado con el laser de diodos, el laser He-Ne y la
camara CCD para el desarrollo de las pruebas opto-mecanicas.

2.4 CARACTERIZACION BIOLOGICA

En esta seccidén se abordan los detalles experimentales de las técnicas empleadas para
evaluar la respuesta de las células al ser sembradas sobre los hidrogeles hibridos de CS/PVA,
entrecruzados y/o nanocompuestos. Asimismo, se presentan los detalles sobre el aislamiento y
cultivo in vitro de los fibroblastos dérmicos humanos utilizados para la formaciéon de los
constructos. Todas las pruebas bioldgicas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Inmunoterapia
e Ingenieria de Tejidos del departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de Medicina
de la UNAM.

2.4.1 Aislamiento y cultivo in vitro de fibroblastos dérmicos humanos

Los fibroblastos fueron obtenidos por donacién voluntaria de muestras de piel provenientes
de individuos sanos de entre 20 y 25 afios de edad, previo consentimiento informado. Las
muestras de piel fueron extraidas de la regién interna del brazo derecho con ayuda de un punzén
para biopsia dérmica estéril (4 mm de diametro). Tras la extraccion, las muestras fueron lavadas

con PBS pH=7.4 (Gibco, Invitrogen, EUA) y una disolucién de antibiotico/antimicotico al 10%.
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Posteriormente, fueron colocadas en una disolucién de dispasa (Gibco, BRL/Life Technologies,
Japén) al 0.1% a fin de separar la dermis de la epidermis. A continuacion, la dermis fue removida
y digerida enzimaticamente’, durante 3 horas a 37 °C, en una disolucién de colagenasa tipo | al
0.2% (Gibco, BRL/Life Technologies, NY). Para separar los fragmentos de dermis que no lograron
ser digeridos, la suspensioén celular resultante se filtré a través de un filtro de nylon con poros de
100 ym (Falcon, BectonDickinson, EUA). La suspension celular fue centrifugada a 1500 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente, a fin de obtener un botdon de fibroblastos. El
sobrenadante® resultante fue aspirado y el botén de células obtenido se resuspendié en 15 mL
de medio de cultivo DMEM alto en glucosa (Dulbecco's Modified Eagle Medium, No. Cat.
P0103-N1L de Biowest, EUA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF, No. Cat.
S16509 de Biowest, EUA) y 1% de penicilina/estreptomicina (No. Cat. L0010 de Biowest, EUA).
Posteriormente, la viabilidad fue verificada mediante tincidn con azul tripano en una dilucién 1:2
y el conteo celular se realizé en hemocitometro. Los fibroblastos obtenidos se sembraron en
pase 1 a una densidad aproximada de 15,000 células/cm? en un area de 46 cm?.

Los cultivos celulares se mantuvieron en incubacién a 37 °C en atmésfera humidificada con
5% de CO, hasta que alcanzaron el 80% de confluencia®. Durante este periodo, el medio de
cultivo se cambidé dos veces por semana y mediante un microscopio invertido (Carl Zeiss,
Alemania) se monitored el crecimiento celular y la ausencia de contaminacion bacteriana. Las
células fueron tripsinizadas' y se volvieron a sembrar sucesivamente hasta llegar a pase 4,
momento en el cual ya se contaba con el nUumero de células necesario para formar todos los

constructos.

2.4.2 Formacion de constructos

Una vez que los fibroblastos cultivados de manera in vitro en pase 4 formaron una monocapa
y alcanzaron cerca del 80% de confluencia, fueron tripsinizados con 0.05%/0.2% de
tripsina/EDTA (Sigma, EUA). Las células se contaron y se sembraron sobre la superficie de
pequefias muestras de las membranas de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs; a fin de formar constructos’" bioldgicos.

! Disgregacion del tejido en células individuales utilizando enzimas.

® Fase liquida superior que permanece tras la formacion de un precipitado celular (pellet) después de centrifugar la
muestra.

° Fase en la que las células del cultivo ocupan casi toda la superficie disponible pudiendo llegar a inhibir su division
debido al contacto que existe entre si.

1% Procedimiento a través del cual, mediante una enzima (tripsina), se desprenden las células de la superficie a la que
se encuentren adheridas con la finalidad de transferirlas a otras superficies.

" Un constructo es la estructura que resulta de la asociacion de las células y el biomaterial utilizado como andamio en

la construccion de un tejido artificial mediante ingenieria de tejidos.
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Para formar los constructos, 10 muestras circulares de 8 mm de diametro fueron cortadas de
cada uno de los grupos de hidrogeles sintetizados. Estas muestras fueron lavadas dos veces con
agua destilada y PBS, a fin de ajustar su pH y de eliminar cualquier resto de los reactivos y
disolventes utilizados durante la sintesis. Posteriormente, todas las muestras se esterilizaron
mediante radiacion UV en una camara ultravioleta UVC-500 (Hoefer Inc., EUA), durante
20 minutos (i.e. 10 minutos por cara). De acuerdo con lo reportado en literatura, este método de
esterilizaciéon no produce cambios significativos en las propiedades de los hidrogeles hibridos de
CS/PVA [4]. Tras su esterilizacion, las muestras de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs fueron colocadas en cajas de 48 pozos
(1 muestra/pozo). Luego, se hidrataron por 30 min con suero bovino fetal y 9 muestras de cada
material fueron sembradas con fibroblastos a una densidad de 6x10* células/cm?. Los constructos
se mantuvieron en incubacion a 37 °C en una atmédsfera humidificada con 5% de CO; por 30 min.
Posteriormente, 3 mL de medio de cultivo DMEM alto en glucosa fueron afiadidos a cada pozo.
Los constructos se mantuvieron bajo condiciones estandar de incubacién in vitro durante 21 dias,
cambiando el medio de cultivo cada tercer dia.

La muestra que no fue sembrada fungié como control durante las pruebas.

2.4.3 Prueba de viabilidad celular

La viabilidad celular de los constructos se estudié usando calceina-AM y homodimero de
etidio (No. Cat. kit L-3224, VIVO/MUERTO; Molecular Probes, EUA). Esta prueba determina
simultaneamente las células vivas y las células muertas midiendo dos parametros conocidos. Si
se detecta actividad de esterasas intracelulares, la calceina-AM emite fluorescencia verde
(~515 nm) al excitarse a 490 nm, indicando asi células viables. En cambio, si las células estan
muertas, habra perdida de la membrana plasmatica y el homodimero de etidio podra entrar en
contacto con los acidos nucleicos, emitiendo fluorescencia roja (~635 nm) al excitarse a 490 nm.

Las pruebas de viabilidad celular se llevaron a cabo a los 3, 7 y 21 dias de cultivo in vitro,
evaluandose, en cada ocasion, 3 constructos de cada material. Para ello, a cada constructo se le
colocaron 0.1 uL del kit de calceina-AM y homodimero de etidio, y a continuacién se incubaron a
37 °C durante 60 min. Transcurrido este tiempo, los constructos fueron sacados de la incubacién
y lavados con PBS para retirar residuos de los reactivos. Posteriormente, se montaron
cuidadosamente sobre un portaobjetos y se observaron en el microscopio optico de fluorescencia
NIKON-Eclipse 80i. Usando la camara incorporada al microscopio, se tomaron fotos de las células

adheridas a la superficie del hidrogel en distintos campos y a diversas magnificaciones, por lo
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que se emplearon los objetivos 4x, 10x y 20x. Finalmente, utilizando las micrografias tomadas a
un aumento de 10x, el porcentaje de viabilidad de los hidrogeles fue determinado mediante la

ecuacion (12):

indice de viabilidad (%) = ( células vivas ) 100 (12)

células vivas+células muertas

Asi, a partir de esta expresion fue posible relacionar la cantidad de células vivas (verdes) con
la cantidad de células muertas (rojas) presentes en los constructos de CS/PVA, CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs

2.4.4 Analisis morfolégico y conteo celular

Es bien sabido que la rigidez, la rugosidad y la hidrofilicidad de superficie del sustrato pueden
influir significativamente en la morfologia de las células adheridas a él, asi como en las
interacciones que estas desarrollen con la matriz extracelular. La forma amorfa redondeada que
presentan las células en suspensiéon es muy diferente de la forma poligonal tipicamente
observada sobre sustratos bidimensionales, y mas diferente aun, de la forma fusiforme
frecuentemente observada en condiciones in vivo [135].

A fin de evaluar la morfologia que los fibroblastos adquieren al adherirse y permanecer sobre
la superficie de los hidrogeles hibridos de CS/PVA (entrecruzados y/o nanocompuestos), asi
como determinar su numero y tamafo, las micrografias obtenidas a una magnificacion 4x durante
las pruebas de viabilidad celular (Seccién 2.4.3), fueron procesadas mediante el software de
acceso libre CellProfiler v.3.1.5. (Broad Institute). Dicho programa, es frecuentemente utilizado
para la cuantificacion de imagenes bioldgicas obtenidas a través de microscopia 6ptica. El
software esta disefiado a partir de mdédulos que permiten cuantificar el numero de objetos
presentes, evaluar su tamafo, forma, textura, intensidad de marcacion, etcétera. Asi, mediante
su interfaz grafica se generd una secuencia de comandos, “pipeline”, con el objetivo de identificar
y cuantificar las células presentes sobre la superficie de las muestras, y el porcentaje de area que
cubrian (Figura 2.13). Posteriormente, las micrografias de los constructos adquiridas a los 3, 7 y
21 dias de cultivo in vitro fueron analizadas bajo este pipeline y mediante parametros como la
longitud del eje mas largo y el diametro maximo de Feret (Figura 2.14 A) fue posible determinar
el tamafio de los fibroblastos adheridos a los hidrogeles; mientras que, para evaluar su forma, se

utilizé el factor de excentricidad (Figura 2.14 B).
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Figura 2.13 Interfaz de usuario del software CellProfiler y esquema de la secuencia de comandos utilizada para determinar
el tamafio de las células, su forma, numero y porcentaje de area cubierto.
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El diametro de Feret (Figura 2.14 A) es un parametro frecuentemente utilizado en microscopia
para medir el diametro promedio de particulas con geometria irregular, de manera que es
representado como la distancia entre dos lineas paralelas tangenciales al contorno de la
proyeccion de la particula [136]. Dependiendo de la direccion de las lineas paralelas, se pueden
obtener varios diametros de Feret para la misma particula, por lo que tras llevarse a cabo
mediciones en distintas direcciones es posible determinar el diametro maximo y minimo, los
cuales estan asociados con la longitud y anchura de la particula, respectivamente. Por otro lado,
el factor de excentricidad es un indicativo del grado de elongaciéon de una particula. A fin de
determinar este factor es necesario ajustar las particulas a una elipse y a través de la razén entre
la longitud del eje mayor y la distancia al foco es posible obtener un valor entre 0 y 1 (Figura
2.14 B). Asi, una elipse con excentricidad igual a 0 es en realidad un circulo; mientras que, una
elipse cuya excentricidad es 1 corresponde a un segmento de linea [137].

Una vez que ambos datos fueron determinados, tanto la distribucion teérica como los
histogramas correspondientes al cambio de forma y tamafio que las células experimentaron a lo
largo del periodo de cultivo in vitro, fueron graficados en Mathematica utilizando el archivo de
Excel que se generd durante el analisis. A su vez, conociendo el niumero total de células sobre la
superficie de los hidrogeles fue posible trazar una grafica mediante la cual se evidencio si el
numero de células se incrementd durante el tiempo de cultivo in vitro, o no. Todos estos resultados
constituiran una primera aproximacion para valorar si los hidrogeles son capaces de promover la
proliferacion celular y, por ende, si serian viables para su uso como andamios celulares en

ingenieria de tejidos.
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Diametro de Feret maximo

Semieje
mayer

Excentricidad = 0
Excentricidad = 0.86
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i focal

Figura 2.14 Diagramas descriptivos de los parametros utilizados para medir el tamafio y determinar la forma de
particulas irregulares en microscopia. A) Diametro de Feret y B) Factor de excentricidad.

57



CAPITULO 3
CAPITULO 3

SINTESIS Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

En este capitulo se presentan y se discuten de manera detallada los resultados obtenidos
durante la caracterizacion fisicoquimica de los hidrogeles hibridos de CS/PVA entrecruzados y/o
nanocompuestos. Asimismo, se plantean las estructuras moleculares que podrian tener sus
respectivas redes poliméricas, con el objetivo de entender de mejor forma las propiedades

fisicoquimicas, mecanicas y biolégicas que cada grupo de hidrogeles pudiera llegar a presentar.

3.1 SINTESIS DE LOS HIDROGELES

Todos los hidrogeles hibridos a base de CS/PVA estudiados en este trabajo de investigacion
fueron sintetizados en forma de membranas delgadas; tanto la formacién de la membrana como
el entrecruzamiento, fisico o quimico, de la mezcla CS/PVA ocurrieron mientras la disolucion se
evaporaba de la caja de Petri. Asi, el tiempo que las membranas tardaron en formarse fue de 48
a 96 horas dependiendo de la mezcla polimérica, siendo los hidrogeles entrecruzados con genipin
(i.e. CS/IPVA/GEN y CS/PVA/IMWNT/GEN) los que requirieron mas tiempo para su formacion.

En la Tabla | se muestran imagenes de las membranas obtenidas y el espesor promedio de
estas; todas ellas tuvieron un diametro de 90 mm vy, al ser observadas en el microscopio 6ptico,

presentaron una superficie continua y libre de burbujas.

Tabla I. Hidrogeles hibridos a base de CS/PVA sintetizados en forma de membrana.

” CONTROL ENTRECRUZADOS NANOCOMPUESTOS
o
-
W 0 CS/PVA CS/PVA/GEN CS/IPVA/IGA | CS/IPVAIMWCNTSs CS/PVA/
A o GEN/MWCNTSs
Zo
Q0
00
39
[a Wl
s
o
(]
\;ﬂ,’.fﬁ“'
E
f‘:}erj)"r 0.086£0.003 0.080£0.002 0.086 £0.003 0.097+0.002 0.090£0.003

En la tabla se reportan los espesores promedio y su desviacion tipica muestral correspondiente.
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Como se puede apreciar en la Tabla I, las membranas de CS/PVA y CS/PVA/MWCNTs
presentaron un aspecto traslucido, mientras que las entrecruzadas con GEN y GA adquirieron
una tonalidad azul y amarilla, respectivamente. En el caso del genipin, se ha reportado que dicho
cambio de coloracién se debe a la formacién, en presencia de oxigeno, de enlaces covalentes
insaturados entre el genipin y las aminas primarias del CS [138, 139]; mientras que las
membranas con GA se tornan ligeramente amarillas como resultado de la formacion de grupos
cromoforos imina (-CH=N-), durante la reaccién de entrecruzamiento entre los grupos aldehido
del GA y las aminas primarias del CS [140]. De esta forma, el cambio de color que presentaron
las membranas de CS/PVA/GEN, CS/PVA/GEN/MWCNTs y CS/PVA/GA es un primer indicativo
de que el entrecruzamiento quimico de estos hidrogeles se llevo a cabo de forma exitosa.

Por otra parte, los hidrogeles nanocompuestos (CS/IPVAIMWCNTs vy
CS/PVA/GEN/MWCNTSs) presentaron una distribucion uniforme de MWCNTSs sobre la superficie
de las membranas; sin embargo, en algunos casos aun fue posible observar la presencia de
clusteres de nanoparticulas, los cuales se ubicaban regularmente en los bordes de las ultimas

membranas que fueron preparadas debido a que estos tendian a asentarse en la disolucién.

3.2 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA RED POLIMERICA

A pesar de que el objetivo de este proyecto de investigacidn no consiste en profundizar en el
mecanismo y la cinética de entrecruzamiento de los hidrogeles sintetizados, se considera
importante el conocer la forma en la que sus componentes (i.e. macromoléculas, entrecruzantes
y/o nanoparticulas) interaccionan entre si para conformar la red polimérica, ello con la finalidad
de intuir la estructura quimica que cada grupo de hidrogeles podria presentar, logrando
comprender asi de mejor manera su comportamiento.

En el caso de los hidrogeles hibridos de CS/PVA formados Uunicamente mediante la mezcla
fisica de ambos polimeros, es sumamente probable que la estructura quimica de su red
polimérica esté conformada por cadenas de CS y PVA enmarafadas o enlazadas entre si a través
de puentes de hidrogeno entre sus grupos funcionales (Figura 3.1 A, recuadro azul). Estas
interacciones intermoleculares son lo suficientemente fuertes para crear puntos de union
semipermanentes entre las cadenas y conformar una red con regiones cristalinas y amorfas
(Figura 3.1 A, recuadro negro); sin embargo, de acuerdo con algunos estudios [88, 91, 93, 95],
es muy importante garantizar la miscibilidad de ambas macromoléculas a fin de que dichas

interacciones tomen lugar.
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Figura 3.1 Estructura quimica de las redes poliméricas de los hidrogeles hibridos de CS/PVA entrecruzados y/o
nanocompuestos. A) Hidrogeles control de CS/PVA, B) Hidrogeles entrecruzados de CS/PVA/GA, C) Hidrogeles
entrecruzados de CS/PVA/GEN, D) Hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs y E) Hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTs.
Los pequefios cilindros en las figuras D y E representan los MWCNTs embebidos en la red polimérica.
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Aunque investigaciones previas han reportado los espectros de infrarrojo de los hidrogeles
de CS/PVA/GA y CS/PVA/GEN, sus estructuras moleculares aun no han sido entendidas por
completo; por lo que en este trabajo se busca proponer la posible estructura quimica de su red
polimérica. Como se planted anteriormente, el entrecruzante frecuentemente utilizado en el
sistema CS/PVA es el GA, un agente citotoxico que comprometeria la viabilidad de las
membranas si llegaran a quedar trazas de él en el interior de la red polimérica. De acuerdo con
Jayakrishnan et al. [14], bajo condiciones acidas el GA es capaz de reaccionar tanto con los
grupos -NH; del CS, formando bases de Shiff (Ri-CH=N-R;), como con los -OH del PVA para
formar grupos acetales (O-CH-O), lo cual daria lugar a una sola red polimérica entrecruzada en
la que ambas macromoléculas formarian parte de ella (Figura 3.1 B, recuadro negro). En este
sentido, dado que nuestra reaccion de entrecruzamiento se llevo a cabo a un pH=4, se esperaria
que dicha red estuviera conformada basicamente por [9]:

1. Cadenas de CS unidas entre si debido a la formacion de dos bases de Shiff
(recuadro | en la Figura 3.1 B).

2. Cadenas de CSy PVA enlazadas por un grupo acetal y una base de Shiff. (recuadro Il
en la Figura 3.1 B)

3. Cadenas de PVA unidas entre si debido a la formacién de grupos acetales
(recuadro IV en la Figura 3.1 B).

4. Puentes de hidrégeno inter e intramoleculares entre cadenas de CS y/o PVA
(recuadro Il en la Figura 3.1 B).

Debido a que el GA tiene preferencia de reaccion por las -NH, del CS sobre los -OH del
PVA [14, 80], de estas cuatro interacciones la que se espera que esté presente en mayor
proporcion es la del recuadro | (Figura 3.1 B), por lo que al llevar a cabo las pruebas de FT-IR se
deberia de encontrar un decremento en amplitud en la banda a 3450 cm™ correspondiente a los
grupos -NH,, acompanado por la aparicidon de la banda caracteristica de las iminas (-CH=N-) a
1630 cm™.

Considerando que el GEN ha demostrado brindar una resistencia mecanica comparable a la
de los hidrogeles entrecruzados con aldehidos [83], una rapidez de degradacién in vivo mas
lenta [81], una menor respuesta inflamatoria [80] y una citotoxicidad entre 5,000 a 10,000 veces
menor que el GA [85]; en este proyecto de investigacion el GEN es propuesto como un potencial
agente entrecruzante de la mezcla CS/PVA. Dado que en este sistema el genipin Unicamente es
capaz de reaccionar con los grupos -NH, del CS, los hidrogeles de CS/PVA/GEN tendran una red
semi-interpenetrada (Figura 3.1 C, recuadro negro) en la que unicamente las cadenas de CS se
enlazaran covalentemente entre si para formar una red, mientras que las cadenas lineales de

PVA podrian penetrar esta red y enredarse a ella o conformar regiones cristalinas/amorfas a su
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alrededor. Asi, la estructura quimica de los hidrogeles de CS/PVA/GEN podria estar conformada
por [9]:
1. Cadenas de CS unidas por amidas secundarias (R4-(C=0)-NH-R;) resultantes de la
sustitucion nucleofila entre el grupo éster del GEN y el grupo amino del CS (reaccion V
de la Figura 3.1 C).
2. Cadenas de CS unidas por aminas heterociclicas debido a la apertura del anillo
dihidropirano del GEN por el ataque nucledfilo de las aminas primarias del CS
(recuadro VII de la Figura 3.1 C).
3. Cadenas de PVA enlazadas entre si, o con cadenas de CS, a través de puentes de
hidrégeno (recuadro VI en la Figura 3.1 C).

De acuerdo con Mi et al. [139], cuando la reaccion de entrecruzamiento se lleva a cabo bajo
condiciones acidas (pH<7), como en este caso, las uniones entre cadenas de CS a través de la
formacién de aminas heterociclicas predominan sobre las amidas secundarias. Tomando esto en
consideracion, al analizar los espectros de FT-IR se esperaria encontrar una banda con mayor
absorbancia a 1380 cm™ que a 1630 cm™ correspondientes a los compuestos heterociclicos del
genipin y a las amidas secundarias, respectivamente.

Por otra parte, en los hidrogeles nanocompuestos (i.e. CS/PVA/MWCNTs vy
CS/PVA/IMWCNTSs/GEN) la estructura quimica de la matriz polimérica no se veria alterada
respecto a sus similes sin MWCNTSs, ya que estos no se encuentran funcionalizados y por ende
no podrian reaccionar con las cadenas de CS o PVA para formar nuevos enlaces covalentes. Asi,
los hidrogeles de CS/PVA/IMWCNTSs podrian presentar una red polimérica conformada por
cadenas de CS y/o PVA enmarainadas o enlazadas entre si a través de puentes de hidrogeno,
en donde los MWCNTSs uUnicamente se encontraran embebidos sin una orientacion o arreglo
preferencial (Figura 3.1 D). Por otro lado, tal como se puede apreciar en el recuadro negro de la
Figura 3.1 E, los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTSs tendrian una red semi-interpenetrada en
la cual las cadenas de CS estarian enlazadas entre si a través de amidas secundarias (Figura
3.1 E, recuadro V) o aminas heterociclicas (Figura 3.1 E, recuadro VII), mientras que las cadenas
de PVA penetrarian dicha red formando puentes de hidrégeno (Figura 3.1 E, recuadro VI) y los
MWCNTSs se ubicarian entre ellas sin presentar alguna orientacion preferencial.

A fin de determinar de forma precisa la estructura quimica y el arreglo espacial de todas estas
redes poliméricas, se considera necesario llevar a cabo un estudio mas profundo a través de
Resonancia Magnética Nuclear de Protones y de Carbono ("H RMN y "*C RMN, respectivamente),
lo cual queda fuera de los alcances de este proyecto de investigacion. No obstante, se buscara
comprobar la formacién de algunos de estos enlaces y grupos sustituyentes mediante el analisis

de los hidrogeles por FT-IR.
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3.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

A — CS/PVA C-0/C-N B — CS/PVA

CS/PVA/GA CS/PVA/GA C-O/C-N
CS/PVA/GEN NH fuera — CS/PVA/GEN -- NH fuera
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Figura 3.2 Espectros de infrarrojo de los hidrogeles hibridos de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs. A) Espectros de FT-IR en la regién 4000 cm™- 400 cm”, B) Ampliacién
de la region entre 1700 cm™ = 600 cm™ de los mismos espectros.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier fue utilizada para evaluar los grupos
quimicos presentes en los hidrogeles de CS/PVA y confirmar el entrecruzamiento quimico de la
red polimérica debido al GEN o al GA. Todos los espectros fueron normalizados respecto a la
banda de absorcion a 2900 cm™, correspondiente a la tensién C-H de los grupos alquilo presentes
tanto en la estructura del CS como del PVA, dado que estos grupos no sufren modificaciones
durante las reacciones de entrecruzamiento con el GEN o el GA [141, 142]. En |la Figura 3.2 A se
muestran los espectrogramas correspondientes al CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs en la region de 4000 cm™ - 400 cm™, mientras que
una ampliacion de la regién de 1700 cm™ - 600 cm™ es mostrada en la Figura 3.2 B.

En el espectro de color rojo de la Figura 3.2, correspondiente a los hidrogeles control de
CS/PVA, la banda de absorcién entre 3500 cm™ - 3000 cm™ esta asociada al modo de vibracién
por tension de los enlaces O-H/N-H de los grupos hidroxilo presentes en el PVA y las aminas
primarias del CS; asimismo, esta banda esta relacionada con los puentes de hidrégeno inter e
intramoleculares resultantes de la interaccion entre el CS y el PVA, de acuerdo con lo reportado
previamente por Costa-Junior et al. [5] y El-Hefian et al. [95]. Las bandas a 2930 cm™ y 2900 cm™
corresponden a la tensién C-H de los grupos alquilo presentes tanto en la estructura del CS como

del PVA. Entre 1680 cm™ - 1600 cm™ se ubica la banda amida |, correspondiente a la vibracion
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por tension de los C=0 presentes en las amidas (-(C=0)-NH-) de las unidades acetiladas del CS;
mientras que entre 1600 cm™ - 1500 cm™ se ubica la regién amina/amida Il, debida a la
combinacion de vibraciones por flexion del grupo N-H y de tension de C-N [9, 94, 95]. Las bandas
a 1410 cm™ y 1320 cm™ estan asociadas a las vibraciones por flexion de los enlaces CH-CH,, y
CH-OH, presentes tanto en el CS como en el PVA. Las siguientes bandas a la derecha, a
1090 cm™y 1030 cm™, corresponden a la tensién C-O y C-N de los grupos presentes en el PVA
y en la estructura sacarida del CS [5, 95]. Finalmente, las bandas a 1140 cm™ y 940 cm™
pertenecen al anillo sacarido del CS; mientras que la banda a 640 cm™ esta asociada a los grupos
NH fuera del plano del CS [9].

El espectro de las membranas de CS/PVA entrecruzadas con GA (Figura 3.2 Ay B, espectro
de color amarillo) muestra algunos cambios quimicos respecto a los hidrogeles control. Estos
cambios, pueden ser explicados tomando en consideracién la estructura quimica propuesta en la
seccion anterior (Figura 3.1 B). Como ya se ha discutido, el entrecruzamiento de la mezcla
CS/PVA con GA produce bases de Shiff y grupos acetales en la nueva red a expensas del
consumo de grupos -NH, y -OH, respectivamente; por lo que el decremento en intensidad
observado en la banda ubicada entre 3500 cm™ - 3000 cm™ (asociada al modo de vibracién por
tension de los enlaces O-H/N-H), podria ser un primer indicativo de que la reacciéon de
entrecruzamiento se llevo a cabo. Asimismo, en el espectro de color amarillo de la Figura 3.2 B
se aprecia un decremento en las bandas asociadas a las aminas primarias del CS
(1600 cm™ - 1500 cm™ y 640 cm™) y la aparicién de una pequefia banda a 1630 cm™
correspondiente a las iminas (-CH=N-) de las bases de Shiff [5, 9, 13], lo cual corroboraria el
primer tipo de enlace esperado en la red (Figura 3.1 B, recuadro I). Ademas, un ligero incremento
en intensidad de la banda a 1090 cm™ - 1030 cm™, asociada a la tensién de enlaces C-O en
grupos acetales, indicaria la formacion de nuevos grupos de este tipo debido al entrecruzamiento
del PVA con GA (Figura 3.1 B, recuadro 1V) [9]. Finalmente, se detecté la aparicion de una nueva
banda a 1618 cm™ (Figura 3.2 B, espectro de color amarillo), la cual corresponde a enlaces de
tipo -C=C-; de acuerdo con Hu et al. [13], dichos enlaces son producto de la condensacion de
varias moléculas de GA durante el entrecruzamiento. Asi, ademas de confirmar la estructura
quimica propuesta, se encontré que en la red polimérica de los hidrogeles de CS/PVA/GA existen
dos tipos de dobles enlaces (i.e. CH=N y C=C), los cuales forman una estructura conjugada capaz
de permitir la autofluorescencia de dichos hidrogeles [13].

Mientras tanto, el espectro de los hidrogeles de CS/PVA/GEN (Figura 3.2 Ay B, espectro de
color azul cielo), también mostré cambios respecto a la mezcla sin entrecruzar. Dado que en la
mezcla CS/PVA el GEN unicamente es capaz de reaccionar con las aminas primarias (-NH,) del

CS, los principales cambios se observan en las bandas correspondientes a dichos grupos. Por
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un lado, se detectd un decremento en absorbancia de la banda ubicada entre 3500 cm™ y
3000 cm™ debido al consumo de grupos -NH, que se genera durante el entrecruzamiento para
formar enlaces covalentes entre el GEN y el CS; sin embargo, la reduccion no es tan notoria en
este numero de onda a causa de la compensacién en absorbancia que generan los puentes de
hidrégeno formados entre las cadenas de PVA [9]. No obstante, en las bandas a
1600 cm™ - 1500 cm™ y 640 cm™, asociadas Ginicamente a los grupos -NH, si es posible apreciar
una marcada disminucion de intensidad (Figura 3.2 B, espectro de color azul cielo). A la par de
estos decrementos también se detectd un ligero incremento de absorbancia en la banda
correspondiente a las amidas secundarias (1630 cm™), indicando la formacién de nuevos grupos
-(C=0)-NH- a expensas de las aminas primarias debido al entrecruzamiento del CS con el
GEN [9, 73]; lo cual confirmaria el tipo de enlace propuesto en la Figura 3.1 C, recuadro V. Por
otro lado, se observo la aparicion de una nueva banda asociada a la formacion de aminas
heterociclicas a 1380 cm™ [73]; esto sugeriria que las -NH, del CS reaccionaron con el GEN
provocando la apertura su anillo dihidropirano, con lo cual el segundo tipo de enlace esperado en
la red polimérica quedaria corroborado (recuadro VIl de la Figura 3.1 C). Finalmente, se aprecio
un incremento en intensidad de la banda a 1090 cm™ - 1030 cm™ asociada a la tensién de los
enlaces C-N, indicando la formacién de un mayor numero de enlaces de este tipo durante el
entrecruzamiento entre el CS y el GEN [9].

Los espectros de infrarrojo de los hidrogeles nanocompuestos de CS/PVA/MWCNTs y
CS/PVA/GEN/MWCNTSs (Figura 3.2 espectros de color verde y azul marino, respectivamente), no
mostraron cambios significativos en las bandas principales respecto a sus similes sin cargar, esto
debido a la incapacidad de los CNTs para formar enlaces covalentes al no estar funcionalizados.
No obstante, en ambos espectros fue posible apreciar un incremento en la intensidad de la banda
a 3500 cm™ - 3300 cm™; el cual podria deberse a la formacion de un mayor nimero de puentes
de hidrégeno entre las cadenas de PVA. De acuerdo con Cadek et al. [103], los MWCNTSs son
capaces de actuar como centros de nucleacién cuando son embebidos en membranas de PVA;
por lo que este plegamiento y acomodo de cadenas favoreceria la formacion de puentes de
hidrégeno e incrementaria la cristalinidad de los hidrogeles. Por otro lado, la banda caracteristica
de los MWCNTSs, asociada a la vibracion por tension de enlaces C=C, fue detectada a
1618 cm™ [27, 108]; confirmando asi la presencia de los nanotubos de carbono en las membranas
nanocompuestas (Figura 3.2 B, espectros de color verde y azul marino).

Asi, los resultados obtenidos por espectroscopia infrarroja demuestran que los procesos de
entrecruzamiento se llevaron a cabo exitosamente y que las estructuras quimicas de los
hidrogeles, propuestas en la Seccion 3.2, constituyen una buena aproximacion de las redes

poliméricas formadas. No obstante, como trabajo a futuro, se considera necesario llevar a cabo
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un estudio mas profundo a fin de determinar de forma precisa la estructura quimica y el arreglo

espacial que dichas redes presenta.

3.4 DIFRACCION DE RAYOS X (XRD)

Una vez que la caracterizacion quimica de los hidrogeles hibridos se llevé a cabo, la fraccidon
cristalina y la interaccidon entre los componentes de las mezclas poliméricas fueron evaluadas
mediante estudios de difraccion de rayos X. En la Figura 3.3 se concentran los difractogramas
obtenidos para los hidrogeles hibridos de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs, asi como de sus componentes puros (CS y PVA).

De acuerdo con lo reportado en la literatura, tanto el CS como el PVA presentan cuatro picos
de difraccion caracteristicos. Por un lado, los picos cristalinos del CS (Figura 3.3 A, difractograma
de color anaranjado) se ubican a angulos 26 de 10°, 20°, 21.7° y 40.5°, los cuales a su vez
corresponden a los planos cristalinos (020), (200), (201) y (143), respectivamente [9, 143]; en
tanto que los picos de difraccion del PVA (Figura 3.3 A, difractograma de color violeta) se localizan
a 26 =12°,20° 23.4°y 41°, con planos cristalinos (100), (101), (200) y (111), respectivamente [9,
144].

A 20° B — CS/PVA

. —— PVA 20° CS/PVA/GA
Ubicacion picos X . —— CS/PVA/GEN
caracteristicos PVA A —— CS/PVA/MWCNTs
CS CS/PVA/GEN/MWCNTs
Ubicacion picos
caracteristicos CS

41°

e ——

i

10°

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70
20 20

Figura 3.3 Difractogramas de rayos X correspondientes a: A) Los hidrogeles de CS y PVA puros, B) Los hidrogeles
control (CS/PVA), entrecruzados (CS/PVA/GA y CS/PVA/GEN) y nanocompuestos (CS/PVA/MWCNTs y
CS/PVA/GEN/MWCNTs). En ambas figuras se sefiala la posicion de los picos caracteristicos de CS (lineas
discontinuas con mayo espaciado) y del PVA (lineas discontinuas mas cerradas).
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Dado que en este trabajo de investigacion ambos polimeros fueron mezclados en una
proporcion volumétrica que favorecia su miscibilidad (i.e. 3:1, CS:PVA), algunos de estos picos
no deberian de aparecer en los difractogramas de los hidrogeles hibridos estudiados; esto debido
a que el arreglo regular que presenta cada una de estas macromoléculas se deberia de ver
alterado por los puentes de hidrogeno inter e intra moleculares que se formen entre ellas, dando
lugar asi a un nuevo arreglo que resulta en la modificacion de sus patrones de difraccion. En este
sentido, el difractograma correspondiente a los hidrogeles control de CS/PVA (Figura 3.3 B,
difractograma de color rojo), Unicamente exhibe cuatro picos relacionados con la fase cristalina
de la mezcla: uno de alta intensidad a 20°, asociado a la superposicidén de los picos cristalinos
del CSy el PVA,; otro de intensidad media a 23°, correspondiente al PVA; y dos de baja intensidad
a 12° y 41°, igualmente relacionados con la fase cristalina del PVA. Puesto que los picos de
difraccion a 10° y 40.5° correspondientes al CS desaparecieron, es posible corroborar que, a la
proporcion trabajada, ambos polimeros fueron lo suficientemente miscibles para promover la
interaccion entre sus moléculas; resultados que concuerdan con lo también observado por
Islam et al. [121] y Abdeen [145]. Una vez determinada el area bajo la curva de los picos cristalinos
presentes, el porcentaje de cristalinidad de los hidrogeles control fue de 21.5% + 2%.

En los hidrogeles entrecruzados con GA (Figura 3.3 B, difractograma de color amarillo), el
pico de alta intensidad que aparecia a 20° en el difractograma de las membranas de CS/PVA,
sufrié un ligero desplazamiento hacia la izquierda; mientras que los picos de difraccion a 12° y
23°, correspondientes a la fraccion cristalina del PVA, desaparecieron. Cabe recordar que,
aunque el GA es capaz de formar enlaces covalentes tanto con el CS como con el PVA, el GA
presenta una marcada preferencia por los grupos -NH; del CS [14, 80]. No obstante, la ausencia
de los picos de difraccion asociados al PVA es un indicativo de que la reaccion de
entrecruzamiento también se llevd a cabo en los grupos -OH de este, dando lugar a una red
polimérica mas compacta que impide el plegamiento y el arreglo regular de estas cadenas. Asi,
los hidrogeles de CS/PVA/GA presentaron un porcentaje de cristalinidad de 17.1% £ 0.4%. Cabe
destacar que, la ausencia de los picos cristalinos asociados al PVA corrobora, de manera
indirecta, la formacién de una red polimérica del tipo propuesto en la Seccion 3.2 (Figura 3.1 B).

Por otra parte, el difractograma de los hidrogeles de CS/PVA/GEN (Figura 3.3 B,
difractograma de color azul cielo) presenta dos de los picos cristalinos asociados a los hidrogeles
control, pero ligeramente desplazados hacia la izquierda (~0.5°). De acuerdo con Kumar et al. [91]
y Zheng et al. [115], esto es un indicativo de que existen fuertes interacciones entre los
componentes de la mezcla debido a la accion del agente entrecruzante y a la formacion de
puentes de hidrégeno entre las cadenas de CS y/o PVA. Ademas, con la adicién de GEN, el pico

asociado a la fase cristalina del CS (i.e. 26 = 22.5°) sufre una atenuacion respecto al presente en
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la mezcla CS/PVA, lo cual sugiere que el entrecruzamiento interfiere con el ordenamiento de las
cadenas de CS, incrementando la fraccion amorfa de las membranas. De esta forma, el
porcentaje de cristalinidad de los hidrogeles de CS/PVA/GEN fue menor al exhibido por los
hidrogeles control; es decir, 16.9% + 0.6% y 21.5% + 2%, respectivamente.

Estos resultados sugieren que la adicion de agentes entrecruzantes (i.e. GEN o GA) a la
mezcla de CS/PVA reduce el grado de libertad de las cadenas, limitando e incluso previniendo la
formacién de regiones cristalinas. En este sentido, a pesar de que el GA y el GEN son capaces
de formar redes poliméricas con estructuras muy diferentes, ambos entrecruzantes disminuyeron
significativamente la cristalinidad de los hidrogeles en una proporcién similar; siendo esta
reduccion de aproximadamente 21%. Asimismo, este hecho podria ser un indicativo mas de que
el entrecruzamiento quimico de las membranas se llevo a cabo de forma exitosa [5, 146]. Por otra
parte, dado que tanto la temperatura de fusién (T;,,) como el comportamiento mecanico de los
polimeros estan relacionados con su fraccion cristalina, una menor cristalinidad implicaria una
reduccién en dicha temperatura, asi como un aumento en su porcentaje de deformacion y un
decremento en su resistencia a la traccion ultima; no obstante, al tratarse de un polimero
entrecruzado, la red polimérica que se forma impide el libre movimiento de las cadenas, por lo
que se esperaria un incremento en la resistencia a la traccién y un decremento en su porcentaje
de deformacion.

Debido a la baja concentracién de MWCNTs que se utilizé en este trabajo de investigacion
para la sintesis de los hidrogeles nanocompuestos (i.e. 0.2% masa/masa), en los difractogramas
de las membranas de CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs (Figura 3.3 B, difractogramas
de color verde y azul marino, respectivamente) no fue posible observar los picos caracteristicos
de dichas nanoparticulas. Sin embargo, de acuerdo con lo reportado en otras investigaciones en
las cuales se utilizd6 una concentracion mayor de MWCNTs (i.e. 1% masa/masa), los picos
cristalinos de estas nanoparticulas estan asociados a los planos cristalinos (002) y (100) de la
estructura hexagonal del grafito, y se localizan a angulos 26 de 26° y 44° [60, 108].

Por otra parte, se observo que los MWCNTs ocasionaron un desplazamiento en 26 en los
picos cristalinos de las membranas de CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs; lo cual, de
acuerdo con lo reportado en la literatura, es un indicio de que existe una buena compatibilidad
entre las nanoparticulas y las macromoléculas de CS y PVA [108]. A diferencia de otro tipo de
nanoparticulas que obstaculizan el empaquetamiento regular de las cadenas poliméricas [13, 19],
se ha reportado que los MWCNTSs son capaces de actuar como agentes de nucleacién cuando
son embebidos en matrices de PVA, facilitando la formacién de cristales y provocando un
incremento en la fraccion cristalina de dichas membranas [103]. Debido a este fendbmeno, en los

difractogramas de los hidrogeles nanocompuestos (Figura 3.3, difractogramas de color verde y
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azul marino) es posible apreciar un notable incremento de intensidad en uno de los picos de
difraccion asociados al PVA (i.e. 20= ~11°), asi como la aparicidon de nuevos picos cristalinos.
Dado que en los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTSs el ordenamiento de las cadenas de PVA
alrededor de los MWCNTs se ve obstaculizado por la red de CS que se forma durante el
entrecruzamiento con genipin, el incremento en intensidad del pico cristalino a 26=~11° es menor
a la de su nanocompuesto sin entrecruzar. De este modo, los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs
presentaron un porcentaje de cristalinidad de 24.9% + 3%, mientras que la cristalinidad de los
hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTs fue de 19.4% + 0.5%. Resultados que a su vez confirman
la teoria de que, en los espectrogramas de FT-IR de los hidrogeles nanocompuestos, el
incremento en absorbancia de la banda a 3500 cm™ - 3300 cm™ se debia a la formacién de un
mayor numero de puentes de hidrégeno entre las cadenas de PVA, a causa de su plegamiento
entorno a los MWCNTSs.

Con todo esto, es posible concluir que la adicidon de una pequefia cantidad de MWCNTs
(0.2% masa/masa) permite incrementar la fraccion cristalina de los hidrogeles nanocompuestos,
respecto a sus similes sin cargar (i.e. CS/PVA y CS/PVA/GEN), en una razén del 13%,
aproximadamente. Dado que en los polimeros las zonas cristalinas contribuyen a la resistencia
mecanica y térmica, es de esperarse que de igual manera los hidrogeles nanocompuestos
presenten una mayor resistencia a la traccion, un menor porcentaje de deformacioén y una mayor
temperatura de fusion (T;,,) que los hidrogeles de CS/PVA y CS/PVA/GEN.

En la Tabla Il se presentan los porcentajes de cristalinidad, determinados mediante difraccion
de rayos X, de los tres grupos de hidrogeles hibridos estudiados en el presente trabajo de

investigacion.

Tabla Il. Porcentajes de cristalinidad obtenidos mediante analisis de XRD para los hidrogeles
hibridos control, entrecruzados y/o nanocompuestos

COMPOSICION DEL CRISTALINIDAD (%)

HIDROGEL
CS/PVA 21.5+20
CS/PVAIGA 17.1+04
CS/PVA/GEN 16.9+0.6
CS/PVA/IMWCNTSs 249+3.0
CS/PVA/IGEN/MWCNTSs 19.4+05

Los valores mostrados en la tabla corresponden al porcentaje promedio
cristalinidad junto con su correspondiente desviacion tipica muestral.
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3.5 TEMPERATURAS CRITICAS Y ESTABILIDAD TERMICA

Una vez que la fraccién cristalina de los hidrogeles hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o
nanocompuestos, se evalué mediante difraccion de rayos X; la influencia de dicha cristalinidad,
de los agentes entrecruzantes y/o de los MWCNTSs, sobre la estabilidad y las transiciones
térmicas de los hidrogeles hibridos fue estudiada mediante analisis termogravimétrico y

calorimetria diferencial de barrido.

3.5.1 Estabilidad Térmica

El analisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés de Thermogravimetric Analysis)
es un método ampliamente utilizado para caracterizar la descomposicion y estabilidad térmica de
los polimeros. Generalmente, el entrecruzamiento quimico de su red polimérica o el uso de
nanoparticulas inducen cambios sobre dicho comportamiento, retardando en la mayoria de los
casos su descomposicién térmica. Asi, a fin de determinar el efecto que los distintos
entrecruzantes (i.e. GEN o GA) y/o los MWCNTs generaban sobre la estabilidad térmica de los

hidrogeles de CS/PVA, las membranas fueron sometidas a estudios de TGA.
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Figura 3.4 Termogramas de pérdida de peso (TG) de los hidrogeles hibridos de CS/PVA, asi como de la mezcla
entrecruzada y/o nanocompuesta. En el recuadro interno se muestran los termogramas diferenciales (DTG) de estos
mismos materiales, sefialando las diferentes etapas de degradacion térmica que presentan.
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En la Figura 3.4 se muestran los termogramas de pérdida de peso correspondientes a los
hidrogeles de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNTs y
CS/PVA/GEN/MWCNTSs, junto con sus respectivos termogramas diferenciales (DTG, por sus
siglas en inglés de Differential Thermograme). Como se puede apreciar en los DTG (Figura 3.4,
recuadro interno), todos los hidrogeles presentaron un patron de degradacion térmica en cuatro
etapas; comportamiento también observado por Lewandowska [147] en hidrogeles de CS/PVA
con concentraciones de CS mayores al 20% masa/volumen.

La primera etapa tuvo lugar en el intervalo de temperatura de 40 °C - 145 °C (regién |, Figura
3.4); en esta fase se registré una pérdida de peso de entre 4% y 9%, la cual, de acuerdo con lo
reportado en la literatura, es atribuida tanto a la evaporacién de la humedad absorbida por los
hidrogeles, como a la evaporacion de los residuos de acido acético atrapados en la red polimérica
tras la sintesis [95, 147]. Cabe sefialar que este resultado permitio determinar el intervalo de
temperatura al cual se deberian de calentar las muestras para eliminar su humedad durante los
estudios de DSC, de manera que el primer ciclo de calentamiento aplicado en dichas pruebas fue
de 20 °C -150 °C. En la siguiente fase de descomposicion, 145 °C - 230 °C (regién Il en la Figura
3.4), se registr6 una pérdida adicional de peso de entre 6% - 9%; dicha perdida podria estar
asociada a la degradacion de las cadenas laterales de PVA (ruptura de grupos -OH), la cual es
acompafada por la formaciéon de productos volatiles [148]. La tercera fase de descomposicidn
tuvo lugar entre 230 °C - 380 °C (Figura 3.4, regién lll), siendo en ella en la que todos los
hidrogeles presentaron la mayor pérdida de peso (alrededor del 44% - 48 %). Dicha pérdida es
atribuida a la ruptura y desintegracion de la estructura molecular del CS, la cual conlleva la
deshidrataciéon de los anillos sacaridos y la descomposicion de las unidades acetiladas vy
desacetiladas [147, 148]. La cuarta fase de descomposicion se localizé entre 380 °C - 500 °C, en
ella registroé una pérdida de peso de entre 12% y 25%, atribuida a la escision de los enlaces C-C
presentes en la cadena principal del PVA. De acuerdo con lo reportado en la literatura, en esta
etapa se genera carbono e hidrocarburos como productos de descomposicion [147, 148]; sin
embargo, esto no pudo ser corroborado debido a que el equipo en el que se realizaron las pruebas
no contaba con un espectrémetro de masas o un equipo de FT-IR conectado a él. Finalmente,
mas alla de los 500 °C, se detectd la presencia de residuos de entre 16% - 19 % del peso inicial.

En la Tabla IV se resumen los resultados del TGA y se muestran los porcentajes de pérdida
de peso que presentdé cada hidrogel en cada una de las fases de descomposicion térmica
identificadas. Como es posible observar, no se aprecid una contribucion significativa de los
MWCNTSs. Sin embargo, diversos autores han demostrado que, bajo una atmaésfera inerte de N,

(como la aqui utilizada), los materiales cargados con particulas de carbono muestran pérdidas y
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Tabla lll. Temperaturas de degradacion y porcentaje de peso perdido en cada etapa de degradacion.

COMPOSICION DEL I I i v Residuos
HIDROGEL 40 -145°C  145-230°C 230-380°C 380 - 500 °C
CS/PVA 4+03% 9+02% 44+£19%  12+09% 17+£1.0%
CS/PVA/GA 9+0.3% 6+02% 47+14%  19+11% 19%202%
CS/PVA/GEN 8+02% 7+£01% 44+06% 25+24% 16+£20%
CS/PVA/IMWCNTs 8+0.7 % 7£02% 48+11%  18+06% 19%£1.0%

CS/PVA/IGEN/MWCNTSs 9+0.6% 7+0.4% 47 +1.0 % 20x05% 18+0.6%

Todas las temperaturas reportadas corresponden a la temperatura promedio y su desviacion tipica muestral.

temperaturas de descomposicién similares a las del polimero sin cargar; no obstante, cuando son
evaluados bajo una atmdsfera oxidante (O;) es posible observar mejoras [149].

Otro factor importante a considerar en el analisis de la estabilidad térmica de los hidrogeles
es la T,,4x; €s decir, la temperatura a la cual se produce la maxima pérdida de peso. Esta puede
ser facilmente identificada en las curvas de DTG (Figura 3.4, recuadro interno); de tal forma que,
la temperatura a la cual se ubique el pico mas grande correspondera a la T,,,. Asi, la
descomposicion maxima de los hidrogeles control de CS/PVA toma lugar alrededor de los 268 °C;
mientras que en los hidrogeles entrecruzados se presenta aproximadamente a los 315 °C y
310 °C para CS/PVA/GA y CS/PVA/GEN, respectivamente. Claramente este incremento, de mas
de 40 °C, es debido a la accion de los agentes entrecruzantes, los cuales actuan como barrera
para minimizar la escisidén y deshidratacion de las cadenas macromoleculares presentes en la
mezcla, mejorando la estabilidad térmica de las membranas de CS/PVA. Dicho comportamiento
también ha sido observado por Islam y Yasin en hidrogeles de CS/PVA entrecruzados con tetraetil
ortosilicato (TEOS) [54].

Por otro lado, en los hidrogeles nanocompuestos de CS/PVA/IMWCNTSs la T,,,, toma lugar a
los 310 °C; mientras que, en los de CS/PVA/GEN/MWCNTSs se presenta alrededor de los 261 °C,
siendo esta ultima temperatura menor a la T,,,, €xhibida por los hidrogeles de CS/PVA/GEN. De
acuerdo con estos resultados es claro que, en la mezcla CS/PVA/GEN, los MWCNTs no
optimizan su estabilidad térmica. Esto, debido por un lado a su baja concentraciéon
(i.e. 0.2% masa/masa de MWCNTSs), y por el otro a la pobre interaccion interfacial que se produce
entre las nanoparticulas y la matriz polimérica de CS/PVA/GEN, la cual se ve entorpecida por la
red polimérica que se genera entre el CS y el GEN. Resultados similares han sido reportados por
Mallakpour et al. [60], quienes encontraron que concentraciones por arriba del 1% masa/masa de

MWCNTs propiciaban una mayor interaccion interfacial y contribuian de mejor manera a la
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estabilidad térmica de los hidrogeles de CS/PVA/Valina; esto debido a la restriccion en el

movimiento de las cadenas poliméricas que las nanoparticulas de carbono generaban.

3.5.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El analisis por DSC fue utilizado con el fin de identificar las temperaturas a las cuales se
presentan las principales transiciones térmicas, T, y T,,, en los hidrogeles sintetizados. Ademas,
através de las entalpias de fusion (AH), también fue posible evaluar su cristalinidad, corroborando
los resultados obtenidos mediante XRD. Dado que los hidrogeles tienden a absorber humedad
del ambiente, todas las muestras fueron sometidas a dos ciclos de calentamiento [92, 150].
Durante el primer ciclo, las muestras se calentaron y se enfriaron (i.e. 20 °C - 150 °C y
150 °C - 0 °C, respectivamente) con el objetivo de eliminar el efecto de la humedad; mientras
que, el segundo ciclo de calentamiento, 0 °C - 250 °C, fue utilizado para evaluar las transiciones
térmicas correspondientes. Cabe sefalar que estos intervalos de temperatura fueron

determinados a partir de los resultados obtenidos en las pruebas de TGA (Seccion 3.5.1).
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Figura 3.5 Termogramas de DSC correspondientes al segundo ciclo de calentamiento al que fueron sometidos los
hidrogeles hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos. En la grafica se sefialan las zonas de las

transiciones termicas: Ty, T, y T,,, propias de cada mezcla.
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En la Figura 3.5 se muestran las curvas de flujo de calor como funcién de la temperatura,
correspondientes al segundo ciclo de calentamiento. Como se puede apreciar en los
termogramas, todos los hidrogeles (CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/IMWCNTs y
CS/PVA/GEN/MWCNTSs) presentaron tres regiones térmicas. La primera, correspondiente a la
temperatura de transicion vitrea (T;), refleja la relajacion dinamica de las cadenas
macromoleculares y el aumento de volumen libre en la red polimérica. La siguiente region, un
pequefo pico endotérmico, corresponde a la temperatura T,.; es decir, la temperatura de fusion
de las regiones cristalinas que se forman tras el primer ciclo de calentamiento. Esto como
resultado del reordenamiento molecular que experimentan las cadenas debido a la extraccion de
las moléculas de agua atrapadas entre las cadenas amorfas. Dado que estas nuevas regiones
cristalinas son mas pequenas y menos estables que aquellas generadas durante la formacion de
los hidrogeles, su temperatura de fusion es inferior (~160 °C); comportamiento que también fue
observado por Nakano et al. [92] en hidrogeles de CS/PVA. Finalmente, la tercera region,
etiquetada como T, corresponde al pico endotérmico asociado a la fusion de los cristales de CS
y PVA generados durante la formacion de los hidrogeles a temperatura ambiente.

La Tabla Ill resume las temperaturas a las cuales se presentan las principales transiciones
térmicas en los hidrogeles hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos. En ella se

puede apreciar que, cuando la mezcla de CS/PVA es entrecruzada con GA o GEN, la T,

experimenta un incremento del 4% y 6%, respectivamente. Dicho aumento se debe a que, como

Tabla IV. Temperaturas criticas de la mezcla CS/PVA y sus mezclas entrecruzadas y/o cargadas con MWCNTSs.

A T br °T

COMPOSICION DEL g x m

HIDROGEL °C) °C) °C)
CS/PVA 84+0.5 159 + 0.1 216+ 0.5
CS/PVA/GA 87 +4.0 162 £ 1.7 214+ 1.4
CS/PVA/GEN 89+5.0 163+ 1.0 213+ 2.0
CS/PVA/MWCNTSs 82+4.0 164 + 2-0 215+ 1.0
CS/PVA/GEN/MWCNTs 87+1.0 162 £ 1.0 210+ 1.0

@ T, se refiere a la temperatura de transicion térmica, bTx representa la temperatura de fusion de las regiones

cristalinas que se formaron durante el ciclo térmico destinado a eliminar la humedad de las muestras y ° T,
corresponde a la temperatura de fusion de los cristales de CS y PVA. Todas las temperaturas reportadas en la
tabla corresponden a la temperatura promedio y su desviacion tipica muestral.
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se ha discutido anteriormente, el entrecruzamiento quimico de la mezcla genera una red
polimérica mucho mas rigida y estable que restringe el libre movimiento de las macromoléculas,
por lo que mayores temperaturas son necesarias para inducir el movimiento colectivo de las
cadenas poliméricas presentes en las regiones amorfas.

Por el contrario, la T,, de estos materiales (CS/PVA/GA y CS/PVA/GEN) mostré un
decremento en temperatura de 2 °C y 3 °C, respectivamente; el cual, como se puede apreciar en
la Figura 3.5 (termograma de color amarillo y azul claro, respectivamente), estuvo acompafado
por el ensanchamiento de su pico endotérmico. Cabe recordar que, las variaciones en este pico
permiten evaluar tanto la compatibilidad/miscibilidad entre los componentes de la mezcla, como
la cristalinidad del polimero estudiado [88]. De forma que, el decremento registrado en la T,,, de
los hidrogeles indica la presencia de fuertes interacciones entre los agentes entrecruzantes (GA
o GEN) y las macromoléculas de CS y/o PVA; lo cual a su vez conlleva modificaciones en la
estructura cristalina, pues el plegamiento de las cadenas se ve limitado. A partir de este pico
endotérmico se calculd la entalpia de fusion (AH) asociada a cada material, encontrandose
valores promedio de: 39.3 +2.6 J/g, 31.4 £ 3.2 J/gy 32.9 + 7.3 J/g para los hidrogeles de CS/PVA,
CS/PVA/GA y CS/PVA/GEN, respectivamente. Dado que, a menor cristalinidad es necesario
suministrar una menor energia para fundir los cristales, estos valores nuevamente sefialan un
decremento en la proporcion cristalina de los hidrogeles entrecruzados; resultados que
concuerdan con aquellos encontrados mediante XRD (Tabla Il, Seccién 3.4).

En la Tabla Ill es evidente que, a diferencia de los hidrogeles entrecruzados, la T, de los

hidrogeles cargados con MWCNTs (CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs) presenté una
ligera disminucion de 2 °C respecto a sus mezclas sin cargar (i.e. CS/PVA y CS/PVA/GEN,
respectivamente), indicando la posible existencia de interacciones débiles entre Ilas
nanoparticulas y la porcién amorfa de la matriz polimérica. Esto debido a que, al no estar
funcionalizados, los MWCNTSs son incapaces de interrelacionarse con las macromoléculas para
favorecer la formacion de una interfase polimero-nanoparticulas; provocando, por el contrario, el
incremento del volumen libre entre las cadenas poliméricas. De modo que, el aumento en el
volumen libre de la red polimérica ocasiona que el movimiento colectivo de las macromoléculas
se origine a temperaturas mas bajas [13, 144].

Por otro lado, el incremento en cristalinidad detectado en los hidrogeles nanocompuestos
durante su analisis por XRD (Seccién 3.4, Tabla Il), es confirmado a través del aumento en la
entalpia de fusiodn del pico endotérmico asociado a la T,,,. Asi, los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs
y CS/PVA/IGEN/MWCNTs presentaron una AH promedio de 48.8 + 0.5 J/gy 354 + 2 J/g,
respectivamente; lo cual a su vez corresponde a un aumento del 24% y 8%, comparado con sus
mezclas base (CS/PVA y CS/PVA/GEN, respectivamente). Ahora bien, dado que la adicion de
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MWCNTSs incrementa la cristalinidad de los hidrogeles nanocompuestos, era de esperarse que
su T, se desplazara hacia temperaturas mayores; no obstante, como se puede observar tanto en
la Figura 3.5 (termogramas de color verde y azul marino) como en la Tabla 1V, ocurrié lo contrario.
De acuerdo con lo reportado por Li et al. [144], esto se debe a que las nanoparticulas actuan
como agentes nucleantes heterogéneos; los cuales favorecen la formacion de regiones cristalinas
con geometria irregular. De modo que, los dominios cristalinos formados por las cadenas de PVA
entorno a los MWCNTSs, poseen interacciones relativamente débiles comparados con los cristales
de la mezcla CS/PVA, propiciando que los primeros comiencen a fundir a una temperatura menor.

Todos estos resultados muestran que, a pesar de que no se encontraron diferencias
significativas en las temperaturas de fusién y de transicion vitrea de los hidrogeles hibridos de
CS/PVA, el efecto de los agentes entrecruzantes sobre las transiciones térmicas fue mas
representativo que el generado por los MWCNTs. Los cuales, como ha sido demostrado,
presentaron interacciones débiles con las cadenas poliméricas de las regiones amorfas,

ocasionando un ligero decremento tanto en la T;,, como en la T, de los hidrogeles

nanocompuestos.

3.6 HIDROFILICIDAD DE VOLUMEN Y DE SUPERFICIE

Es bien sabido que, tanto la capacidad de hinchamiento como la hidrofilicidad/hidrofobicidad
de superficie de los hidrogeles, son dos parametros que se encuentran directamente relacionados
con el comportamiento mecanico y la respuesta bioldgica que presentan este tipo de
materiales [64]. Debido a ello, una vez evaluada la estabilidad térmica de los hidrogeles hibridos
de CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos, sus hidrofilicidades de volumen y de superficie

fueron estudiadas mediante pruebas de hinchamiento y de angulo de contacto, respectivamente.

3.6.1 Cinética de Hinchamiento

Usualmente los hidrogeles presentan un comportamiento altamente hidroéfilo, siendo esta una
caracteristica esencial de este tipo de materiales. Los estudios sobre su cinética de hinchamiento,
permiten evaluar la capacidad de retencién de liquido de su red polimérica, asi como la velocidad
de difusion de este al interior de la red; no obstante, las pruebas de hinchamiento deben
considerarse como una evaluacion relativa del comportamiento del hidrogel en un medio acuoso,
ya que dependen de varios factores y, frecuentemente, los resultados presentan amplias

variaciones [151].
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Figura 3.6 Cinética de hinchamiento de los hidrogeles hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos,
durante las primeras 180 horas. En el recuadro interno se muestra el hinchamiento de los hidrogeles durante los
primeros 30 minutos de la prueba, en donde se aprecia claramente el fenémeno de overshooting que experimentan
los hidrogeles de CS/PVA y CS/PVA/MWCNTs.

La Figura 3.6 muestra las curvas de hinchamiento de los hidrogeles de CS/PVA, CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN, CS/IPVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs. En esta grafica es posible observar
que, durante los primeros minutos, los hidrogeles de CS/PVA y CS/PVA/MWCNTs exhiben un
comportamiento super absorbente, seguido de un deshinchamiento gradual hasta alcanzar una
estabilidad. Este fendmeno es conocido como efecto de sobrerrespuesta u overshooting y se
basa tanto en las fuerzas de contraccion elasticas de la red polimérica, como en el gradiente
adicional de presidon osmotica generado por las cargas electrostaticas y la diferencia de
concentracién de iones dentro y fuera del hidrogel [152-154]. Asi, el sobrehinchamiento inicial
que experimenta la red polimérica viene dado por la rapida formacion de puentes de hidrégeno
entre los numerosos grupos hidréfilos, -NH, y -OH, presentes en la mezcla CS/PVA vy las
moléculas de agua del PBS; lo cual ocasiona que mas agua se oriente alrededor de estos puentes
de hidrégeno y las cadenas poliméricas se desenreden para expandir la red, permitiendo asi la
libre entrada de una mayor cantidad de agua [17]. De esta forma, a medida que el hinchamiento
aumenta, la presion osmética va disminuyendo como resultado del balance i6nico entre los NH3"

presentes en la estructura del CS y la entrada de los iones presentes en el PBS (Na*, CI'y KY);
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asimismo, la fuerza de contraccién elastica de la red se va incrementando y expulsa algunas
moléculas de agua fuera de ella, ocasionando su deshinchamiento. Con el tiempo, ambas fuerzas
se nivelan y se logra un equilibrio fisicoquimico [9, 155]. Este fendbmeno se presenta
frecuentemente en los hidrogeles de CS debido a la protonacion y desprotonacion que pueden
experimentar las aminas (-NH;) presentes en sus cadenas poliméricas; asi, Berger et al. [154] lo
observaron en hidrogeles de CS entrecruzados idnicamente, Gunasekaran et al. [152] lo han
reportado en hidrogeles hibridos de CS/PVA vy, recientemente, nuestro grupo de investigacion lo
observo en hidrogeles de CS/PVA entrecruzados con epiclorhidrina [4]. En el presente trabajo de
investigacién, los hidrogeles de CS/PVA y CS/PVA/MWCNTs experimentaron un
sobrehinchamiento de 1040% y 622%, respectivamente, a los 2.5 min de iniciada la prueba; sin
embargo, tras un periodo aproximado de 3 horas, su hinchamiento al equilibrio fue de 500% y
400%, respectivamente.

En la Figura 3.6 puede apreciar que los hidrogeles entrecruzados de CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN y CS/PVA/GEN/MWCNTs (Figura 3.6; curva amarilla, azul cielo y azul marino,
respectivamente) mostraron un menor indice de hinchamiento al equilibrio, no presentaron el
efecto de sobrerrespuesta y mantuvieron un comportamiento estable practicamente desde el
inicio de la prueba. Lo anterior se debe a que, como fue demostrado en los estudios de FT-IR,
gran parte de los grupos hidréfilos, -NH; y/o -OH, fueron consumidos durante las respectivas
reacciones de entrecruzamiento, dando lugar a una red polimérica con una menor capacidad para
formar puentes de hidrégeno con las moléculas de agua, y con una estructura mas rigida y
compacta que limita la movilidad y deformacion de sus cadenas; lo que resulta en la reduccién
de la capacidad de hinchamiento de estos materiales [145, 146]. Asi, el GA disminuyd 310 puntos
porcentuales la capacidad de hinchamiento al equilibrio de los hidrogeles control de CS/PVA, lo
que corresponde a una reduccion del 60%; mientras que el GEN la disminuy6 un 46% (i.e. 230
puntos porcentuales). No obstante, a fin de asegurar su estabilidad fisica y quimica a largo plazo
en estado hidratado, el entrecruzamiento quimico de dichos hidrogeles es necesario.

Asimismo, resulta evidente que la capacidad de hinchamiento al equilibrio de los hidrogeles
hibridos de CS/PVA/GEN fue significativamente mayor a la exhibida por los hidrogeles de
CS/PVA/GA (i.e. 270% contra 190%, respectivamente). Esto se podria explicar mediante el hecho
de que, a diferencia del entrecruzamiento de la mezcla CS/PVA con GA, el uso de GEN
unicamente implica el consumo de aminas primarias, manteniendo intactos todos los grupos -OH
presentes en el sistema; lo que favorece la hidrofilicidad de estos hidrogeles y genera una red
con un mayor volumen libre. Por tanto, estos resultados demuestran que los agentes
entrecruzantes tienen un efecto significativo sobre la red polimérica, produciendo materiales mas

estables con diferentes capacidades de absorcion.
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Por otra parte, los hidrogeles nanocompuestos (CS/IPVAIMWCNTs vy
CS/PVA/GEN/MWCNTSs) presentaron un hinchamiento al equilibrio de 400% y 225%,
respectivamente; por lo que, el uso de MWCNTs en las matrices poliméricas de CS/PVA y
CS/PVA/GEN redujo su capacidad de hinchamiento alrededor de un 20% y 17%, respectivamente
(i.e. 100 y 45 puntos porcentuales, respectivamente). Resultado que puede ser atribuido a la
naturaleza hidréfoba de estas nanoparticulas [86]. De esta forma, a pesar de que los MWCNTs
redujeron la capacidad de hinchamiento al equilibrio de los hidrogeles, su efecto no fue tan
significativo como el generado por los entrecruzantes quimicos utilizados en este trabajo de
investigacion.

Con todo esto es posible concluir que, la capacidad de hinchamiento al equilibrio de los
hidrogeles depende principalmente de 4 factores: la presencia de grupos hidréfilos en su red
polimérica, la densidad de entrecruzamiento, la elasticidad de la red y el volumen libre disponible.
De ahi que, en otras investigaciones se ha sefialado que la cantidad de liquido que los hidrogeles
son capaces de retener se encuentra directamente relacionada con su comportamiento mecanico
y la estructura de su red polimérica [4, 44, 56, 151]. Por lo que es de esperarse que los hidrogeles
con menor indice de hinchamiento (i.e. CS/PVA/GA, seguidos por CS/PVA/GEN vy
CS/PVA/GEN/MWCNTSs), sean los que presenten una menor razén de deformacién (1), una
mayor resistencia a la traccion (UTS), un mayor modulo elastico (E), un menor peso molecular
entre puntos de entrecruzamiento (M.,;) y un menor tamafo de poro o malla (Dy). Conjeturas que
podran ser corroboradas una vez que las propiedades mecanicas y los parametros estructurales
de todas las redes poliméricas sean evaluados y discutidos en el siguiente capitulo del presente

trabajo de investigacion.

3.6.2 Angulo de Contacto (CA)

Las pruebas de angulo de contacto son uno de los métodos mas utilizados para estudiar las
propiedades de superficie de los polimeros; mediante ellas es posible evaluar la naturaleza
hidréfila o hidréfoba de la superficie de un determinado material, con relativa simplicidad [88]. Por
consiguiente, si el CA se encuentra entre valores de 0°< 0< 90°, significa que el liquido utilizado
moja la superficie del sdélido y por ende es hidréfila a él; mientras que, si el angulo toma valores
entre 90°< ©< 180°, la superficie del solido es hidroéfoba al liquido y este no sera capaz de mojar
su superficie [146].

Cabe resaltar que, a diferencia de las condiciones comunmente reportadas en otros trabajos

de investigacioén, nuestras pruebas se llevaron a cabo con los hidrogeles en estado de hidratacién
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al equilibrio. Esto debido principalmente a dos razones: la primera es que, teniendo presente la
capacidad natural de estos materiales de absorber grandes cantidades de liquido, se ha reportado
que al momento de depositar la gota sobre la superficie del hidrogel en estado seco, este
comienza a hincharse; por lo que a medida que la absorcién incrementa, el volumen de la gota
disminuye y el CA se hace mas pequefio [88], lo que ocasiona disparidades en el método y errores
en las mediciones cuando es necesario comparar diferentes materiales. La segunda razon esta
relacionada con el estado en el que se encontraran los hidrogeles en su campo de aplicacion; de
tal forma que, en el caso de nuestros probables andamios celulares 0 membranas para limpieza
de aguas residuales, los hidrogeles estaran hidratados en todo momento (i.e. durante la formacién
de los constructos, en el cultivo in vitro, durante las pruebas de caracterizacién bioldgica, al
interior del cuerpo, etc.); por lo que evaluar el CA en dicho estado nos permitira obtener resultados
mas certeros.

Asi, en la Figura 3.7 se muestra el angulo de contacto estatico que forma una gota de agua
desionizada inmediatamente después de ser depositada sobre la superficie de los hidrogeles

hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos.
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Figura 3.7 Angulos de contacto formados por las gotas sésiles de agua desionizada (0.5 uL) depositadas sobre la
superficie de los hidrogeles de CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos. En el recuadro interno de la figura se
muestra la variacion del angulo de contacto como funcién del hinchamiento al equilibrio de estos hidrogeles.
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En esta figura se puede apreciar como el CA varia significativamente con la composicion de
los hidrogeles. Por un lado, los hidrogeles control de CS/PVA hidratados al equilibrio (Figura 3.7,
vifieta de color rojo) presentaron un CA de 42° + 7°; concordando con lo reportado previamente
por Bahrami et al. [64]. Por otro lado, cuando los hidrogeles fueron quimicamente entrecruzados
redujeron su hidrofilicidad; de tal forma que, en los hidrogeles de CS/PVA/GA (Figura 3.7, vifieta
de color amarillo), el CA se incrementé alrededor de un 43% pasando de 42° + 7° a 60° + 3°;
mientras que los hidrogeles entrecruzados con GEN (Figura 3.7, vifieta de color azul cielo)
mostraron un CA de 76° + 2°, lo cual corresponde a un incremento aproximado del 81% respecto
a los hidrogeles control de CS/PVA. Ya que en los hidrogeles de CS/PVA/GA la mayoria de los
grupos polares -NH, y -OH, fueron consumidos durante la reaccion de entrecruzamiento con GA,
era de esperarse que estos presentaran una superficie mas hidréfoba (i.e. un mayor CA) que la
de los hidrogeles de CS/PVA/GEN, en los cuales unicamente se consumieron grupos -NH;
durante el entrecruzamiento de su red; no obstante, el resultado fue el contrario. Dicho
comportamiento puede deberse a que, en los hidrogeles entrecruzados con GEN, las
macromoléculas de PVA tienen una mayor libertad para reordenarse y reorientarse hacia la
superficie en respuesta al ambiente acuoso en el que se encuentran inmersos durante el
hinchamiento; de tal forma que, como resultado de dicho reordenamiento, el nUmero de grupos
polares -OH presentes en la superficie de los hidrogeles de CS/PVA/GEN se incrementa,
minimizando la energia superficial del sistema e incrementando de esta forma el angulo de
contacto. Fendmeno que también ha sido observado por Gupta et al. [156] y Kim et al. [157], al
variar la concentracion de grupos -OH en hidrogeles de PVA.

En la Figura 3.7 también es posible observar como la adiciéon de una pequefia cantidad de
MWCNTs (i.e. 0.2% masa/masa) disminuye significativamente la hidrofilicidad de superficie de
los hidrogeles nanocompuestos, respecto a sus similes sin cargar; lo cual es atribuido a la
naturaleza hidréfoba de dichas nanoparticulas. De esta forma, el CA en los hidrogeles de
CS/PVA/IMWCNTSs (Figura 3.7, vifieta de color verde) pas6 de 42° £ 7°a67°+3°yde 76° + 2° a
84° + 7° en los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTSs (Figura 3.7, vifieta de color azul marino);
cambios que corresponden a un incremento del 60% y 11%, respectivamente. Asi, de todos lo
hidrogeles estudiados, los que presentaron el mayor angulo de contacto fueron los hidrogeles de
CS/PVA/GEN/MWCNTSs, los cuales cuentan tanto con la contribucién hidréfoba de los MWCNTSs,
como del agente entrecruzante (i.e. genipin).

A pesar de que los resultados de las pruebas de angulo de contacto demostraron que todos
los hidrogeles sintetizados tenian una superficie moderadamente hidrdfila, resulta evidente que
tanto los agentes entrecruzantes como los MWCNTs son capaces de modificar de manera

significativa la hidrofilicidad de superficie de las membranas de CS/PVA,; por lo que seria posible
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obtener un hidrogel con una hidrofilicidad de superficie especifica, simplemente con variar la
concentracién de CNTs y/o el tipo de agente entrecruzante utilizado (GEN o GA).

En el recuadro interno de la Figura 3.7 se muestra la variacion del CA como funcion del
hinchamiento al equilibrio alcanzado por los hidrogeles hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o
nanocompuestos. En esta grafica se evidencia como la humectabilidad o hidrofilicidad de
superficie de los hidrogeles hibridos esta fuertemente relacionada con su hidrofilicidad de
volumen; ya que, a mayor capacidad de absorcidén, mayor hidrofilicidad de superficie; o bien,
dicho de otra forma: a mayor indice de hinchamiento, menor angulo de contacto. Correlacion que
también ha sido observada en otros trabajos de investigacion [64, 88].

Cabe destacar que, la hidrofilicidad/hidrofobicidad de superficie de un biomaterial es uno de
los parametros que mas influye tanto en la adhesién celular, como en la tasa de proliferacion.
Recientemente se ha encontrado que la adhesion celular es mayor cuando la superficie del
sustrato es moderadamente hidrdfila, ello debido a que las interacciones polares (i.e. puentes de
hidrégeno) que toman lugar entre las proteinas de la membrana celular y los grupos hidréfilos
presentes en la superficie del material se ven favorecidas [18]. En este sentido, la topografia y
rugosidad de la superficie son dos factores que también influirdn en este proceso, ya que una
mayor rugosidad implica un area superficial mas grande en la cual podrian encontrarse un mayor
numero de grupos hidréfilos/hidréfobos. De acuerdo con lo reportado por Gupta et al. [156], el CA
idéneo para el cultivo de fibroblastos se encuentra entre los 55° y 75°. Por lo que, considerando
unicamente este parametro y conforme a los resultados presentados en esta seccion, es probable
que los hidrogeles de CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN y CS/PVA/MWCNTSs sean los que presenten
una mayor adhesion y proliferacion celular. Hipotesis que podra ser validada una vez que se
lleven a cabo las pruebas de caracterizacion bioldgica (Capitulo 6 del presente trabajo de

investigacion).

3.7 TOPOGRAFIA Y RUGOSIDAD DE SUPERFICIE

En los hidrogeles hibridos la morfologia de superficie depende de algunos parametros tales
como: su composicion quimica, la solubilidad de los polimeros, la velocidad de evaporacion de
los disolventes utilizados, el espesor final de la membrana, entre otros [158]. De acuerdo con lo
reportado en la literatura, tanto la hidrofilicidad como la morfologia y la rugosidad de la superficie

son tres de los factores mas relevantes para propiciar la adhesion de las células a un sustrato [18].
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Figura 3.8 Imagenes topogréficas de las superficies de los hidrogeles de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/MWCNTs, y CS/PVA/GEN/MWCNTs obtenidas mediante microscopia de fuerza atémica.
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Asi, a fin de examinar la topografia de superficie y cuantificar su rugosidad, los hidrogeles
hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o cargados con MWCNTSs, fueron estudiados mediante
microscopia de fuerza atdmica (AFM, por sus siglas en inglés). En la Figura 3.8 se muestran las
imagenes tridimensionales correspondientes a la topografia de superficie de cada tipo de hidrogel
hibrido sintetizado, junto con su valor promedio de rugosidad (R,,,s). En estas imagenes se
aprecia como los hidrogeles presentan morfologias y rugosidades muy diferentes dependiendo
de su composicion.

Por un lado, es posible observar como la superficie de las membranas control (CS/PVA,
Figura 3.8 A) exhibe una serie de estructuras fibrilares orientadas al azar, embebidas en una
matriz polimérica de apariencia amorfa y compacta. Este tipo de arreglos fibrilares han sido
previamente observadas por Zhu et al. [159], Bajpai et al. [160] y Yarimitsu et al. [161] en
membranas de PVA obtenidas mediante la técnica de evaporacién de los disolventes. De manera
que, en el presente trabajo de investigacion, dichas estructuras estan asociadas al PVA cristalino;
mientras que, la matriz sobre la cual se encuentran dispuestas corresponde, en gran parte, a las
regiones amorfas del CS y el PVA. En cuanto a la rugosidad, las membranas de CS/PVA
presentaron una R, = 12.4 nm = 3.7 nm.

Por otro lado, cuando la mezcla de CS/PVA es entrecruzada con GA o GEN, los hidrogeles
muestran una superficie completamente distinta (Figura 3.8 B y C, respectivamente). Dichos
cambios en la topografia son inducidos principalmente por la reaccion de entrecruzamiento; la
cual da lugar a una reorganizacion dinamica diferente de la superficie, dependiendo de las
interacciones polimero-polimero que se lleven a cabo. Asi, en los hidrogeles de CS/PVA/GA (en
donde el GA es capaz de reaccionar tanto con los -OH del CS y el PVA, como con los -NH; del
CS), se aprecia una superficie densa, conformada por pequefias protuberancias; las cuales
aparentemente se encuentran distribuidas de forma uniforme a lo largo de toda la superficie.
Mientras que, en los hidrogeles en donde Unicamente son entrecruzados los grupos -NH, del CS
(i.e. CS/PVA/GEN, Figura 3.8 C), se observa una superficie compacta, aspera y arrugada, con
zonas de mayor elevacion. Asimismo, en la Figura 3.8 es posible apreciar como el
entrecruzamiento quimico de la red polimérica mediante GA o GEN produce una disminucion de
la R.ns respecto a los hidrogeles control de CS/PVA de alrededor de un 52% y 13%,
respectivamente. Estos resultados sugieren que, la reorganizacién molecular que conlleva el
entrecruzamiento quimico de los hidrogeles de CS/PVA no solo influye en su cristalinidad, sino
que también se ve reflejada en la rugosidad de su superficie. Asi, el incremento de la fraccidn
amorfa produce cadenas poliméricas orientadas al azar, las cuales dan lugar a una superficie
aspera y arrugada; mientras que, el arreglo regular de las zonas cristalinas genera estructuras

compactas, bien definidas, capaces de incrementar la rugosidad de superficie debido a la altura
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Figura 3.9 Vista superior de la superficie de los hidrogeles de A) CS/PVA/GA y B) CS/PVA/GEN, obtenidas mediante
AFM. Las flechas sefialan las estructuras fibrilares detectadas en la superficie del hidrogel quimicamente entrecruzado
con GA; mientras que, la regiobn punteada marca la zona que presenta una alineacion preferencial en los hidrogeles
entrecruzados con GEN.

y disposicion que dichas estructuras pueden llegar a tener dentro de la matriz amorfa. Fenémeno
que también ha sido observado en otras investigaciones [147, 162, 163]. De esta manera,
dependiendo del agente entrecruzante utilizado (i.e. GEN o GA), se obtendran hidrogeles con
morfologias y rugosidades muy diferentes.

A pesar de que las superficies de los hidrogeles de CS/PVA/GA y CS/PVA/GEN parecen no
presentar las estructuras fibrilares asociadas al PVA cristalino, si se analiza una vista superior de
su topografia, es posible identificar zonas completamente amorfas y pequefias zonas con una
orientacion lineal preferencial (Figura 3.9 A y B; flechas y elipse, respectivamente); las cuales
podrian estar asociadas a las regiones cristalinas aun presentes en estos hidrogeles tras su
entrecruzamiento quimico. Como se puede observar en la Figura 3.9, estas regiones son mayores
y se encuentran mas definidas en los hidrogeles de CS/PVA/GEN, lo cual cobra sentido si se
recuerda que, en ellos, el PVA posee una mayor capacidad de plegarse y formar regiones
cristalinas al no ser capaz de reaccionar con el GEN.

Finalmente, la Figura 3.8 D muestra como la adicién de una pequefa concentracion de
MWCNTs (i.e. 0.2% masa/masa) en la mezcla CS/PVA conlleva un incremento en la densidad de
las estructuras fibrosas. A diferencia de lo observado en las membranas control, estas fibras son
mas delgadas y presentan cierta alineacion; lo cual puede deberse a un acomodo mas ordenado
de las macromoléculas, derivado de las interacciones entre los MWCNTSs y las cadenas de PVA
durante la evaporacion de los disolventes (interacciones que fueron comprobadas en los estudios
de XRD, Seccion 3.4). Esta tendencia también fue observada por Terrazas-Bandala et al. en

membranas de triacetato de celulosa cargadas con 1% masa/masa de nanoparticulas de
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carbono [164]. Asimismo, la superficie de los hidrogeles entrecruzados y cargados
(i.e. CS/PVA/IGEN/MWCNTs, Figura 3.8 E) también presenta las estructuras fibrilares atribuidas
al PVA cristalino [159-161]; las cuales, en este caso, se observan con una estructura mas definida
que las presentes en las membranas de CS/PVA/GEN y se situan sobre una matriz de apariencia
aspera y compacta con algunas regiones de mayor elevacién. Ademas, cabe observar que, las
imagenes topograficas de ambos hidrogeles nanocompuestos exhiben pequefios monticulos que
sobresalen de la superficie y generan un marcado incremento en la altura; de manera que dichas
estructuras son atribuidas a la formacién de cimulos de MWCNTSs.

A su vez, la adicion de MWCNTs modifico la R,,,,s de los hidrogeles respecto a sus similes
sin cargar (i.e. CS/PVA y CS/PVA/GEN), incrementandola alrededor de un 19% y 15% en los
hidrogeles de CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs, respectivamente. Asi, al comparar la
rugosidad de ambos hidrogeles nanocompuestos (i.e. 14.8 nm vs. 12.4 nm para los hidrogeles
de CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs, respectivamente), es posible apreciar que,
nuevamente, el hidrogel entrecruzado es el que presenta la menor R,,; debido a la
reorganizacion que experimentan las cadenas poliméricas.

Todos estos resultados parecen confirmar la existencia de una relacion entre la cristalinidad
y la rugosidad de superficie de los hidrogeles hibridos sintetizados, puesto que aquellos que
presentaron una mayor R, también fueron los que mostraron un mayor porcentaje de
cristalinidad (Seccion 3.4), y viceversa. Por lo que se refiere a la homogeneidad de la superficie,
los hidrogeles de CS/PVA/GA y de CS/PVA/IMWCNTSs fueron los que tuvieron las superficies mas
uniformes, ya que, en comparacion con el resto de los hidrogeles estudiados, la desviacion
estdndar de su rugosidad fue tres veces menor (i.e. SD= 10%). En consecuencia, tanto la
topografia como la rugosidad de superficie de los hidrogeles hibridos de CS/PVA, han
demostrado ser dos parametros altamente dependientes de la estructura de la red polimérica de
los hidrogeles, de manera que estos pueden ser facilmente modificados y optimizados al variar
el tipo de agente entrecruzante y/o la concentraciéon de los MWCNTs. En este sentido,
Battt et al. [162] reportaron un comportamiento similar en membranas de CS/PVA entrecruzadas
mediante radiacion gamma; de manera que, dependiendo de la dosis aplicada la topografia y
rugosidad de las membranas se modificaba.

A pesar de que en otros estudios se ha observado una correlacién entre la rugosidad y el
angulo de contacto [165], los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacién no
mostraron una correlacion directa entre ambos, de manera que la composicién quimica de la
superficie jugd un papel mucho mas relevante en la humectabilidad de estos hidrogeles. De forma
analoga, otras investigaciones sefialan que la hidrofilicidad de volumen de los hidrogeles también

se ve influenciada por la rugosidad [27, 166]. Asi, se observo que los hidrogeles que presentaron
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el mayor hinchamiento al equilibrio (Seccién 3.6.1) también fueron los que tuvieron la mayor
rugosidad. Esto debido a que, por un lado, las imperfecciones topograficas permiten que el liquido
se aloje en las cavidades; mientras que, el incremento del area superficial, propicia que éste
penetre mas facilmente en la red debido al aumento de grupos hidréfilos sobre la superficie del
hidrogel. No obstante, es preciso sefalar que si bien los hidrogeles nanocompuestos exhibieron
las rugosidades mas altas, estos no fueron los que presentaron el mayor hinchamiento, lo cual,

como se discutié anteriormente, se debe al efecto hidréfobo de los MWCNTSs.
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CAPITULO 4

PROBADOR MECANICO PARA ENSAYOS DE TRACCION BIAXAL
POR INDENTACION ESFERICA

Como se menciond anteriormente, uno de los principales objetivos y aportes del presente
trabajo de tesis fue el desarrollo de una metodologia y de un dispositivo experimental capaz de
evaluar el comportamiento macro y micromecanico de membranas elastoméricas (i.e. hidrogeles,
polimeros suaves e incluso algunos tejidos bioldgicos), sometidas a una traccién biaxial mediante
su indentacién esférica. En este capitulo se abordan los aspectos fundamentales sobre el disefio,
la instrumentacion y la validacion de dicho probador. Asimismo, se presentan y se analizan a
detalle los tres modelos comunmente utilizados para determinar las propiedades mecanicas de
membranas delgadas indentadas axisimetricamente (i.e. Yang-Hsu, Liu y Begley-Mackin).
Finalmente, se proponen dos metodologias alternas y una nueva expresion analitica general,

utiles para determinar de manera certera el modulo elastico de los materiales ensayados.

4.1 TRACCION BIAXIAL POR INDENTACION ESFERICA

Si bien el ensayo de traccion uniaxial es muy util para evaluar la respuesta mecanica de gran
parte de los materiales poliméricos, dicho ensayo no brinda informacion suficiente cuando se trata
de membranas delgadas o hidrogeles, ya que estos materiales dificilmente se encuentran
expuestos a esfuerzos uniaxiales en su campo de aplicacién (i.e. andamios celulares, sustitutos
de tejidos bioldgicos, dispositivos médicos y actuadores, entre otros). Por lo tanto, caracterizar
este tipo de materiales bajo esfuerzos biaxiales, esfuerzos ain mas cercanos a los presentes en
el mundo real, resulta de vital importancia.

La imposicién de un estado de esfuerzos biaxial sobre una membrana puede llevarse a cabo
a través de una presion impuesta por un liquido/gas (i.e. prueba de inflamiento), o bien, mediante
la aplicacion de cargas puntuales (i.e. prueba de indentacion) [33]. Por un lado, las pruebas de
inflamiento requieren que las muestras a ser ensayadas se encuentren libres de agujeros o poros,
lo cual es poco factible en el caso de muchos polimeros y tejidos biolégicos. Por otro lado, en las
pruebas de indentacion si es posible evaluar este tipo de materiales, ya sea colocando la
membrana sobre un sustrato, o bien, sujetandola firmemente entre dos placas con un orificio

central, de tal forma que la regién de prueba quede libre y totalmente expuesta a la deflexion que
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le sera impuesta a través de un indentador con geometria esférica (método que se conoce en
inglés como free-standing). De acuerdo con lo reportado en la literatura, el método de
free-standing ofrece varias ventajas en comparacion con el ensayo de indentacién sobre un
sustrato, ya que en el caso de membranas muy delgadas las propiedades del sustrato pueden
influenciar el resultado de la prueba. Asimismo, con el método de free-standing se evitan las
complicaciones asociadas con la interfase membrana-sustrato y se genera una distribucién
esfuerzo/deformacion que facilmente puede ser relacionada con la fuerza y los desplazamientos
aplicados; ademas de que, a diferencia de la indentacion sobre un sustrato, esta permite someter
el material ensayado a grandes deformaciones [33, 38, 167].

Asi, en el presente trabajo de investigacion, la caracterizacion mecanica bajo traccion biaxial
se llevo a cabo utilizando el método de free-standing; lo cual implicé el disefio, construccion,
instrumentacién, control y validacién de un probador mecanico con la capacidad de evaluar
simultaneamente el comportamiento macro y micromecanico de hidrogeles, polimeros suaves e
incluso tejidos biolégicos suaves, a través de un analisis por correlacion de imagenes digitales en
tres dimensiones y del analisis de su perfil de deformacion (equipo que en su conjunto no existia
a nivel cientifico ni comercial). Asimismo, se desarrollé6 una nueva metodologia para determinar

de forma efectiva el médulo elastico de los materiales ensayados.

4.2 DISENO E INSTRUMENTACION DEL PROBADOR MECANICO

El probador mecanico fue disefiado y desarrollado en el Laboratorio de Mecanica y
Micromecanica de Sodlidos del Instituto de Investigaciones en Materiales (IIM, UNAM). Dicho
dispositivo incorpora diversos sensores electrénicos que registran la fuerza y el desplazamiento
aplicados, e incluye tres camaras CCD capaces de registrar, desde diferentes perspectivas, la
deformacién de la membrana durante la prueba de indentacion. Tanto la adquisicién de datos,
como la sincronizacién de los dispositivos Opticos y electrénicos son llevadas a cabo de manera
eficiente mediante un instrumento virtual (V/) programado en LabVIEW.

En la Figura 4.1 se presenta una vista general del probador mecanico a través de una imagen
real (Figura 4.1 A) y de un diagrama en el que se sefalan sus componentes (Figura 4.1 B). En

esta figura se pueden apreciar los tres médulos principales que componen al probador, a saber:

i) el médulo de indentacion,
i) el modulo de vision estereoscopica y
iii) el modulo de vision 2D.
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Las caracteristicas y funciones especificas de cada uno de estos modulos se presentaran a

detalle en las siguientes subsecciones.

Control de posicion
Datos de

fuerza/desplazamiento

Imagen del perfil de deformacién

Camara lateral Instrumento

(médulo de vision 2D) virtual
Actuador Modulo
mecanico DuncanTech | Imagenes

Celda de carga

o0
Porta © %}%\oa
muestras =
e©

Muestra

Céamaras
frontales

Sistema de ajuste

Sistema de iluminaciéon LED lineal y angular

Figura 4.1 Probador mecanico de traccién biaxial mediante indentacién esférica. A) Imagen real del probador
mecanico. B) Diagrama del probador en el que se sefialan cada uno de los médulos y componentes que lo integran.
El recuadro morado engloba el médulo de indentacién (i), el verde el médulo de visién estereoscépica (ii) y entre
ambos se ubica la camara lateral o el médulo de visién 2D.
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4.2.1 Moaddulo de indentacion
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Figura 4.2 Médulo de indentacion. A) Componentes del sistema de indentacién, B) Diagrama del porta-muestras.

El médulo de indentacion (Figura 4.1 B, recuadro morado) es capaz de imponer un estado
de esfuerzos biaxial a través de un indentador esférico, el cual es utilizado para aplicar una carga
transversal sobre la membrana colocada en el porta-muestras. Como se puede observar en la
Figura 4.2 A, el moédulo de indentacion se basa en un marco de carga especialmente disefiado
para ensayar elastomeros suaves y delgados; y fue construido utilizando una serie de postes de
acero inoxidable sobre los cuales descansan el porta-muestras y el sistema de indentacion.

Por un lado, el porta-muestras esta compuesto por dos placas cuadradas (Figura 4.2 B); la
primera es una placa de polimetilmetacrilato (PMMA), mientras que la segunda es una placa
delgada de acero inoxidable. Ambas placas presentan un orificio central de 50 mm de diametro,
el cual corresponde a la region de prueba (i.e. 2a en la Figura 4.2 B). Como se observa en la
Figura 4.2 B, entre ambas placas se localiza un O-ring, el cual es utilizado para sujetar firmemente
a la muestra sin causarle algun dafo que pudieran afectar su respuesta mecanica. Una vez que
la muestra es puesta cuidadosamente en el porta-muestras, este se coloca en el marco de carga
utilizando cuatro tornillos de acero inoxidable.

Por otro lado, el sistema de indentacién esta conformado por un indentador esférico, un
sensor de fuerza y un actuador mecanico (Figura 4.2 A). El actuador mecanico es una platina
motorizada (MTS50-Z8 de Thorlabs), con un intervalo de desplazamiento lineal de 50 mm. La
potencia mecanica de la platina es provista por un servomotor de corriente continua (DC) capaz

de producir movimientos incrementales minimos de 0.05 um, a una velocidad maxima de
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2.4 mm/s y con una precision de 0.7%, a lo largo de todo el intervalo de desplazamiento. Durante
la prueba, el desplazamiento del actuador lineal es controlado y registrado desde LabVIEW a
través de una interfaz grafica de usuario provista por Thorlabs. A fin de validar la exactitud del
desplazamiento del actuador lineal MTS50-Z8, se le acoplé un indicador de posicion digital
Mitutoyo (modelo ID-F150HE); el cual fue utilizado como referencia para medir la longitud de los
desplazamientos. Asi, desplazamientos incrementales de 0.1 mm fueron aplicados entre los
0 mm - 10 mm de la carrera del actuador, incrementos de 0.5 mm entre los 20 mm - 40 mm v,
finalmente, entre los 40 mm - 50 mm nuevamente se aplicaron movimientos incrementales de
0.1 mm. Todos estos desplazamientos fueron aplicados en ambas direcciones y los datos de la
platina motorizada MTS50-Z8 y del indicador digital Mitutoyo fueron registrados y graficados como
se muestra en la Figura 4.3 A. En esta gréfica, es facil observar la buena concordancia que hubo
entre los desplazamientos registrados por ambos instrumentos. De acuerdo con estos resultados,
la platina motorizada presenta un error en desplazamiento menor a una décima de micra, lo cual
demuestra la exactitud del actuador mecanico.

Acoplada a la platina motorizada se encuentra una pieza de acero inoxidable en forma de L
invertida, la cual aloja en uno de sus extremos una celda de carga de alta precision Honeywell
modelo 34 (fuerzas de traccidén y compresion, £111 N) de Honeywell Sensotec. Dicha celda es
utilizada como sensor de fuerza para medir la carga axial que se produce durante el proceso de
indentacion (ver Figura 4.2 A). La adquisicion de los datos generados por la celda de carga se
lleva a cabo mediante una tarjeta NI PCI-GPIB (National Instruments) acoplada a un multimetro
digital (modelo 34401A, Hewlett Packard), el cual es utilizado para registrar la diferencia de
potencial a la salida de la celda de carga durante la prueba de indentacion. Asi, la diferencia de
potencial registrada es transformada en datos de fuerza usando la funcién matematica obtenida
durante el proceso de calibracion de la celda; la cual se llevo a cabo utilizando una serie de pesas
patron. Asi, la curva de calibracion de la celda, tanto para el caso de carga como de descarga,
exhibié un comportamiento lineal (Figura 4.3 B). Estos datos fueron ajustados mediante el método
de cuadrados minimos lineales a fin de obtener un modelo matematico que relacionara la
diferencia de potencial a |la salida de la celda con la fuerza censada, y a partir de estos resultados
se encontro que, el dispositivo es capaz de detectar fuerzas de hasta 111 N con una incertidumbre
de +0.03 N bajo cargas de traccién o compresion.

La carga aplicada por el actuador mecanico es transferida a la muestra mediante el
indentador (una esfera de acero inoxidable de 5 mm de radio, acoplada a la celda de carga). De
modo que este es posicionado en el centro de la region de prueba, a fin de producir la deformacion
axisimétrica de la membrana (Figura 4.2). Tanto el porta-muestras, como el indentador esférico

fueron disefiados y manufacturados considerando una serie de parametros geométricos
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utilizados en trabajos previos [36, 37, 39]; los cuales sugieren el uso de una razén, entre el radio
del bastidor (a) y el radio del indentador (R), cercana a 5. Asimismo, existen otras condiciones
importantes que deben ser satisfechas a fin de asegurar un comportamiento de membrana
durante los ensayos de indentacién. La primera de ellas esta relacionada con el desplazamiento
central aplicado (6), de tal forma que este debe ser al menos 10 veces mayor al espesor de la
muestra (h), i.e. §/h > 10. La segunda condicion corresponde a la razén entre el radio del
bastidor (a) y el espesor de la membrana (h), de manera que se debe cumplir que a/h > 6. De
acuerdo con lo descrito en la literatura, si se cumplen estas tres condiciones, los efectos por
flexion pueden ser despreciados, asegurando un comportamiento de membrana no lineal en la

muestra ensayada [168].
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Figura 4.3 Resultados de la calibracion de sensores y actuadores. A) Platina motorizada MTS50-Z8, B) Celda de
carga Honeywell, C) Medida del desplazamiento fuera del plano utilizando 3D-DIC y D) Determinacién del tamafio
de pixel de la camara lateral.
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4.2.2 Moadulo de vision

El sistema de adquisicion de imagenes del probador mecanico biaxial esta compuesto por
tres camaras CCD. Dos de ellas se localizan frente al mddulo de indentacion (conformando el
sistema de vision estereoscopico); mientras que, la tercera se ubica a un costado del
porta-muestras a fin de registrar el perfil deformado de la membrana (esta ultima camara
conforma el denominado modulo de vision lateral o 2D). Cabe sefialar que ambos modulos son
capaces de trabajar de forma simultanea o independiente, de manera que el usuario puede
seleccionar la modalidad de trabajo dependiendo de los datos requeridos para estimar las

propiedades mecanicas de la muestra a ensayar.

4.2.2.1 Moddulo de vision estereoscopica

El modulo de vision estereoscépica (Figura 4.1 B, recuadro verde) utiliza dos camaras CCD
monocromaticas (1/2 CCD), acopladas con lentes de 35 mm, a fin de obtener una magnificacion
adecuada de la deformacion de la superficie del material. Las camaras estan situadas sobre un
riel de aluminio localizado frente al médulo de indentacion biaxial, de tal forma que ambas son
capaces de adquirir imagenes de la superficie de la muestra desde puntos de vista ligeramente
diferentes, pero conocidos. A fin de alinear las camaras para obtener pares de imagenes
analogos, su posicién puede ser ajustada de forma independiente a través de unas platinas
lineales bidimensionales (X-Y) de alta precision. Asi, en la direccion X se lleva a cabo el ajuste
de la distancia entre las camaras (también conocida como separaciéon interaxial o base
estereoscopica); mientras que en el eje Y se ajusta la distancia de trabajo, es decir, la distancia
entre las camaras y el objeto de medicion. Asimismo, una platina goniométrica es utilizada para
fijar el angulo entre el eje 6ptico de la camara y la superficie de la muestra (i.e. el angulo
estereoscopico); lo cual permite tomar imagenes de una misma area del objeto, pero desde
angulos ligeramente diferentes, conformando asi los pares de imagenes estereoscopicos [169].
En la Figura 4.4 se muestra un esquema ilustrativo de estas distancias, asi como del plano de
visidon que tendria cada camara conforme al angulo estereoscopico establecido.

La adquisicién de las imagenes se lleva a cabo mediante una tarjeta de video NI IMAQ
PCI-1428 de National Instruments y, a través de un VI programado en LabVIEW, los pares de
imagenes capturados son mostrados en tiempo real y almacenados para su posterior
procesamiento y analisis. Asi, los pares de imagenes capturados por el mdédulo de vision
estereoscopica, seran utiles para evaluar el comportamiento micromecanico de los materiales

ensayados mediante un analisis de correlacion de imagenes digitales en 3D (3D-DIC).
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Figura 4.4 Diagrama de la posicion de las camaras y sus respectivos planos de vision.

A fin de obtener el campo de microdeformaciones que presentan los materiales ensayados,
en este proyecto de investigacion, la 3D-DIC se llevara a cabo utilizando el software
ARAMIS v.6.3 de Gom Optical Measurements Techniques; el cual es un software especializado
de correlacion de imagenes digitales capaz de registrar, analizar y estimar, mediante 2D-DIC o
3D-DIC las deformaciones materiales experimentadas por un objeto.

La 3D-DIC es una técnica 6ptica no intrusiva que permite medir con precision el campo de
desplazamientos de una superficie 3D, curva o plana, haciendo uso de una funcién de correlacion
cruzada entre los pares de imagenes estudiados [169, 170]. El software de 3D-DIC identifica la
estructura de la superficie del objeto medido en las imagenes digitales y les asigna coordenadas
a los pixeles de las imagenes a evaluar. De este modo, las imagenes se segmentan en pequefas
regiones de interés conocidas como facetas. Luego, el software de 3D-DIC combina cada imagen
adquirida considerando un indice de correlacidn maximo entre facetas y calcula su campo de
desplazamiento; lo cual se logra comparando una imagen de referencia (que representa el estado
no deformado de la muestra), con las imagenes subsecuentes a diferentes etapas de deformacion
(Figura 4.5) [169]. Posteriormente, aplicando diferentes criterios de traccidén (tales como von
Mises o Tresca), las microdeformaciones principales (maxima y minima) pueden ser facilmente
calculadas a partir del campo de desplazamiento y del tensor del gradiente de deformacion.

Es importante tener en cuenta que la superficie del objeto evaluado debe presentar un patrén
estocastico a fin de asignar e identificar claramente las facetas en el conjunto de imagenes [171].
No obstante, la mayoria de los materiales muestran una superficie 6pticamente uniforme, por lo
que es necesario crear un patron aleatorio sobre la superficie de la muestra, buscando mejorar

el proceso de correlacion cruzada entre las imagenes estereoscopicas.
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Figura 4.5 Esquema ilustrativo del método de correlacion de imagenes digitales.

Con la finalidad de compensar las distorsiones de la lente y minimizar los errores durante el
proceso de correlacidn, garantizando asi la consistencia dimensional del sistema de medicién, es
muy importante que antes de realizar cualquier medicién las camaras CCD sean calibradas
siguiendo el protocolo descrito en el manual de usuario de ARAMIS [171]. Asi, el proceso de
calibraciéon se realiza utilizando paneles de calibracion especializados, los cuales contienen un
conjunto de puntos de referencia dispuestos a distancias especificas a lo largo del panel. Durante
la calibracién, la separacion interaxial, la distancia de trabajo y el angulo estereoscoépico de las
camaras son determinados.

Con la finalidad de confirmar la consistencia dimensional de las mediciones hechas por el
software de DIC tras la calibracién de las camaras, los desplazamientos registrados por el
actuador mecanico se compararon con los determinados mediante 3D-DIC (Figura 4.3 C),
encontrandose una incertidumbre de £0.1%. Este resultado demuestra la buena correspondencia

entre ambos métodos de medicion.

4.2,.2.2 Modulo de vision lateral o 2D

El médulo de vision lateral estd compuesto por una camara CCD monocromatica
(1/2 en CCD) con una montura tipo C y una lente de 35 mm. Esta tercera camara se localiza a un
costado del porta-muestras (perpendicular al plano de indentacioén) con la finalidad de registrar el

perfil de deformacién de la muestra ensayada (Figura 4.2 A). La camara se colocé a 315 mm del
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objeto de medicion, siendo esta una distancia de trabajo que permitia un aumento y una
resolucion adecuada del perfil de deformacion completo de la muestra.

Al igual que el modulo de vision estereoscopica, la adquisicion de imagenes durante la
prueba de indentacion se lleva a cabo mediante una tarjeta de video NI IMAQ PCI-1428 de
National Instruments, lo que permite que las imagenes de los perfiles de deformacién se guarden
en la computadora para su posterior procesamiento y analisis. En este caso, las imagenes del
perfil deformado de la membrana seran utiles para determinar, mediante una nueva metodologia,
el modulo elastico macromecanico (E) y la razén de deformacién en el polo (1,) de los materiales
ensayados. El desarrollo de dicha metodologia sera presentado a detalle en la Seccion 4.4.2.

La calibracién de la camara lateral se llevé a cabo utilizando un micrometro para analisis de
imagen de Edmund Optics. En la Figura 4.3 D se muestran los resultados del proceso de
calibracién, asi como una imagen de la barra de escala utilizada. A partir de esta calibracion, fue
posible determinar que 29.7 pixeles + 0.7 pixeles corresponden a 1 mm, lo que indica que el
tamano de pixel para las imagenes laterales es de 33.7 ym/pixel £ 0.8 pym/pixel. Este factor de
escala o tamafio de pixel sera necesario para determinar, a partir de las imagenes de deformacioén
del perfil, el radio de la regién de contacto (p.), la deflexién central maxima (§,) y la funcién
matematica que describe el perfil indentado (f (p;)). Dicha informacién, junto con los datos de
fuerza, el radio del indentador (R) y el espesor de la muestra (h), permitiran estimar el médulo de

elasticidad macromecanico de los materiales analizados.

4.2.3 Instrumento virtual (Vi)

Como se menciono anteriormente, todos los datos e imagenes derivados de los experimentos
realizados con el dispositivo de pruebas biaxial (incluidos los datos de tiempo, desplazamiento y
fuerza; asi como las imagenes capturadas por los moédulos de vision lateral y estereoscépica),
fueron sincronizados y almacenados en una PC a través de un V/ programado en LabVIEW.
Dicho VI esta compuesto por dos médulos: el primer médulo se utiliza para controlar algunos
parametros experimentales tales como la longitud de la indentacién, la velocidad de indentacion
y la configuracién de las camaras (i.e. la ganancia, el tiempo de integracion y la frecuencia de
adquisicion, entre otros). Por otro lado, el segundo modulo se encarga de almacenar y mostrar
en tiempo real los datos experimentales (i.e. tiempo, desplazamiento y fuerza aplicada) y el
conjunto de imagenes digitales registradas por los modulos de visién. En la Figura 4.6 se muestra

una imagen de la interfaz grafica de dicho VI.
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Figura 4.6 Interfaz grafica del VI programado en LabVIEW para el control y la adquisicién de datos del probador
mecanico de traccién biaxial por indentacion.

4.3 METODOLOGIA PARA LA VALIDACION DEL PROBADOR MECANICO

A fin de validar el probador mecanico fue necesario caracterizar un material cuyas
propiedades mecanicas ya estuvieran ampliamente reportadas. Asi, el material de referencia
elegido fue el latex natural (NR, por sus siglas en inglés); por lo que resulté necesario preparar
membranas de NR y, posteriormente, someterlas a pruebas de tracciéon uniaxial y biaxial por

indentacion esférica.

4.3.1 Preparacion de las membranas de latex natural

Para la elaboracion de las membranas se utilizo latex natural fresco (NRL) procedente de
arboles Hevea brasiliensis. Con el fin de obtener membranas delgadas, aproximadamente 15 mL
del latex liquido fueron vertidos en discos de Teflon; los cuales, posteriormente, fueron colocados

sobre una superficie nivelada y se dejaron secar a temperatura ambiente durante seis dias. Una
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vez formadas, las membranas de NR fueron cuidadosamente separadas de los discos y su
espesor fue medido a lo largo de diferentes puntos con ayuda de un micrometro digital Mitutoyo.
Asi, las membranas presentaron un diametro de 14 cm y un espesor promedio de
0.72 mm £ 0.04 mm; asimismo, mostraron una superficie uniforme, ligeramente amarillenta, libre
de burbujas u orificios que pudieran modificar su comportamiento mecanico. Finalmente, las

membranas de NR fueron almacenadas en un desecador hasta su caracterizacidn mecanica.

4.3.2 Caracterizacion mecanica

Cabe sefalar que, conocer la respuesta mecanica de materiales poliméricos, Unicamente
bajo esfuerzos uniaxiales, no es suficiente cuando dichos materiales se utilizan en aplicaciones
cuyos entornos estan sometidos a esfuerzos biaxiales. De modo que, la caracterizacién mecanica
de las membranas de NR se llevé a cabo mediante pruebas de traccion uniaxial y biaxial.

Las pruebas de traccion uniaxial se realizaron con el fin de comparar los resultados de ambos
ensayos. De manera que, el médulo de elasticidad determinado a partir de estas pruebas sera
considerado como un valor de referencia para validar los resultados obtenidos a partir de la
indentacion axisimétrica de las membranas utilizando el probador mecanico desarrollado.
Asimismo, estos resultados experimentales seran comparados con los modelos mecanicos de
Yang et al. [36], Begley et al. [38] y Liu et al. [37]; los cuales son considerados estandares para

describir el comportamiento mecanico de membranas delgadas bajo indentacién esférica.

4.3.2.1 Prueba de traccion uniaxial

Para llevar a cabo las pruebas de traccion uniaxial fueron cortadas 5 probetas de NR con
ayuda de un suaje con geometria de mancuerna y dimensiones escaladas acordes al estandar
ASTM D1708 [122]. Posteriormente, el espesor de las probetas se midié en 3 puntos diferentes,
con un micrometro digital Mitutoyo, a fin de obtener el espesor promedio de cada muestra.
Finalmente, las probetas se montaron cuidadosamente entre las mordazas del probador de
traccion uniaxial descrito en el Capitulo 2 (Seccién 2.3.1.1) y se deformaron a temperatura
ambiente (i.e. 23 °C £ 1 °C) a una velocidad de 0.16 mm/s.

Los datos de desplazamiento y fuerza registrados se utilizaron para obtener curvas de
traccion (o) vs. razén de elongacién (1), a partir de las cuales el modulo de corte (u) de cada
probeta fue determinado mediante el modelo de Ogden, de segundo orden, para sélidos

incomprensibles (12) [125]:
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O'()L) — #1(’10:1_1 _ /’l—(1+0.5(x1)) + ,112(/1“2‘1 _ /1—(1+O.5a2)) (12)

en dénde u4, u,, a; Y a, son coeficientes usados para determinar el médulo de corte. Es preciso
notar que, de acuerdo con la funcidon de energia de traccion propuesta por Ogden, todos estos
parametros estan relacionados con los invariantes de deformacion de materiales incompresibles.

De acuerdo con Ogden [125], una vez que los parametros elasticos u;, u,, @; y a,, son
determinados, el modulo de corte (1) puede ser obtenido de la relacién p = %(M% + Uray).

Finalmente, teniendo en cuenta que el NR puede considerarse como un material incompresible,
el médulo elastico (E) se puede estimar como E = 2u(1 + v), donde el coeficiente de Poisson,

representado por v, toma un valor de 0.5 para los elastémeros [124].

4.3.2.2 Prueba de traccion biaxial por indentacion esférica

A fin de evaluar el comportamiento macro y micromecanico de las membranas de NR, las
probetas que serian ensayadas bajo traccion biaxial por indentacién esférica fueron cortadas con
ayuda de un suaje circular de 60 mm de diametro. Debido a que las muestras presentaban una
superficie uniforme, fue necesario crear un patron estocastico blanco/negro sobre su superficie,
a fin de obtener resultados certeros y de hacer mas eficiente el proceso de correlacion de las
imagenes digitales. Por lo tanto, una cara de las probetas fue cubierta con maquillaje artistico
blanco mate y sobre ella se esparcié cuidadosamente el polvo de un gis negro, creando asi el
patron estocastico requerido. Posteriormente, las probetas fueron colocadas cuidadosamente
entre las placas del porta-muestras y ambas se fijaron firmemente procurando que la muestra
mantuviera una superficie libre de arrugas. Finalmente, las membranas fueron sometidas a una
indentacion de 4 mm, 6 mm y 8 mm, a una velocidad constante de 0.16 mm/s.

A fin de obtener mediciones confiables, antes de iniciar las pruebas, las camaras fueron
calibradas conforme al protocolo sefialado en el manual de ARAMIS [171]. De modo que el angulo
estereoscopico fue de 25 °, la separacion interaxial entre camaras de 176 mm y la distancia de
trabajo de 485 mm. Mientras tanto, la camara lateral se mantuvo a una distancia de 315 mm del
centro del porta-muestras a fin de obtener una imagen completa del perfil de deformacién. Con
todos estos parametros fue posible tener un volumen de trabajo de hasta
100 mm x 85 mm x 100 mm, lo cual resultd suficiente para el arreglo experimental propuesto.

A lo largo de la prueba de indentacion, los datos de la fuerza aplicada, la profundidad de
indentacion y el tiempo son registrados y almacenados junto con sus correspondientes imagenes

estereoscopicas y perfiles de deformacion. Como se mencioné anteriormente, las imagenes
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estereoscopicas son utiles para evaluar el comportamiento micromecanico de las membranas a
través de su analisis por 3D-DIC utilizando el software ARAMIS. Durante la 3D-DIC, se utilizé una
ventana de correlacion de 19 pixeles x 19 pixeles y un tamafo de paso de 4 pixeles. Ademas, las
deformaciones principales se calcularon utilizando el criterio de von Mises del software ARAMIS.

Por otro lado, el comportamiento macromecanico de las membranas de NR se evalué a partir
de los datos de carga y desplazamiento central, utilizando los modelos disponibles en la literatura
para tal fin, es decir, los de Yang [36], Liu [37] y Begley [38]. De manera paralela fue desarrollada
una metodologia alterna, util para determinar el médulo elastico de las membranas a partir de la
imagen del perfil deformado de la membrana, o bien, mediante los datos de fuerza e indentacion

registrado por el probador mecanico.

4.4 VALIDACION DEL PROBADOR MECANICO PARA ENSAYOS DE TRACCION
BIAXIAL Y DESARROLLO DE LA METODOLOGIA PARA EVALUAR PROPIEDADES
MECANICAS DE MEMBRANAS

En las siguientes subsecciones se presentaran y se compararan a detalle los resultados,

experimentales y analiticos, derivados de las pruebas mecanicas realizadas.

4.4.1 Respuesta mecanica del NR bajo traccion uniaxial

Como se menciond anteriormente, la prueba de traccion uniaxial se realizé a fin de tener un
valor de referencia del modulo elastico de las membranas de NR, el cual, posteriormente sera
comparado con el obtenido a través de las pruebas de traccion biaxial. La Figura 4.7 muestra una
curva representativa de esfuerzo (g) como funcién de la razén de elongacién (1) de una de las
probetas de NR ensayadas (linea continua), junto con su correspondiente curva ajustada (linea
roja discontinua). En esta figura es posible observar como la respuesta mecanica no lineal,
caracteristica de los materiales elastoméricos sujetos a un sistema de esfuerzos uniaxial, es
perfectamente descrito por el modelo de Ogden de segundo orden. Asi, las muestras de NR
mostraron un modulo de elasticidad (E) de 0.81MPa + 0.07 MPa, el cual se encuentra dentro del
intervalo de valores previamente reportado por otros autores [172-175]. De acuerdo con estos
trabajos, el E del latex natural oscila entre 0.7 MPa y 1.5 MPa. Es bien sabido que las propiedades
mecanicas del NR varian con la temperatura y tienden a deteriorarse cuando este se expone a la
luz solar, el ozono o el oxigeno [173, 176], o cual explicaria el intervalo tan amplio reportado para

su modulo elastico.
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Figura 4.7 Comportamiento mecanico de las membranas de latex natural bajo un sistema uniaxial de esfuerzos.

4.4.2 Respuesta macromecanica del NR y desarrollo de las metodologias para evaluar
el médulo elastico de las membranas

A continuacion, se lleva a cabo el analisis de los modelos disponibles en la literatura para
evaluar el comportamiento mecanico de membranas delgadas esféricamente indentadas a fin de
discutir los alcances y limitaciones de cada uno de ellos. Asimismo, se desarrollan dos
metodologias y una nueva expresion general para determinar el modulo elastico de las
membranas a partir de los datos capturados con el probador mecanico para ensayos de traccion

biaxial (i.e. imagen del perfil de deformacion y/o datos de fuerza y desplazamiento).

4.4.2.1 Metodologia para estimar el médulo eldstico mediante el archivo de datos

Con el fin de resolver el problema de la membrana circular indentada axisimetricamente
mediante un indentador esférico, Yang y Hsu [36] dividieron la membrana deformada en dos
regiones: la regién en contacto con el indentador, denominada regién de contacto, y la region
libre de una carga externa, llamada region de no contacto. En la Figura 4.8 se muestra un

esquema descriptivo de la deformacion que experimenta una membrana delgada al ser
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esféricamente indentada; en dicho diagrama se sefialan las regiones de contacto y de no contacto
consideradas por Yang y Hsu, y se sefalan una serie de variables que seran de suma utilidad
para entender los modelos mecanicos estudiados de aqui en adelante.

Dado que las membranas elastoméricas se consideran elasticas, isotropicas e
incompresibles, la funcion de energia de deformacion de Mooney-Rivlin es frecuentemente
utilizada para modelar su comportamiento [126, 177]. Asi, tomando como base dicha funcién de
energia, Yang y Hsu desarrollaron y proporcionaron las soluciones numéricas de tres ecuaciones
diferenciales ordinarias no lineales de primer orden, las cuales rigen el comportamiento de
deformacién de la membrana cuando se le aplica una carga en direccion transversal [36].

En su enfoque, Yang y Hsu solo consideran la traccién por estiramiento, mientras que la
traccion por flexion es ignorada. Dichas soluciones numéricas fueron adoptadas por Liu y Ju para
obtener un modelo matematico a través del cual se pudiera determinar el moédulo elastico de
membranas delgadas [37]. En el modelo de Liu (ecuacion (13)), w representa la carga aplicada,

h es el espesor de la membrana, § es el desplazamiento central y R es el radio del indentador.

6w

" ERhR

0.78 (%) +0.075 (%)2 (13)

Asi, el médulo elastico de la membrana puede ser facilmente determinado reorganizando la

expresion (13) una vez que w, h y R son conocidos.

0 — R
Membrana sin -
deformar A" o a
~ ] mpmmm———- f-pmmmmmmaa
h
Membrana o
deformada v Perfil de
Cambio de deformacion
posicion v )
W .-y ;
«— Regién de
Region de no contacto
contacto

Figura 4.8 Esquema descriptivo de la deformacion de la membrana bajo traccion biaxial. En el esquema R se refiere al
radio del indentador, a es el radio de la regiéon de prueba, h es el espesor de la membrana, w la carga aplicada y §
hace referencia al desplazamiento/deflexién/indentacion de la membrana.
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De este modo, aplicando el modelo de Liu a los datos adquiridos durante las pruebas de
indentacion de las membranas de NR, los moddulos elasticos estimados fueron
0.16 MPa £ 0.01 MPa, 0.34 MPa £+ 0.01 MPa y 0.55 MPa % 0.02 MPa para desplazamientos

centrales § de 4 mm, 6 mm y 8 mm, respectivamente; los cuales a su vez corresponden a valores
%de 0.8, 1.2y 1.6, respectivamente.

De acuerdo con los trabajos de Liu [37, 39, 178, 179], su modelo fue desarrollado para un
arreglo experimental en donde se cumpliera que % ~ 5y la razén % oscilara entre 0 y 1.7. Cabe
sefalar que, en nuestros experimentos, ambas condiciones fueron satisfechas; no obstante, el
valor estimado de E fue significativamente diferente para cada % ensayado, lo que indica que el

modelo de Liu no es lo suficientemente exacto para determinar el modulo elastico de materiales
elastoméricos en el intervalo especificado. Esto debido a que un modelo consistente deberia de
predecir modulos similares a lo largo de todo su intervalo de trabajo.

Asimismo, el modelo de Liu asume que el esfuerzo de traccion dominara la deformacion de

la membrana sobre la flexién, de modo que la muestra exhibira un comportamiento de membrana

. : . : 8
no lineal. Sin embargo, tales suposiciones no pueden ser aseguradas para todo el intervalo 7

sugerido por los autores (i.e. 0 < g < 1.7) [37, 39, 178, 179]. Con el objetivo de determinar si los

efectos de flexidon de la muestra pueden ser despreciados, es importante tomar en consideracion
un conjunto de criterios particulares. Asi, a fin de limitar el esfuerzo de indentacién y evitar una

deformacion altamente localizada, el radio del indentador debe de ser del tamano de una fraccion

representativa de la regidn de prueba, porlo que% ~ 5[36]; ademas, la razén % debe de ser mayor

a 6 para considerar a la muestra como una membrana delgada cuyo comportamiento de
deformacién a grandes deflexiones estara dominado por el esfuerzo de traccién [180]; v,
finalmente, para garantizar la imposicién de una deformacion en la que el efecto de flexidon pueda
ser considerado insignificante, la § aplicada debe de ser, al menos, 10 veces el valor de h [181].
Bajo nuestras condiciones experimentales, los primeros dos criterios siempre se cumplieron; no
obstante, el tercer criterio solo se cumplié cuando § = 8 mm.

Ademas, de acuerdo con lo propuesto y definido por Begley y Mackin [38], la suposicién de
que el estado de traccion domina sobre la flexion, debe de ser validada utilizando un parametro

adimensional denominado A;:

N W

2 = 121 — vz (2 (14)
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donde v es el coeficiente de Poisson y, como ya se ha planteado anteriormente, usualmente
toma un valor de 0.5 para materiales elastoméricos [124], a es el radio de la regién de prueba, w
es la carga aplicada, h corresponde al espesor de la membrana y E representa el médulo elastico
esperado para la muestra.

Segun Begley y Mackin [38, 168], para una membrana sujeta a free-standing, un
comportamiento de placa o de flexion dominara cuando A; < 85; la traccion dominara si A5 es
mayor que 3x10* y una transicién gradual de flexidn-traccién (i.e. comportamiento de placa-
membrana no lineal) se presentara en el intervalo intermedio, 85 < 1, < 3x10*. De esta manera,
A puede ser utilizado para determinar si la flexion podria ser, o no, razonablemente despreciada.
Asi, los valores de A, para nuestras membranas de NR (considerando el médulo elastico uniaxial
obtenido previamente como la E esperada), fueron 5.13x10°, 1.81x10* y 4.36x10" para § = 4 mm,
6 mm y 8 mm, respectivamente. Estos resultados confirman que solo bajo desplazamientos
centrales de § = 8 mm las membranas de NR presentaran un comportamiento de membrana no
lineal. Por lo tanto, en nuestro caso, el modelo de Liu Unicamente es valido para estimar el médulo
elastico de las membranas de NR cuando se aplican desplazamientos centrales de § = 8 mm. No
obstante, el modulo de elasticidad calculado para dicha § fue aproximadamente 33% mas bajo
que el estimado por la prueba de traccion uniaxial, es decir, 0.55 MPa + 0.02 MPa frente a
0.81 MPa + 0.07 MPa, respectivamente. Por otro lado, para evaluar Ea § =6 mmy 4 mm, es
necesario utilizar un modelo capaz de describir correctamente la transicion de comportamiento
de tipo placa (i.e. flexién pura) a un comportamiento de membrana no lineal (i.e. traccién pura).

El estudio de Begley y Mackin [38] también considera la indentacién de una membrana
circular en el contexto de la teoria de grandes deformaciones. En este sentido, ellos adoptaron la
descripcién de un material de tipo neo-Hookean'? para desarrollar soluciones aproximadas que
resolvieran el problema de una membrana deformada axisimetricamente, considerando un
tamafo de contacto finito entre esta y el indentador. Para ello, al igual que Yang y Hsu [36],
Begley y Mackin también dividieron la membrana deformada en dos regiones y obtuvieron dos
expresiones que describen su comportamiento de deflexion: una para la region de contacto y otra
para la region de no contacto. Para el analisis de la region de contacto, asumieron que las razones
de traccion son aproximadamente iguales; mientras que, para describir la respuesta de la region
de no contacto, asumieron que las deformaciones circunferenciales son despreciables en relacién
con las deformaciones radiales que se producen [38]. Ademas, supusieron que la rigidez de

flexion de la membrana es despreciable en comparacion con la rigidez de traccion.

2 Este tipo de materiales presentan un comportamiento elastico no lineal a grandes deformaciones y un

comportamiento lineal a pequefas deformaciones.
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Segun las soluciones aproximadas de forma cerrada obtenidas por Begley y Mackin [33, 38],

la deflexién de la membrana en funcion de la carga aplicada esta dada por:

1

1= G o)’ (15)

Este modelo es valido para membranas con un coeficiente de Poisson v = 0.5, que no
presenten predeformacion (e, = 0) y que tengan un contacto libre de friccién con el indentador
esférico [38]. Dado que el modelo aproximado de carga-deflexién desarrollado por Begley y
Mackin considera que la presién de contacto se distribuye sobre un radio finito (ecuacion (15)),
este presenta una dependencia tanto de la region de prueba, a, como del radio del indentador, R.
Asimismo, exhibe una relacion constitutiva no lineal, w « §3, similar a la de los modelos de carga
puntual que desprecian el tamafo de la region de contacto (i.e. las soluciones clasicas de tipo
Schwerin) [33, 168].

08—
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Figura 4.9 Comportamiento mecanico de las membranas de latex natural bajo un sistema biaxial de esfuerzos
impuesto mediante indentacion esférica. Los datos experimentales (puntos) fueron ajustados conforme al modelo
reportado por Begley-Mackin (linea discontinua).
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Para determinar si la solucién aproximada carga-deflexion proporcionada por Begley y
Mackin es lo suficientemente precisa para extraer las propiedades mecanicas de membranas
sujetas a pruebas de indentacién esférica, se llevd a cabo una comparacion entre su solucién
analitica y nuestros datos experimentales. La Figura 4.9 muestra la curva experimental
carga-deflexion (w vs. §) de una de las membranas de NR indentada a § = 8 mm utilizando el
probador mecanico biaxial desarrollado. En esta grafica es posible observar como la carga
requerida para deflectar la membrana de NR aumenta a medida que el desplazamiento central
es mayor, hasta alcanzar un valor maximo a la indentacién maxima aplicada. Ademas, los datos
experimentales (Figura 4.9, puntos) siguen el comportamiento de la ley de potencia cubica, tipica
de membranas no lineales en las que domina la traccion. La linea discontinua en esta figura
corresponde a la solucién analitica del modelo aproximado carga-deflexion de Begley-Mackin, el
cual, como puede apreciarse, coincide de forma adecuada con los datos experimentales a lo largo
de todo el intervalo de 6. De modo que, el modelo de carga-deflexion de Begley-Mackin es capaz
de describir de manera eficiente el comportamiento de una membrana sometida a una indentacién
axisimétrica.

Dado que, en nuestro arreglo experimental, R, a, h, v, w y § son parametros conocidos, el
modulo elastico de las membranas de NR puede ser facilmente calculando al despejar E de la
ecuacion (15) y evaluar la expresién resultante en el desplazamiento central requerido. Asi, los
modulos elasticos experimentales de las membranas de NR fueron de 0.84 MPa + 0.05 MPa,
0.86 MPa £ 0.01 MPa y 0.81 MPa + 0.01 MPa para desplazamientos centrales § de 4 mm, 6 mm
y 8 mm, respectivamente. Estos resultados demuestran que el modelo aproximado de
carga-deflexion desarrollado por Begley-Mackin permite calcular de manera 6ptima un E
congruente y consistente, independientemente del desplazamiento central aplicado; mientras que
el modelo de Liu no lo hace. Asimismo, los mddulos elasticos obtenidos concuerdan de buena
manera con el moédulo elastico estimado por la prueba tradicional de traccion uniaxial
(i.e. E =0.81 MPa = 0.07 MPa).

Asi, los resultados experimentales mostraron que, el modelo de Begley-Mackin es confiable
y puede ser utilizado para estimar el médulo de elasticidad de membranas indentadas con
resultados razonablemente adecuados, incluso entre los limites de flexion y traccion. No obstante,
la solucidn aproximada de Begley-Mackin determina el médulo elastico de las membranas de una
manera particular. Es decir, en lugar de considerar todo el conjunto de datos carga/deflexion
central que se genera a lo largo de la prueba de indentacion, la solucion de Begley-Mackin
unicamente toma los datos experimentales de una deflexién central especifica (§), la cual

generalmente es la deflexién central maxima, y junto con su correspondiente valor de carga (w)
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el médulo elastico de las membranas puede ser facilmente estimado al sustituir este par de datos
en la expresién (15).

Como se mencion6 anteriormente, uno de los objetivos principales del presente trabajo de
investigacién consistio en desarrollar un probador mecanico que fuese de utilidad para
caracterizar, macro y micromecanicamente, hidrogeles, membranas elastoméricas delgadas y
tejidos blandos. Asimismo, se buscé generar un modelo analitico efectivo y apropiado, asi como
una metodologia sencilla, que permitiera evaluar el comportamiento mecanico de membranas
bajo tensiones biaxiales. Los de modelos de Yang-Hsu [36], de Liu [37] y de Begley-Mackin [38],
presentados anteriormente, hasta ahora han sido ampliamente utilizados como estandares para
la extraccion de propiedades mecanicas de membranas sometidas a indentacién. Sin embargo,
como se ha demostrado, estos modelos no son siempre validos y confiables en el intervalo de
deformaciones que especifican; por lo que, se deben de tener presentes ciertas consideraciones
antes de usarlos.

Al combinar la solucién carga-deflexion desarrollada por Begley-Mackin [33, 38] con las
soluciones numéricas para membranas elasticas no lineales obtenidas por Yang-Hsu [36, 182],
fue posible deducir una nueva expresion analitica capaz de describir la deflexion de membranas
elastoméricas y de estimar su modulo elastico de manera eficiente. De acuerdo con Yang y
Hsu [36], las soluciones numéricas de sus ecuaciones brindan una relacién entre la carga que se
le aplica a la membrana y su deformacién correspondiente; de manera que dicha relaciéon puede
ser expresada en términos de una carga adimensional, Clﬁ, y de una deformacion normalizada,

s | :
= por o que:
y(§/R) = (16)

. 1 .
en donde (; es una constante material que toma un valor de gE para materiales

elastomérico [172], y ¥ es una funcion de % que describe la deflexién de la membrana. A fin de

encontrar la funcién y(8/R) que relaciona la carga y la deflexién aplicadas a la membrana, los

modulos elasticos obtenidos mediante la solucion aproximada de Begley-Mackin, fueron

utilizados para obtener una grafica 6 vs. %, similar a la presentada por Yang y Hsu [36]. Cabe
1

sefalar que Yang y Hsu uUnicamente presentan soluciones numeéricas para arreglos

. a
experimentales en donde 7= 5.
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Figura 4.10 Curva carga vs. deflexién para las membranas de NR de la forma presentada por Yang y Hsu [36].
Los E obtenidos mediante el modelo de Begley fueron utilizados para graficar los datos.

En la Figura 4.10 se muestra la curva carga vs. deflexion obtenida para las membranas de

NRaé =4 mm, 6 mmy 8 mm; asimismo, la funcién y(6/R) estimada a través del ajuste de los

3
datos mediante el método de los cuadrados minimos es presentada, i.e. y(6/R) = 0.376 (%) .En

esta figura es posible apreciar la buena concordancia entre los datos experimentales y la funcién
y(6/R) obtenida, de modo que esta ultima sera util para describir adecuadamente el
comportamiento mecanico de las membranas de NR. Es importante mencionar que, para validar
esta nueva expresion, un analisis similar fue llevado a cabo utilizando otros materiales
elastomeéricos (i.e. PDMS, nitrilo, hidrogeles de PVA e hidrogeles de CS/PVA/GEN), obteniéndose
siempre el mismo valor para el coeficiente del término cubico; es decir, 0.367. Por lo tanto, el
valor de dicho coeficiente no depende del material, la carga aplicada, el desplazamiento central

o el espesor de la membrana; sino que unicamente depende del arreglo experimental,

e .z a
especificamente de la relacion =

. , a .z
De esta forma, para un arreglo experimental con una razén 7 de 4.41 y una predeformacion

de la membrana igual a cero (¢, = 0), la carga w puede ser expresada como funciéon de &

mediante la sustitucion de la funcion y(§/R), obtenida previamente, en la ecuacion (16); asi:

0.376 (§)3 === (17)
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Es importante resaltar que, en la ecuacion (17), la carga es proporcional al cubo del
desplazamiento aplicado (i.e. w x §3), manteniendo asi la relacion constitutiva no lineal
caracteristica del comportamiento de membrana.

Una vez que la expresion que relaciona el desplazamiento central de la membrana con la
carga aplicada (Figura 4.10) fue determinada, el mdédulo elastico (E) puede ser faciimente
calculado de la siguiente forma: primero, los datos experimentales de carga y desplazamiento

adquiridos a lo largo de la prueba de indentacion deben ser graficados de la forma

3
6w vs. 0.376 (%) hR, a fin de obtener un comportamiento lineal similar al mostrado en la Figura

4.11. Posteriormente, se debe de aplicar un ajuste lineal a la curva obtenida a fin de determinar
la funcién que describe los datos experimentales. Es importante notar que el analisis dimensional
de la expresion obtenida tras el ajuste lineal de los datos, posee unidades de MPa (i.e. N/mm?);

de manera que, el médulo elastico (E) de las membranas indentadas esféricamente estara

3
determinado por la pendiente de los datos graficados en la forma 6w vs. 0.376 (g) hR. Asi,

mediante esta nueva expresion, la metodologia para estimar E se torna sencilla y familiar para
los usuarios, ya que se asemeja a aquella utilizada para determinar el mdédulo elastico de

materiales con un comportamiento elastico lineal (i.e. ley de Hooke).

5
o Datos experimentales .
=== Ajuste lineal .p"
al ”9 ]
4
o 7% _
RIIY S |
3t 6w =0.8x+0.05 4, 1
—_~ ‘. [ ] E
< R’=0.98 -
& ols?
2+ ?o &‘? * .
.
1w _
Y donde 5
: x = 0.376 (—) hR
o ® R
0 , , , , , _
0 1 2 3 4 5 6

0.376 (83/R)°hR  (mm’)

Figura 4.11 Gréafica fuerza aplicada vs. desplazamiento obtenida mediante la nueva metodologia. La pendiente del
ajuste lineal de los datos corresponde al médulo elastico; el cual en el caso de membranas de NR es de 0.8 MPa.
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La Figura 4.11 muestra los datos experimentales de una membrana de NR indentada a
6 = 8 mm. En esta grafica el conjunto de datos (Figura 4.11, puntos azules) fue graficado conforme
a la metodologia previamente descrita, de manera que la curva obtenida muestra una tendencia
claramente lineal y el ajuste aplicado (Figura 4.11,linea roja discontinua) describe perfectamente
su comportamiento. Asi, el médulo elastico de la membrana fue de 0.8 MPa, tal como se muestra
en la Figura 4.11.

Siguiendo esta nueva metodologia, los médulos elasticos promedio para las membranas de
NR indentadas a 6 =4 mm, 6 mm y 8 mm fueron de 0.73 MPa £ 0.07 MPa, 0.85 MPa £ 0.02 MPa
y 0.79 MPa = 0.05 MPa, respectivamente. Estos resultados mostraron una diferencia menor al
8% entre ellos (i.e. £0.06 MPa), de modo que los médulos elasticos estimados por este método
son consistentes, independientemente del desplazamiento central aplicado. Ademas, los modulos
elasticos obtenidos a través de este método son comparables con el E determinado mediante
traccion uniaxial (i.e. 0.81 MPa = 0.07 MPa). Por lo tanto, esta nueva metodologia puede ser
utilizada para estimar el E de membranas elastoméricas delgadas sometidas a tensiones
biaxiales a través de una indentacion esférica axisimétrica. Cabe resaltar que, este analisis
considera todos los datos experimentales registrados a lo largo del ensayo de indentacién y no
Unicamente un par de ellos, haciendo que el resultado obtenido sea mas representativo y
confiable.

Es importante tener presente que, la expresion (17) unicamente es valida para arreglos
experimentales con una razon de 4.41 entre a y R. No obstante, es posible derivar un modelo
general igualando las soluciones numéricas de Yang y Hsu con la solucién aproximada de Begley
y Mackin. De esta manera, resolviendo la ecuacion (15) para E y sustituyendo el resultado en
(16), es posible obtener una funcién general y(6/R) que describa la deflexién de la membrana,

independientemente de la indentacion aplicada:

R

y(6/R) =2ZE(2)* () (18)

R

La cual a su vez puede ser expresado como funcién de la carga, generando asi una expresion

general carga-deflexion, apropiada para cualquier arreglo experimental (ecuacion (19)).

2 (8) = (19)

8(®)"
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Esta expresion general permite determinar el médulo elastico (E) de las membranas como la

. o . 27 (8)3 .
pendiente de la seccion lineal de la curva de carga-deflexion, 6w vs. 5 (E) hR, para cualquier

a\4
8(x)

, a . .y T
razon —. Cabe mencionar que, la ecuacion (19) es valida para membranas no predeformadas
(i.e. €, = 0) con un coeficiente de Poisson de 0.5, las cuales pueden ser ensayadas a diferentes

desplazamientos centrales, utilizando diversos tamanos de indentador y regiones de prueba,
siempre y cuando se cumpla que: 5 < % <12y 08< % <2

A fin de conferirle confiabilidad a esta expresion general, otros materiales elastoméricos
fueron ensayados (i.e. neopreno, nitrilo, PDMS e hidrogeles de PVA) y los valores estimados de
E coincidieron con los moédulos elasticos reportados por pruebas tradicionales de traccion
uniaxial, mostrando una desviacion menor al 10% en la mayoria de los casos. Por consiguiente,
fue posible obtener una metodologia y una expresion analitica util que permite implementar el
meétodo de los cuadrados minimos para determinar, de una forma facil y certera, el E de materiales
elastoméricos que presenten un comportamiento mecanico de membrana no lineal o entre placa
y membrana no lineal (i.e. que se encuentren en la regidén de transicion). Asi, conociendo el
espesor de la membrana (h), el radio del indentador (R), el radio del porta-muestras (a), las cargas
aplicadas (w) y sus correspondientes valores de desplazamiento central (§), la curva

carga vs. deflexion puede ser generada y el E de la membrana podra ser facilmente estimado.

4.4.2.2 Metodologia para estimar el médulo eldstico a través de la imagen lateral

Un aspecto importante del dispositivo experimental desarrollado es que involucra un registro
fotografico, desde diferentes perspectivas, de la deformacién que experimenta la membrana a lo
largo del ensayo de indentacion. De manera que, a través de un sencillo método grafico, los
perfiles de deformacién de la membrana registrados por el modulo de visién 2D pueden ser
utilizados para determinar parametros mecanicos importantes.

Algunas aproximaciones al método descrito en el presente trabajo de investigacidén han sido
reportadas previamente por Liu et al. [37, 178, 179], quienes colocaron esferas de diferentes
pesos sobre una membrana circular en free-standing y, a través de métodos Opticos,
determinaban el desplazamiento central que cada una de ellas generaba después de cierto
tiempo. En este sentido, al incorporar mediciones instrumentadas de carga/desplazamiento, asi
como camaras CCD que registran el perfil deformado de la membrana en secuencias de
imagenes, nuestra investigaciéon amplia significativamente el alcance de dichos estudios previos.

Asi, a partir de las imagenes capturadas por el modulo de visién 2D es posible determinar tres
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parametros experimentales relevantes, a saber: el radio de la regiéon de contacto entre el
indentador esférico y la membrana (p.), la funcién matematica especifica que describe el perfil
deformado de la membrana indentada f (p), y la deflexiéon central maxima (6,) (Figura 4.8). De
manera que, a partir de estos parametros, sera posible calcular tanto E, como la razén de
deformacién de las membranas en la regién de contacto (4,) sin la necesidad de un sensor
eléctrico especializado para conocer el desplazamiento central.

El primer parametro que debe ser determinado es p., ya que a partir de él se podra calcular
1, Y la funcion que describe el perfil deformado de las membranas, f (p). Por lo tanto, para
determinar la longitud de p. es necesario superponer una circunferencia, con las mismas
dimensiones que el indentador, sobre la imagen del perfil deformado a analizar. Posteriormente,
la distancia radial (p) del eje de simetria al limite de la superficie de contacto entre el indentador
esférico y la membrana debera ser determinada utilizando algun software de procesamiento de
imagenes. Es importante tener presente que, la medicion debe realizarse considerando el factor
de escala obtenido durante la calibracion de la camara lateral, el cual en nuestro caso tiene un
valor de 33.7 pym/pixel = 0.8 pm/pixel, como se menciond en secciones anteriores. En la Figura
4.12 se muestra la imagen del perfil deformado de una membrana de NR, registrado por la camara
lateral que conforma el médulo de visidon 2D. A través de esta imagen es posible apreciar como
la superficie de la membrana de NR se deforma axisimetricamente debido a la accion del
indentador esférico y como el radio de la regidon de contacto, p., puede determinarse faciimente

usando la metodologia descrita.

Indentador esférico
sobrepuesto

Figura 4.12 Imagen del perfil deformado de la membrana la NR capturado por el médulo de visién de 2D. En la
imagen se sefialan los parametros necesarios para determinar p. a través del método optico.
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Asi, siguiendo este enfoque, nuestras membranas de NR presentaron valores de p,. de
1.84 mm, 2.45 mm y 3.07 mm para § de 4 mm, 6 mm y 8 mm, respectivamente. En términos de
facilidad, eficiencia y precision, este método grafico presenta grandes ventajas sobre las
expresiones analiticas desarrolladas por otros autores [36, 38], ya que no es necesario conocer
previamente la predeformacion de la membrana (¢,), la razén de deformacion en la region de
contacto (1,) o el médulo elastico del material, para poder determinar p.. Ademas, este método
grafico proporciona un valor real de p. y no solo un valor aproximado.

Para deducir la funciéon f (p) que describe el perfil deformado de la membrana es necesario
llevar a cabo otro analisis utilizando, nuevamente, las imagenes del perfil deformado. Dicho
analisis consiste en seleccionar un conjunto de pixeles a lo largo del borde deformado de la
membrana para, posteriormente, mediante el uso del factor de escala determinado durante la
calibraciéon de la camara lateral, transformar sus coordenadas de pixel (x,y) en puntos con

coordenadas (p, §), y asi poder obtener una curva experimental del perfil indentado de la forma:
% VS. %- En donde, p representa la distancia radial de un punto sobre el borde de la membrana

deformada al eje de simetria, p(0 = a); 6 es el desplazamiento transversal del mismo punto
desde el estado de membrana no deformado al estado indentado analizado; y R es el ya conocido
radio del indentador esférico (Figura 4.12).

En su estudio, Yang y Hsu [36] asumen que la curva del perfil deformado de la membrana
podria expresarse matematicamente como la suma algebraica de dos funciones particulares, las
cuales describen las regiones de contacto y no contacto. De acuerdo con sus simulaciones
numeéricas, la regién de contacto, i.e. p(0 — p.), es descrita adecuadamente por una funcion
cuadratica f.(p); mientras que, la region libre o sin contacto, i.e. p (p; = @), es definida por una
funcion cubica f;(p) tal que f (p) = f.(p) + fr(p), de donde p, p; y a se refieren a p, p. y a
normalizado por R, respectivamente. Por lo tanto, al aplicar un ajuste por cuadrados minimos a
los datos experimentales de cada region, tomando en consideracion el grado de las funciones
algebraicas propuestas por Yang y Hsu, es posible determinar la funcién matematica f (p) que
gobierna el perfil deformado de la membrana indentada.

La Figura 4.13 A muestra la curva experimental del perfil deformado de la membrana a lo
largo del eje de simetria (puntos); el cual corresponde a la membrana de NR mostrada en el
recuadro interno. En esta misma grafica también se presenta el ajuste por cuadrados minimos de
las regiones de contacto y de no contacto (lineas discontinuas rojas) de la forma inferida por Yang

y Hsu, asi como sus funciones ajustadas resultantes; de modo que, la curva del perfil de

deformacién experimental es completamente descrita por % = fc(ﬁ)? + ff(ﬁ)%. Como se puede
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Figura 4.13 Curva de la mitad del perfil deformado de la membrana de NR. A) Curva experimental del perfil indentado
con los modelos matematicos que describen la regién de contacto y no contacto a § = 8 mm; el recuadro en la grafica
muestra la imagen capturada por el médulo de vision 2D correspondiente a dicha curva. B) Comparacion de
diferentes perfiles teodrico y experimentales a diferentes indentaciones; en el recuadro de la grafica se muestran las
simulaciones numéricas reportadas por Yang y Hsu.

observar, las funciones obtenidas coinciden perfectamente con el perfil deformado experimental;
sin embargo, es importante notar que en la regidon de contacto son necesarios una mayor cantidad
de puntos experimentales a fin de obtener un ajuste mas adecuado que propicie una transicion
suave y continua entre regiones.

La Figura 4.13 B proporciona una comparativa, a distintos desplazamientos centrales, de las
curvas experimentales del perfil de deformacién de las membranas de NR. En ella es posible
apreciar como las funciones ajustadas describen perfectamente los datos experimentales
independientemente del desplazamiento central aplicado. Es importante observar como la curva
experimental del perfil deformado de la membrana pasa de tener una curvatura positiva, cuando
esta en contacto con el indentador esférico, a una curvatura negativa en la region libre,
adquiriendo asi una forma cénica a medida que se incrementa el desplazamiento central y el
esfuerzo de traccion domina el comportamiento de deformacion de la membrana sobre los
mecanismos de flexion [181, 183]. Al comparar los perfiles de deformacion tedricos reportados
por Yang y Hsu (recuadro interno en la Figura 4.13 B) con nuestros resultados experimentales,
es posible observar que ambos perfiles tienen aspectos similares. Asimismo, se puede apreciar

que la ruta que p. sigue conforme el indentador entra en contacto con el material (Figura 4.13 B,
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linea discontinua de color naranja) muestra una tendencia incremental similar a la simulacion
numeérica reportada por Yang y Hsu (Figura 4.13 B, linea discontinua de color purpura en el inset).

Aunque el probador mecanico biaxial cuenta con una alta precision en desplazamiento (tal
como fue comprobado durante su calibracion, Seccién 4.2.1), un desafio experimental es
determinar cuando se ha establecido el contacto entre la membrana y el indentador esférico, para
asi poder precisar el desplazamiento central que en realidad experimenta la membrana. No
obstante, tras obtener f (p), la deflexién maxima de la membrana (§,) puede ser determinada.
Cabe sefialar que, esta deflexion es la distancia total de la indentacion que experimenta la

membrana en el polo y se puede obtener mediante la funcidon experimental del perfil deformado
f (p) ap =0, de forma que % = f.(0). Una vez hecho esto, el médulo elastico de la membrana

puede ser facilmente estimado al sustituir el valor de f,(0) en el modelo de Begley-Mackin
(ecuacién (15)), o bien, en la expresion analitica general carga-deflexion derivada de los
resultados de Yang y Begley (ecuacion (79)). Ademas, una vez que el moédulo elastico es
conocido, la distribucion de la carga transversal, w, a lo largo de la regién libre de la membrana

podria conocerse utilizando la funcion f(p).

Es asi que, siguiendo este método grafico y utilizando la expresidén general carga-deflexion
desarrollada en este trabajo de investigacion (i.e. ecuacion (19)), los E promedio (calculados a
partir del analisis de ambos lados del perfil deformado de la membrana) de las membranas de
NR fueron 0.80 MPa + 0.01 MPa, 0.84 MPa £+ 0.01 MPa y 0.80 MPa + 0.07 MPa para deflexiones
maximas 5, = 4 mm, 6 mm y 8 mm, respectivamente. De manera que, los E estimados son
practicamente insensibles al desplazamiento central aplicado y concuerdan con aquellos
calculados por el modelo de Begley-Mackin, por la nueva expresion general carga-deflexion y por
la prueba de traccién uniaxial.

A partir de estos resultados es posible inferir que, nuestra metodologia permite una
determinacion de valores repetibles de las propiedades mecanicas, como el moddulo de
elasticidad y la p., a partir de las imagenes de la membrana deformada del perfil y de las

relaciones de desplazamiento transversal (§) - posicion radial (p).

4.4.3 Respuesta micromecanica bajo traccion biaxial por indentacion esférica

Los pares de imagenes registrados por el modulo de vision estereoscépica durante el ensayo
de indentacion, fueron utiles para llevar a cabo la caracterizacion micromecanica de las
membranas de NR. De manera que, mediante su analisis por 3D-DIC en el software
ARAMIS v.6.3, fue posible calcular los campos de desplazamiento y de deformacion que

experimentan las membranas durante su indentacion.
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Figura 4.14 Respuesta micromecanica exhibida por las membranas de NR. A) Campo de desplazamientos fuera del
plano a §=8 mm. B) Desplazamiento experimentado por la membrana a lo largo de la seccién marcada en la imagen
A, a distintas 6. C) Campo de deformaciones principales a =8 mm. D) Deformaciones principales experimentadas
por la membrana a lo largo de la seccién marcada en la figura C, a distintas §.

La Figura 4.14 A muestra el campo de desplazamientos fuera del plano exhibido por una de
las membranas de NR cuando es indentada a § = 8 mm. En esta imagen es posible observar el
desplazamiento que experimenta cada regién de la membrana, de manera que se aprecia un
patron de anillos concéntricos en ella. Asi, el maximo desplazamiento fuera del plano ocurre en
el polo de la membrana (i.e. p = 0), mientras que los desplazamientos mas pequefios estan
presentes en las secciones mas cercanas al borde del porta-muestras (i.e. p = a), como era de
esperarse. Teniendo en cuenta la simetria del problema y el patrén de anillos concéntricos
obtenido para el campo de desplazamientos, durante el posterior analisis de resultados solo se

consideraran los valores de desplazamiento a lo largo de una seccidn vertical ubicada en el centro
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de la muestra (linea negra en la Figura 4.14 A). De esta forma, se analizara un perfil de
deformacién similar al registrado por el modulo de vision lateral 2D, pero a diferencia de este
ultimo, el nuevo perfil se deriva de una perspectiva frontal de la deformacién de la membrana.

En la Figura 4.14 B se presenta la grafica del desplazamiento fuera del plano a lo largo de
dicha seccién longitudinal. Aqui, el estado inicial de la membrana sin indentar (i.e. % = 0)
corresponde a la linea purpura; mientras que, los estados de la membrana con indentacién

intermedia (i.e. % = 0.2 - 1.4) se muestran en lineas discontinuas de color gris y, finalmente, el

fe 6
estado de la membrana a la maxima indentacion (i.e. e 1.6) es representado en color azul; cabe

sefalar que, estos perfiles de deformacion son analogos a los perfiles experimentales y analiticos
mostrados en la Figura 4.13 B, en la cual, solo se muestra la mitad del perfil debido a la simetria

del problema. Asi, de acuerdo con los resultados de 3D-DIC, el desplazamiento normalizado de

o

la membrana a la maxima indentacién aplicada fue — = 1.55, encontrandose una pequefia

diferencia entre el desplazamiento aplicado (i.e. % = 1.6) y el detectado por 3D-DIC. Esto podria

atribuirse a la existencia de una pequefia distancia entre la muestra y el indentador, a fin de evitar
producir una predeformacion en la membrana al inicio de la prueba; por otro lado, también podria
deberse a variaciones en el grosor de la membrana y en las propiedades materiales durante el
proceso de indentacién, tal como ha sido observado por Murienne y Nguyen [170].

Una vez obtenido el campo de desplazamientos, el campo de deformacién de la membrana
indentada (Major Strain) es facilmente estimado utilizando el criterio de deformacion de von
Misses disponible en el software ARAMIS v.3.6 [171]. En la Figura 4.14 C se muestra el campo
de deformacién de la membrana indentada a 8mm. En este caso, el campo de
microdeformaciones revel6 una deformacion local maxima de 18.6% en la punta del indentador
(i.,e. p=0); asimismo, es posible apreciar que las membranas experimentaron una mayor
deformacién en la parte superior de la region de contacto, lo cual podria deberse a la presencia
de inhomogeneidades en el material, o bien a una mala alineacién del indentador.

La Figura 4.14 D muestra los perfiles de deformacion de la membrana conforme es indentada
hasta una §= 8 mm; de manera que, la linea de color purpura corresponde al estado inicial de la
membrana (i.e. §= 0 mm), las lineas discontinuas de color gris representan la deformacion de la
membrana en el intervalo 1 mm <§ <7 mmy la linea de color azul corresponde a la deformacion
que experimenta la membrana a 6= 8 mm. Cabe recordar que dichos perfiles de deformacién
corresponden a la seccion longitudinal marcada en la Figura 4.14 C. Asi, en la Figura 4.14 D
resulta evidente la presencia de una deformacién local maxima en el polo del indentador, la cual

aumenta gradualmente conforme la indentacién y la region de contacto entre el indentador y la
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membrana (p.) se van incrementando; de manera que, para § = 4 mm, 6 mm y 8 mm, las
membranas de NR presentaron una deformacién maxima en la punta del indentador (i.e. p = 0)
de 8.3%, 13.4% y 18.6%, respectivamente.

De acuerdo con lo reportado en la literatura, las deformaciones en la region de contacto (e,_)
estan altamente localizadas y dependen del tamafo y la geometria del indentador, asi como del
desplazamiento central aplicado [34, 36, 38]. En este sentido, en la Figura 4.14 D (zonas
sefaladas con flechas) es posible apreciar como la deformacion maxima va disminuyendo a lo
largo de la regién de contacto; de manera que, para una § =4 mm, 6 mm y 8 mm la deformacion
promedio en esta region fue de ~6%, ~9% y ~11%, respectivamente. Finalmente, lejos del polo y
del limite de contacto, la deformacién promedio es aproximadamente tres veces menor que en la
region de contacto. A partir de estos resultados experimentales queda claro que la razén de
deformacion a lo largo la region de contacto (4, = ¢,_+ 1) depende en gran medida de p..

En su trabajo Yang y Hsu presentan una serie de simulaciones numéricas para evaluar 4,
como funcién de p; [36]. A fin de comparar estos resultados tedricos con los resultados
experimentales obtenidos mediante 3D-DIC, es necesario utilizar la p. determinada mediante el
método grafico descrito en la Seccion 4.4.2.2. Una vez que la p. es conocida, la deformacion

promedio en la region de contacto, ¢, (0 — p ), se calculo a partir del conjunto de datos obtenidos

15 T he T T
== == A\ solucién numérica de Yang-Hsu i
A, en la region de contacto (Yang-Hsu) /'
1.20¢ o A, en la region de contacto (3D-DIC, ARAMIS) /' 1
4
/
U
1.15F ® A
/
<° ® /
¢ =8 mm’
1.10t / 1
4
° 4
b J
1.05} / b5=6mm 1
4/ ]
‘O
— d=4mm ]
100r @777 1
0.0 0.2 0.4 0.6
p/R

Figura 4.15 Comparativa de las razones de deformacién a lo largo de la regiéon de contacto (1,) determinadas
experimentalmente mediante ARAMIS 3D-DIC (circulos de color azul) y utilizando las simulaciones numéricas
reportadas por Yang-Hsu (diamantes de color rosa).
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mediante el analisis de 3D-DIC en ARAMIS, de manera que la 1, experimental pudo ser

determinada facilmente mediante 4, = ¢,_+ 1. Por otra parte, el valor tedrico de 1, se obtuvo

sustituyendo directamente el valor p, en la solucion numérica presentada por Yang y Hsu [36].

La Figura 4.15 muestra una comparativa entre los valores experimentales de 1, (circulos
azules) y los 1, tedricos (diamantes de color rosa) para p, de 0.4 mm, 0.5 mm y 0.6 mm, los
cuales a su vez corresponden a desplazamientos centrales § de 4 mm, 6 mm y 8 mm,
respectivamente. A partir de esta figura, es posible observar que solo a grandes p. las
simulaciones tedricas de Yang y Hsu se aproximan a los resultados experimentales. Esto podria
explicarse debido al hecho de que dichas simulaciones fueron desarrolladas para describir el
comportamiento mecanico de membranas no lineales en las cuales la deformacion por traccién
domina sobre la flexién; lo cual, como ya se ha demostrado anteriormente, en nuestro caso
unicamente se cumple cuando § = 8 mm.

Finalmente, a manera de resumen, en la Tabla V se una presenta una comparativa de los
modulos elasticos de las membranas de NR obtenidos mediante los modelos estandar (i.e. Liu y
Begley-Mackin), y las metodologias y modelos desarrollados en este trabajo de tesis
(i.e expresion general e imagen lateral). Asi, en comparacién con los modelos reportados en la
literatura, los modulos determinados mediante las metodologias aqui propuestas fueron mas
certeros tanto en comportamiento de membrana no lineal (i.e. § = 8 mm), como en la regién de
transicion placa - membrana no lineal (i.e. § =4 mm - 6 mm). Lo anterior considerando que el
referencia del NR fue de
0.81 MPa + 0.07 MPa.

valor de modulo elastico por traccion wuniaxial para el

Tabla V. Comparativa de los médulos elasticos (E) de las membranas de NR obtenidos a través de los distintos

modelos estandar reportados en la literatura y mediante la nueva expresién general y metodologia desarrollada.

: CP-CMNL CP-CMNL CMNL PROMEDIO
METODO
(6 =4mm) (6 = 6 mm) (6 = 8mm) (MPa)
Liu (ec. (13)) 0.16 £ 0.01 0.34 £ 0.01 0.55+0.02 0.35+0.19
Begley-Mackin (ec. (15)) 0.84 £ 0.05 0.86 + 0.01 0.81 £ 0.01 0.84 £ 0.03
Expresion general (ec. (19)) 0.73 £ 0.07 0.85+0.02 0.79+0.05 0.79+£0.06
Imagen lateral 0.80 £ 0.01 0.84 £ 0.01 0.80 £ 0.07 0.81+0.02

En la tabla CP es la abreviatura de comportamiento de placa; mientras que, CMNL lo es de comportamiento de

membrana no lineal. Todos los médulos son reportados como el promedio y su desviacion tipica muestral
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El objetivo de este capitulo consistié en desarrollar un probador mecanico y una metodologia
que fuera util para caracterizar el comportamiento macro y micromecanico de membranas
elastoméricas, hidrogeles hidratados y polimeros suaves que experimenten una indentacién
esférica biaxial. Los resultados obtenidos, han demostrado que el instrumento desarrollado es
capaz de adquirir datos utiles para evaluar la respuesta macro y micromecanica de las
membranas a través de tres métodos diferentes: los datos de carga y desplazamiento, registrados
por los sensores y actuadores; las imagenes del perfil deformado de la membrana, capturadas
por el modulo de vision 2D (camara lateral); y las imagenes estereoscopicas de la deformacion
frontal de la membrana, registradas por el modulo de vision estereoscopico.

Asimismo, los tres modelos principales (i.e. Yang-Hsu, Liu y Begley-Mackin) utilizados para
determinar las propiedades mecanicas de membranas esféricamente indentadas fueron
analizados a profundidad, encontrandose que el modelo de Liu muestra discrepancias en los
resultados que se obtienen, respecto a los datos experimentales y a otros modelos analiticos
ampliamente utilizados. Por lo tanto, utilizar la soluciéon propuesta por Liu para determinar las
propiedades mecanicas de hidrogeles y membranas elastoméricas podria implicar errores
significativos.

Tomando como base las soluciones numéricas para membranas no lineales presentadas por
Yang y Hsu, las relaciones propuestas por Begley-Mackin, y los datos experimentales obtenidos
a partir de un ensayo de indentacion utilizando el probador mecanico desarrollado, fue posible
establecer una nueva expresion analitica y una metodologia para entender la respuesta mecanica
de los hidrogeles, demostrandose que es posible determinar su mdédulo elastico de manera mas
facil y certera que con los modelos tradicionales. Razdén por la cual dicha metodologia y expresion
seran utilizadas para determinar el moédulo elastico bajo traccidén biaxial de los hidrogeles de
CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos (Capitulo 5, Seccion 5.3).

De esta manera, el probador mecanico y la metodologia desarrollada constituyen una
excelente herramienta para evaluar el comportamiento macro y micromecanico de polimeros
suaves, hidrogeles entrecruzados e incluso de tejidos biolégicos con un comportamiento

elastomérico.
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CAPITULO 5

CAPITULO 5

COMPORTAMIENTO MECANICO DE LOS HIDROGELES

En este capitulo se analizan las propiedades mecanicas exhibidas por los hidrogeles de
CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos, al ser expuestos a un sistema uniaxial o biaxial de
esfuerzos. De manera paralela, el capitulo tiene por objetivo evaluar los parametros estructurales
que describen la configuracion de su red polimérica (i.e. ¢ ., My, Dy ¥ V), ¥ estudiar el
comportamiento opto-mecanico de los hidrogeles cargados con MWCNTs. Es importante tener
presente que todos los hidrogeles fueron ensayados en estado hidratado con la finalidad de

caracterizarlos en la forma en la que se encontraran en su campo de aplicacion.

5.1 PROPIEDADES MECANICAS BAJO TRACCION UNIAXIAL

La Figura 5.1 muestra el comportamiento mecanico, bajo traccion uniaxial, de los hidrogeles
hibridos de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs.
En dicha figura es posible apreciar el comportamiento no lineal que presentaron todos los
hidrogeles estudiados (cabe sefalar que, debido a la repetitividad mostrada en su
comportamiento mecanico, unicamente se presenta una curva representativa de todas las
muestras ensayadas). De acuerdo con investigaciones previas [55, 123, 184], en estado
hidratado, la mayoria de los hidrogeles se comportan como elastomeros; lo cual implica que su
comportamiento mecanico sea no lineal y dependa en gran parte de la estructura de su red
polimérica, asi como de la cantidad de liquido que ésta es capaz de retener. Como se puede
observar en la Figura 5.1, los hidrogeles que mostraron la mayor razén de elongaciéon (1) y la
menor resistencia de ruptura a la tracciéon' (UTS, por sus siglas en inglés) fueron los hidrogeles
control de CS/PVA (i.e.2+0.18 y 0.24 MPa + 0.06 MPa, respectivamente), los cuales, de acuerdo
con los resultados obtenidos en el capitulo anterior (Figura 3.6, Seccién 3.6.1), también fueron
los que presentaron el mayor indice de hinchamiento al equilibrio (i.e. Q.= 501%).

Ahora bien, cuando la mezcla de CS/PVA es quimicamente entrecruzada con GA o GEN
(Figura 5.1, curvas de color amarillo y azul cielo, respectivamente), la respuesta mecanica de los

hidrogeles presenta cambios significativos, observandose un marcado incremento en la UTS y

1% Maximo esfuerzo de traccion que el material es capaz de soportar antes de que se produzca la fractura del mismo.
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un notable decremento en la razén de elongacidon. Asi, los hidrogeles de CS/PVA/GA y
CS/PVA/GEN presentaron una UTS promedio de 0.52 MPa + 0.10 MPa y 0.41 MPa + 0.15 MPa,
lo cual corresponde a un incremento de 2.2 veces y 1.7 veces el valor de la UTS exhibida por la
mezcla control; mientras que, su razén de elongacion sufrié una reduccion aproximada de 86% y
84%, respectivamente, en relacion con la mezcla CS/PVA. Evidentemente estos cambios son
atribuidos a las modificaciones en la arquitectura de la red polimérica que producen los agentes
entrecruzantes; ya que, como fue previamente sugerido en la Figura 3.1 del capitulo anterior, los
puntos de entrecruzamiento (i.e. los enlaces covalentes) que se generan entre las cadenas de
CS y/o PVA inhiben el desdoblamiento y movimiento de las mismas, reduciendo su 1 y oponiendo
una mayor resistencia a ser deformadas (lo que a su vez resulta en el incremento de la UTS) [30,
69, 73]. Dado que el entrecruzamiento con GA genera una red mas rigida y compacta (como se
vislumbré en la caracterizacion fisicoquimica), estos hidrogeles presentan una menor 4 y una

mayor UTS que aquellos entrecruzados con GEN.
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I CS/PVA/GA 1
05 — CS/PVA/GEN
H — CS/PVA/MWCNTs 1
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— ook uTs
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Figura 5.1 Respuesta mecanica bajo traccion uniaxial de los hidrogeles hibridos de CS/PVA, CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs. A fin de apreciar de mejor forma la respuesta no lineal
de los hidrogeles entrecruzados, en el recuadro interno de la grafica se muestra una ampliacion de su
comportamiento mecanico. Las flechas indican el punto de ruptura de cada material y la UTS alcanzada. Debido a
la repetitividad mostrada en el comportamiento mecanico, Unicamente se presenta una curva representativa de
cada uno de los grupos de hidrogeles estudiados.
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Un comportamiento semejante fue observado en los hidrogeles nanocompuestos de
CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/IGEN/MWCNTs. De modo que, en los hidrogeles de
CS/PVA/IMWCNTSs (Figura 5.1, curva de color verde) es posible apreciar como los MWCNTs
reducen la capacidad de deformacién de la matriz polimérica alrededor de un 23%, respecto a la
mezcla CS/PVA; pero en contraste incrementan su UTS 2.6 veces, presentando la mayor
resistencia a la tracciéon experimentada por alguno de los hidrogeles estudiados. Asi, los
MWCNTs sacrifican ligeramente la capacidad de elongacién de los hidrogeles, pero incrementan
su resistencia. Estos resultados demuestran que, los nanotubos de carbono realmente estan
actuando como refuerzos mecanicos, de manera que la carga aplicada se transfiere
eficientemente gracias a la buena distribucion que presentan los MWCNTs a lo largo de la
membrana y a la fuerte interfase que generan con las macromoléculas de CS y PVA. Dicho
comportamiento concuerda con lo observado por Liao et al. en nanofibras de PVA/CS cargadas
con 1% masa/masa de MWCNTSs [30].

Por otro lado, en los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTs (Figura 5.1, curva de color azul
marino), la UTS exhibe un incremento del 29%, mientras que la razén de elongacion presenta
una reduccion del 86% respecto a la mezcla control (Figura 5.1, curva de color rojo); sin embargo,
con relacién a su simil sin cargar (i.e. CS/PVA/GEN, curva azul claro), la UTS y la 1 disminuyen
alrededor de 24% y 12.5%, respectivamente. De manera que, en los hidrogeles entrecruzados
con GEN, la adicion de una pequefa concentracién de MWCNTSs (i.e. 0.2% masa/masa) no
contribuye a la mejora de su resistencia mecanica; lo cual puede deberse a la formacion de una

interfase débil entre las nanoparticulas y la matriz polimérica.

Tabla VI. Relacion entre las propiedades mecanicas y el indice de hinchamiento al equilibrio de las membranas.

COMPOSICION DEL Razén de *uTs "E ‘Q.
HIDROGEL elongacion, 4 (MPa) (MPa) (%)
CS/PVA 2.00 £0.18 0.24 £ 0.06 0.22 £ 0.05 501
CS/PVA/GA 1.14 £0.02 0.52 £0.10 2.82 £0.33 189
CS/PVA/GEN 1.16 £ 0.04 0.41+£0.15 2.08 £0.11 271
CS/PVA/IMWCNTS 1.77 £ 0.14 0.62 £0.15 0.69 £ 0.12 402
CS/PVA/GEN/MWCNTs 1.4 + 0.02 0.31£0.07 1.69 £ 0.33 225

dUTS representa la resistencia de ruptura a la traccion, er es el indice de hinchamiento al equilibrio y
°E el médulo elastico de los hidrogeles. Todas las cantidades reportadas corresponden al valor promedio
y su desviacion tipica muestral.
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A fin de facilitar el analisis de los resultados, en la Tabla VI se concentran los valores
promedio de la razén de elongacion (1), resistencia de ruptura a la traccion (UTS), médulo elastico
(E) y capacidad de hinchamiento al equilibrio (Q.) que presentd cada grupo de hidrogeles.

Dado que en estado hidratado la deformacion elastica que experimentan los hidrogeles no
es proporcional a la fuerza aplicada (i.e. comportamiento no lineal), su moédulo elastico (E) se
determiné utilizando la relacién E = 3u [124]; de modo que, el médulo de corte (n) fue estimado
mediante el ajuste de las curvas, o vs. 4, al modelo de Ogden [125].

En la Figura 5.2, se muestra una comparativa de los moédulos elasticos de los hidrogeles
control de CS/PVA, de las mezclas entrecruzadas (i.e. CS/PVA/GA y CS/PVA/GEN) y de aquellas
cargadas con MWCNTs (i.e. CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs). Como se puede
apreciar en la grafica, tanto el entrecruzamiento quimico de la mezcla como la adicidon de
nanoparticulas mejoraron significativamente el modulo elastico de los hidrogeles. De acuerdo con
los resultados obtenidos, los hidrogeles control tuvieron un E = 0.22 MPa + 0.05 MPa, mientras
que los hidrogeles entrecruzados con GA o GEN presentaron modulos de 2.82 MPa £ 0.33 MPa
y 2.08 MPa = 0.11 MPa, respectivamente. El GA produce un mayor incremento en el modulo
elastico debido a que este agente entrecruzante da lugar a una sola red polimérica que

inhibe/restringe el movimiento de las macromoléculas (CS y PVA); mientras que, en los hidrogeles

— CS/PVA

3 CS/PVA/GA 1

4+ — CS/PVA/GEN .
H — CS/PVA/MWCNTs 1

— CS/PVA/GEN/MWCNTs

E (MPa)

Composicion del hidrogel

Figura 5.2 Grafica comparativa del médulo elastico obtenido a través del modelo de Ogden y la relaciéon E = 3u
para los hidrogeles hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o nhanocompuestos.
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entrecruzados con GEN se genera una red semi-interpenetrada en la cual las cadenas de PVA
tienen una mayor libertad de movimiento [9]. No obstante se debe tener presente que, de acuerdo
con investigaciones previas, el GA ha mostrado ser mas citotoxico que el GEN [85]; por lo cual
este ultimo se perfilaria como un agente entrecruzante mas viable si se considera un balance
entre las propiedades mecanicas que aporta y su citotoxicidad.

Asimismo, en los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTSs, también se observé un incremento en E;
de modo que la adicién de 0.2% masa/masa de MWCNTSs mejord, aproximadamente tres veces,
el moédulo elastico de la matriz de CS/PVA. Este resultado podria corroborar la presencia de una
fuerte interfase entre los nanotubos y la matriz polimérica, dado que existe una transferencia
eficiente de los esfuerzos que permite incrementar la UTS y el mdédulo elastico de dichos
hidrogeles. En contraste con lo anterior, los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTSs presentaron
un ligero decremento en E (i.e. 11%) respecto a aquellos unicamente entrecruzados con GEN,
pasando de 2.08 MPa + 0.11 MPa a 1.85 MPa + 0.08 MPa. Dicho decremento, como se ha
comentado anteriormente, puede ser atribuido a dos factores. Por un lado, a la formacién de
conglomerados de MWCNTSs; los cuales, en lugar de actuar como refuerzos mecanicos se
comportan como concentradores de esfuerzos, propiciando la falla del material a menores
solicitaciones. Por otro lado, el decremento en E también puede ser atribuido a la formacién de
una interfase matriz-nanoparticulas débil, la cual es incapaz de transferir de forma eficiente tanto
los esfuerzos mecanicos, como los térmicos (Capitulo 3, Seccién 3.5.1).

Como se planted al inicio de esta seccidn, la respuesta mecanica de los hidrogeles esta
fuertemente relacionada con su hinchamiento, por lo que, al observar cuidadosamente la Tabla
VI es posible apreciar que un decremento en el indice de hinchamiento implica: un decremento
en su capacidad de elongacion, un aumento en su resistencia a la ruptura y un mayor médulo
elastico. Es decir, a menor Q.: mayor UTS, mayor E y menor 1. Esto se debe a que en una red
con alto indice de hinchamiento las cadenas poliméricas poseen una mayor libertad de
movimiento, por lo que el hidrogel opone menor resistencia a ser deformado e incrementa su
flexibilidad. Asi, en los hidrogeles el agua funciona como una especie de plastificante que, en
sinergia con los agentes entrecruzantes y/o las nanoparticulas, permite modificar el
comportamiento mecanico de estos materiales; de modo que, un bajo porcentaje de hinchamiento
sera indicativo de un hidrogel mas rigido, y viceversa [148]. Esta tendencia observada en los
hidrogeles de CS/PVA, entrecruzados y/o nhanocompuestos, concuerda con el comportamiento
reportado en la literatura para diferentes tipos de hidrogeles (i.e. polietilenglicol, policaprolactona,

poli(acido lactico) y poli(éxido de etileno), entre otros) [123, 185, 186].
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5.2 ESTRUCTURA FiSICA DE LA RED POLIMERICA

Tabla VII. Propiedades estructurales de los hidrogeles de CS/PVA entrecruzados y nanocompuestos.

COMPOSICION DEL 0.’ M.° Dy° d
HIDROGEL (mollms) (g/mol) (nm) Vs
CS/PVA/GA 384 + 27 1118 2.0+0.05 0.53 £ 0.06
CS/PVA/GEN 283+ 15 142+ 8 22+0.04 0.37 £ 0.02
CS/PVA/GEN/MWCNTs 251 + 11 160 + 8 23+0.04 0.44 £ 0.01

%p. se refiere a la densidad de entrecruzamiento teérica, me representa el peso molecular entre puntos de
entrecruzamiento, °Dy es el tamafio de malla de la red polimérica y dvs es la fraccion volumétrica de polimero
en el hidrogel hinchado hasta su equilibrio. Todos los parametros reportados corresponden al valor promedio
y su desviacion tipica muestral.

Uno de los principales objetivos del Capitulo 3 fue el tratar de entender la forma en la que las
macromoléculas, los agentes quimicos entrecruzantes y las nanoparticulas, interaccionaban
entre si para conformar la red polimérica de los distintos grupos de hidrogeles estudiados. Asi, a
través de algunas pruebas de caracterizacion fisicoquimicas, las estructuras quimicas propuestas
en la Figura 3.1 (Capitulo 3, Seccion 3.2) fueron corroboradas. Ahora bien, con el propdsito de
conocer la constitucion fisica de la red polimérica de aquellos hidrogeles que fueron
quimicamente entrecruzados (i.e. CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN y CS/PVA/GEN/MWCNTSs), en esta
seccion se lleva a cabo un analisis de sus parametros estructurales tomando como base la teoria
elastica de los elastomeros [43, 123, 124].

De acuerdo con la teoria elastica de los elastdmeros, si se conoce el médulo de corte (u) y
la concentracién de los polimeros en la disolucion entrecruzada (c), es posible estimar las
dimensiones de los parametros utilizados para describir la estructura fisica de la red polimérica
que se forma (i.e. ¢ ., M., Dy Y v5). En la Tabla VIl se muestra el efecto que los distintos
entrecruzantes, GA o GEN, y los MWCNTSs tienen sobre la estructura de la red polimérica de los
hidrogeles de CS/PVA; es importante mencionar que, estos valores fueron determinados
utilizando el médulo de corte obtenido mediante las pruebas de traccion uniaxial.

De los tres tipos de hidrogeles estudiados, los hidrogeles entrecruzados con GA fueron los
que mostraron la mayor densidad de entrecruzamiento tedrica (¢.), siendo esta de
384 mol/m® + 27 mol/m®. En comparacién con este resultado, la ¢, de los hidrogeles
entrecruzados con GEN fue aproximadamente un 26% mas baja; mientras que, los hidrogeles

entrecruzados con genipin y cargados con MWCNTs presentaron un decremento del 11%
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respecto a sus similes sin cargar (i.e. CS/PVA/GEN). Asi, a pesar de que el GA y el GEN fueron
afiadidos en la misma concentracion a sus respectivas mezclas de CS/PVA, el GA genera una
mayor ¢. debido a su capacidad para reaccionar quimicamente tanto con los grupos -NH; del
CS, como con los -OH presentes en el CS y el PVA. Por otro lado, resulta evidente que los
MWCNTs interfieren en el entrecruzamiento de la red; de manera que, dichas nanoparticulas
podrian estar actuando como una especie de barrera fisica que impide la formacion de enlaces
covalentes entre las cadenas de CS. Dicho comportamiento, ya se venia intuyendo desde el
analisis térmico y mecanico de estos hidrogeles, por lo que el presente resultado confirma dicha
suposicion.

De acuerdo con Flory [131], el tamafio de poro o malla (Dy) es un indicativo de la distancia
promedio entre puntos de entrecruzamiento; mientras que, el peso molecular entre puntos de
entrecruzamiento (M.,;) hace referencia al peso molecular promedio de las cadenas que
conforman la red polimérica. Conforme a los resultados presentados en la Tabla VII, es facil
observar que tanto el M., como el Dy incrementan sus valores conforme la ¢, disminuye. Es
decir que, a medida que la densidad de entrecruzamiento de la red polimérica es menor, las
cadenas poliméricas que la integran estaran conformadas por un mayor nimero de mondémeros,

lo cual implica cadenas mas largas y de mayor peso molecular [8, 55].
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Figura 5.3 M¢;como funcién de Dy para los hidrogeles de entrecruzados de CS/PVA. Los cuadros representan a las
muestras de CS/PVA/GA, los circulos a las de CS/PVA/GEN Yy los triangulos a las de CS/PVA/GEN/MWCNTs
(Gnicamente se aprecian tres triangulos debido a que dos de ellos se superponen).
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La Figura 5.3 muestra la relacion entre el M.,; y el Dy en los hidrogeles de CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN y CS/PVA/IGEN/MWCNTs mediante el comportamiento de cuatro de sus muestras.
De acuerdo con esta grafica, el M.,; incrementa exponencialmente conforme el valor del Dy
aumenta, siendo los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTs los que presentan el mayor tamafio
de poro y peso molecular entre puntos de entrecruzamiento, y los entrecruzados con GA el menor.
Con base en estos resultados es posible deducir que, el tipo de agente entrecruzante y/o los
MWCNTs no solo pueden modificar las propiedades macroscépicas de los hidrogeles (i.e. el
angulo de contacto, la cristalinidad o la rugosidad de superficie), como se habia venido
evidenciado en resultados anteriores, sino que también son capaces de inducir cambios a nivel
microestructural.

Consecuentemente, al modificarse la estructura de la red polimérica también sera modificada
su capacidad de hinchamiento y su respuesta mecanica. Asi, conforme a los resultados
presentados en la Tabla VII, el incremento en la densidad de entrecruzamiento produce un
aumento en la fraccién volumétrica de polimero (vg), indicando una menor capacidad de
absorcion. De manera que, dicho comportamiento se debe principalmente a dos factores: por un
lado, una red con mayor densidad de entrecruzamiento tiene menos espacio disponible para ser
ocupado por el agua debido al decremento del Dy. Por otro lado, la reduccién de la longitud de
las cadenas (y por ende del M.,,;) limita su movilidad e incrementa la fuerza elastica que se opone
al hinchamiento de la red [132].

Asi, los hidrogeles de CS/PVA/GEN que presentaron un indice de hinchamiento de 271%
poseen un Dy y un M., mayor al de los hidrogeles de CS/PVA/GA que solo alcanzaron un
hinchamiento al equilibrio de189%. Esta pérdida en la capacidad de absorcion de los hidrogeles
entrecruzados con GA era atribuida, en el Capitulo 3-Seccion 3.6.1, a una mayor densidad de
entrecruzamiento de la red, lo cual queda finalmente comprobado en esta seccion. Ahora bien, a
pesar de que los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTSs presentaron un tamafio de poro y un peso
molecular entre puntos de entrecruzamiento mayor al de los hidrogeles de CS/PVA/GEN, su
indice de hinchamiento al equilibrio fue menor (i.e. 225% vs. 271%, respectivamente). Lo cual,
independientemente de las dimensiones de su red polimérica, este comportamiento es debido a
la naturaleza hidréfoba de los MWCNTSs.

Como ya se ha comentado a lo largo de este capitulo, el comportamiento mecanico de los
hidrogeles también puede ser descrito en términos de la estructura de la red polimérica conforme
al numero de cadenas elasticamente activas y al peso molecular entre puntos de
entrecruzamiento [43]. Por lo tanto, entender la estructura de su red, es extremadamente

importante para obtener informacion acerca de sus propiedades mecanicas.
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Figura 5.4 Relacion del médulo elastico con los parametros estructurales de la red polimérica en los hidrogeles
entrecruzados. A) Relacion entre el médulo elastico y el peso molecular entre puntos de entrecruzamiento. B) Relacion
entre el médulo elastico y el tamafio de poro. **En el caso de los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTs tnicamente
se aprecian tres triangulos debido a que dos de ellos se superponen

La Figura 5.4 A muestra la relacién entre el médulo elastico y el peso molecular entre puntos
de entrecruzamiento. En ella se puede observar como, en nuestros hidrogeles, al incrementarse
el M., el valor del médulo elastico (E) decrece exponencialmente. Esto debido a que el
incremento del M_,; implica la presencia de cadenas mas largas en la red y por ende también de
un mayor Dy, una menor ¢, y un mayor Q.; de modo que la red polimérica es mas flexible y opone
menor resistencia a ser deformada. Asi, de manera analoga, conforme el Dy crece, el médulo
elastico disminuye exponencialmente (Figura 5.4 B). Por lo tanto, a mayor ¢ ., menor M.,;, menor
Dy, mayor E y viceversa.

Con estos resultados es evidente que, el moédulo elastico de los hidrogeles de CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN y CS/PVA/GEN/MWNT se rige en gran medida por la estructura fisica de su red
polimérica; la cual, en el caso de los hidrogeles cargados con MWCNTSs, tiene mucho mayor

relevancia en la respuesta mecanica de dichos materiales que las mismas nanoparticulas.

5.3 PROPIEDADES MECANICAS BAJO TRACCION BIAXIAL POR INDENTACION
ESFERICA

Si bien mediante el ensayo de traccion uniaxial fue posible evaluar algunas de las

propiedades mecanicas de los hidrogeles de CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos, dicha
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prueba resulta insuficiente para estudiar el comportamiento mecanico de los hidrogeles. Esto
debido a que, en sus entornos de aplicacion, dificiimente se encontraran expuestos a esfuerzos
uniaxiales puros. Debido a ello, caracterizar este tipo de materiales bajo esfuerzos biaxiales,
solicitaciones aun mas cercanas a las presentes en el mundo real, resulta de vital relevancia.

La caracterizacién mecanica de los hidrogeles, bajo un sistema biaxial de esfuerzos, se llevé
a cabo utilizando el probador mecanico disenado en el presente trabajo de investigacion
(Capitulo 4). De manera que, utilizando la nueva expresidon analitica general y siguiendo las
metodologias desarrolladas en el capitulo anterior fue posible determinar el médulo elastico y el
campo de microdeformaciones que experimentan los hidrogeles. Cabe resaltar que, hasta el
momento nadie ha realizado estudios del comportamiento macro y micromecanico bajo traccion
biaxial por indentacion esférica de los hidrogeles de CS/PVA entrecruzados con genipin o

glutaraldehido y/o reforzados con MWCNTSs.

5.3.1 Comportamiento macromecanico de los hidrogeles

La Figura 5.5 muestra los resultados de la caracterizacién macromecanica de los hidrogeles
a través del método de traccion biaxial por indentacion esférica. De manera que, en la Figura
5.5 A se presentan las curvas de fuerza vs. desplazamiento, w vs. §, correspondientes a cada
uno de los hidrogeles sintetizados. Como se puede observar, al igual que en los resultados de
las pruebas de traccion uniaxial (Seccion 5.1), estas curvas también evidencian el
comportamiento no lineal de los hidrogeles. A partir de esta grafica es claro que los hidrogeles
entrecruzados (i.e. CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN y CS/PVA/GEN/MWCNTSs; curvas de color
amarillo, azul cielo y azul rey, respectivamente) requieren de cargas mas grandes para ser
indentados a la misma longitud que sus similes sin entrecruzar (i.e. CS/PVA y CS/PVA/MWCNTS;
curvas de color rojo y verde, respectivamente); siendo los hidrogeles entrecruzados con GA los
mas resistentes, ya que, como se evidencié anteriormente (Seccion 5.2), dicho entrecruzante da
lugar a una red polimérica mas rigida y compacta que inhibe el movimiento de las cadenas.

Asimismo, es posible apreciar como la adicion de MWCNTSs influye en la resistencia de las
membranas; por un lado, en los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTSs (Figura 5.5 A inset, curva de
color verde) los nanotubos hacen que sea necesario aplicar el doble de fuerza, que en los
hidrogeles control de CS/PVA (Figura 5.5 A inset, curva de color rojo) para indentar la membrana
8.5 mm. Sin embargo, en el caso de los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTs (Figura 5.5 A,
curva de color azul marino) el efecto es el contrario, evidenciando nuevamente que, en los

hidrogeles entrecruzados con GEN los MWCNTs no actuan como refuerzos mecanicos, sino todo

131



CAPITULO 5

T T T T T 10— T T T T T
A [ . B
0.15
15} — CS/PVA
’ 0.030 CS/PVA/GA
CS/PVA/GEN 7
0.025f | — CS/PVA/MWCNTs 8 019 ]
CS/PVA/GEN/MWCNTs
0.020 Ajuste Begley
0.015 6
1.0p
— 0.010 —
Z zZ
~ 0.005 -
s 3
0.000 4+ 4
0.5+
2r — CS/PVA -
CS/PVA/GA
— CS/PVA/GEN
CS/PVA/MWCNTs
— CS/PVA/GEN/MWCNTSs
— ot Ajuste lineal |
00f & ! X X X ] . , . . ) )
0 2 4 6 8 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
5 (mm) 0.376(6/R)® h R (mm~2)

Figura 5.5 Caracterizacion macromecanica de los hidrogeles hibridos de CS/PVA entrecruzados y nanocompuestos
mediante indentacion esférica. A) Curvas de fuerza vs. desplazamiento y ajuste de Begley. B) Curvas obtenidas
mediante la metodologia y expresidon general desarrolladas en este trabajo de investigacion. La pendiente de las
rectas corresponde al moédulo elastico de las membranas. *Todos los ajustes presentaron un coeficiente de
determinacion R?=0.99.

lo contrario. Cabe recordar que este comportamiento ya se habia observado durante las pruebas
de traccion uniaxial y durante la evaluacién de la estructura de la red polimérica.

Como se puede apreciar en la Figura 5.5 A, todos los materiales exhiben la misma tendencia,
en donde la carga es proporcional al cubo del desplazamiento (i.e. w « §3); de forma que, se
ajustan perfectamente a la solucidon aproximada desarrollada por Begley para describir el
comportamiento no lineal de membranas delgadas esféricamente indentadas.

Utilizando la metodologia y la expresion analitica general (ecuacién (19)), deducidas y

validadas en el capitulo anterior, el médulo elastico (E) de los hidrogeles fue determinado como

3
la pendiente de la seccion lineal de la curva fuerza vs. deflexién, 6w vs.0.376 hR (g) , tal como

se muestra en la Figura 5.5 B. En esta figura se puede observar como todos los hidrogeles
presentan la tendencia lineal esperada, indicando un comportamiento de membrana no lineal en
el cual los esfuerzos por flexion pueden ser despreciados [37, 38]. Asi, los hidrogeles de CS/PVA,
CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVAIMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs presentaron un
maodulo elastico promedio de 0.1 MPa £ 0.01 MPa, 3.17 MPa £ 0.64 MPa, 1.93 MPa £ 0.02 MPa,
0.13 MPa = 0.03 MPa y 1.59 MPa * 0.09 MPa, respectivamente.

A fin de comparar el médulo elastico de los hidrogeles obtenido mediante este método, se

utilizaron tanto el modelo desarrollado por Begley (ecuacién (15)), como las imagenes del perfil
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deformado de las membranas y su metodologia asociada (Capitulo 4, Seccion 4.4.2.2);
llevandose a cabo un estudio profundo del comportamiento macromecanico de dichos materiales.
Asi, en la Figura 5.6 se presenta una comparativa de los médulos elasticos obtenidos mediante
los distintos métodos. En dicha figura las barras de color sélido corresponden a los médulos
estimados a través de pruebas clasicas de traccion uniaxial; mientras que, el resto de las barras,
aquellas rellenas con diferentes achurados, corresponden a los modulos exhibidos por las
membranas bajo un sistema biaxial de esfuerzos impuesto mediante su indentacion esférica. Al
observar esta grafica resulta evidente que, en traccién biaxial no existe una diferencia significativa
entre los modulos elasticos determinados por los distintos métodos (i.e. modelo de Begley,
expresion general e imagen lateral); de tal forma que nuevamente queda comprobada la
consistencia, precision y utilidad de los modelos y metodologias desarrolladas en el presente
trabajo de investigacion, perfilandose asi como una herramienta util para caracterizar
mecanicamente este tipo de materiales.

Por otro lado, comparando el médulo elastico estimado mediante traccidén uniaxial con aquel
determinado mediante traccién biaxial (Figura 5.6), resulta evidente que, en algunos casos, el
mismo hidrogel hibrido puede presentar un comportamiento mecanico diferente dependiendo de

su composicion y del sistema de esfuerzos al que se encuentre sometido. En este sentido, a
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Figura 5.6 Comparacion del médulo elastico bajo traccion uniaxial y biaxial de los hidrogeles de CS/PVA,
CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs.
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diferencia de los hidrogeles entrecruzados (i.e. CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN vy
CS/PVA/GEN/MWCNTSs), los hidrogeles hibridos de CS/PVA y CS/PVA/MWCNTSs exhibieron un
modulo elastico distinto, dependiendo del sistema de solicitaciones (uniaxial o biaxial) al que
fueron expuestos. Asi, el efecto del agente entrecruzante sobre la estructura quimica de los
hidrogeles hibridos produce hidrogeles mecanicamente mas estables, mostrando una
repetitividad aceptable en su mddulo elastico incluso utilizando diferentes métodos de evaluacion.
No obstante, se debe de poner especial atencidn cuando se evaluan las propiedades mecanicas
de hidrogeles hibridos suaves cuyas cadenas poliméricas presentan un alto grado de movilidad;
ya que su comportamiento variara significativamente dependiendo del sistema de esfuerzos al
que se encuentren sometidos. Asi, los hidrogeles de CS/PVA y CS/PVA/MWCNTs mostraron,
respectivamente, médulos elasticos hasta tres y cinco veces mas pequeios en traccion biaxial.
Lo anterior podria deberse a que, debido a la carencia de una red polimérica tridimensional que
se oponga/restrinja la deformacién de las macromoléculas en multiples direcciones, en estos
materiales se podrian estar generando deformaciones altamente localizadas que afectan el
comportamiento macromecanico de la membrana. A fin de confirmar estas suposiciones, en la
siguiente seccion se presentaran los resultados del analisis micromecanico mediante correlacién

de imagenes en 3D.

5.3.2 Comportamiento micromecanico de los hidrogeles

La Figura 5.7 muestra la respuesta micromecanica de los hidrogeles hibridos bajo un sistema
biaxial de esfuerzos. Cabe recordar que, la deformacién de las membranas fue determinada a
través del analisis mediante 3D-DIC de los pares de imagenes capturados por el sistema de visidn
estereoscopica durante el ensayo de indentacién. De manera que, en la columna izquierda de
dicha figura se presentan los campos de microdeformacion correspondientes a una indentacion
6 =8.5mm (Figura 5.7; A, C, E, G e I). Imagenes similares fueron obtenidas para 2 mm, 4, mmy
6 mm de indentacion; sin embargo, solo se presentan los resultados de la indentacién maxima a
la que fue sometido cada material. Al observar los campos de microdeformaciones exhibidos por
los hidrogeles es posible percatarse que existen pequefas zonas en las cuales no fue asignado
un color; lo cual se debe a la pérdida de la correlacién durante el analisis por DIC como resultado
de los cambios de brillo que se generan en la superficie de la membrana durante su indentacion,
esto debido al estado hidratado en el que se encontraban los hidrogeles.

Por otro lado, las graficas de la columna derecha en la Figura 5.7 (graficas B, D, F, Hy J)
corresponden a la deformacién que presentan las membranas a lo largo de una seccion vertical

localizada en el centro de la muestra; obteniendo asi el perfil de microdeformaciénes asociado a
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Figura 5.7 Respuesta micromecanica de los hidrogeles hibridos mediante correlacién de imagenes digitales en 3D.
La columna de la izquierda representa el campo de microdeformaciones exhibido por las membranas al ser
indentadas 8.5 mm. El porcentaje de deformacién principal como una escala de color, obtenida mediante 3D-DIC,
es mostrada a un costado. Por otro lado, la columna de la derecha muestra los perfiles de deformacién a distintas
deflexiones (2 mm, 4 mm, 6 mm y 8.5 mm) para una seccién longitudinal que pasa a través del centro de la
membrana (alineada con el gje y).

135



CAPITULO 5

la imagen capturada por el modulo de visién lateral, pero desde una perspectiva frontal de la
deformacién que experimenta la membrana.

Al comparar todos estos resultados es evidente que, los hidrogeles que no fueron
quimicamente entrecruzados (i.e. CS/PVA y CS/PVA/MWCNTs, Figura 5.7 A-B y G-H,
respectivamente) muestran campos de deformacion mas heterogéneos y experimentan mayores
niveles de deformacion local a lo largo de la region de contacto con el indentador que aquellos
entrecruzados con GA o GEN. Lo cual, es debido a que una red sin puntos de entrecruzamiento
favorece el grado de movilidad polimérica, de modo que las cadenas son capaces de elongarse
y reorientarse libremente, ocasionando deformaciones heterogéneas. Asi los hidrogeles de
CS/PVA y CS/PVA/IMWCNTSs muestran importantes gradientes de deformacion, particularmente,
en la zona de contacto con el indentador. Por el contrario, los perfiles de deformacion de los
hidrogeles entrecruzados (i.e. CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN y CS/PVA/GEN/MWCNTSs) presentan
cambios graduales en la misma zona de interés, esto debido a la restriccion en movimiento y
orientacion que impone la red macromolecular. Asi, al comparar la deformacion principal maxima
que experimenta cada una de las membranas en la region de indentacion, se encontré que los
hidrogeles hibridos entrecruzados tuvieron una microdeformacioén de entre 12% y 13%; lo cual
significa que fue, aproximadamente, 8% menor a la deformacion principal experimentada por los
hidrogeles de CS/PVA y CS/PVA/MWCNTs.

Respecto a la adicion de MWCNTSs en los hidrogeles de CS/PVA y CS/PVA/GEN, no se
observaron cambios significativos en la distribucion heterogénea de las deformaciones (Figura
5.7, G e |, respectivamente); sin embargo, si se aprecié un ligero incremento en la proporcion de
deformacién maxima respecto a sus similes sin cargar, siendo dicho aumento de
aproximadamente 6% para los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs (Figura 5.7, H) y de alrededor de
1% para los de CS/PVA/GEN/MWCNTs (Figura 5.7, J). De modo que, a pesar de que la
contribucién de los MWCNTSs no es significativa nuevamente se comprueba que, en el caso de
los hidrogeles entrecruzados y cargados con MWCNTSs, los nanotubos realmente no ejercen su
funcion de refuerzo mecanico debido a la poca o nula area interfacial que se podria estar

generando entre estos y la matriz polimérica de CS/PVA/GEN.

5.4 COMPORTAMIENTO OPTO-MECANICO

Mientras que la mayoria de los esfuerzos en el campo de los hidrogeles nanocompuestos
con CNTs se han enfocado en mejorar sus propiedades pasivas (i.e. mecanicas, eléctricas y

térmicas), se ha reportado que en las matrices poliméricas de PDMS, las nanoparticulas de
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carbono producen efectos térmicos y mecanicos localizados como respuesta a un estimulo
externo. De modo que, al ser expuestas a una radiacion infrarroja, las membranas
nanocompuestas de PDMS son capaces de contraerse o expandirse, teniendo aplicaciones
potenciales como sistemas de liberacion de farmacos, andamios celulares, terapias localizadas y
como sensores o actuadores en microfluidica, entre otras [22, 133]. Asi, con la finalidad de
determinar si dicho fendmeno es propio de ese sistema o si se podria presentar en los hidrogeles
de CS/PVA cargados con MWCNTSs, este grupo de hidrogeles fue sometido a un ensayo
adicional.

En la Figura 5.8 A y B se muestran las curvas de esfuerzo como funcién del tiempo (o vs. t)
de las muestras hidratadas de CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs, respectivamente.
Como se puede observar en estas graficas, las muestras fueron pretensadas y una vez que se
alcanzo6 el equilibrio en la relajacién del material, se encendid un diodo laser a diferentes
potencias (i.e. 100 mW - 500 mW) esperando ver un cambio en el esfuerzo
(incremento/decremento) debido a posibles microdeformaciones inducidas por la absorcién de la
radiacioén infrarroja. No obstante, en ninguno de los dos hidrogeles se observé tal fendmeno. Lo
anterior podria deberse a que, debido a las condiciones de iluminacion necesarias para llevar a
cabo estos ensayos, los hidrogeles se van deshidratando rapidamente a lo largo de la prueba, lo
que ocasiona que su red polimérica se contraiga y se produzca un incremento gradual en el
esfuerzo detectado (Figura 5.8 A 'y B); de manera que, la magnitud de este esfuerzo posiblemente
estaria enmascarando al esfuerzo opto-mecanico que se pudiera producir. Si bien, en el caso de
los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTs fue detectado un decremento en esfuerzo cuando el
laser se encendio a 500 mW (Figura 5.8 B), este se asocia a la combustién de la muestra en el
sitio de irradiacion debido la alta potencia del laser.

Ya que el comportamiento opto-mecanico de los hidrogeles nanocompuestos no pudo ser
evaluado en estado hidratado, se decidio llevar a cabo una prueba con los materiales secos. Asi,
las Figura 5.8 C y D corresponden a las graficas o vs. t de los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs
y CS/PVA/GEN/MWCNTSs, en estado deshidratado. A diferencia del caso anterior, cuando los
hidrogeles se encuentran secos, si fue posible observar un cambio en el esfuerzo mientras las
muestras son irradiadas; de manera que, en ambos materiales, se aprecian decrementos en el
esfuerzo a partir del uso de potencias de 200 mW. Asi, las microdeformaciones reversibles

generadas por la radiacién infrarroja provocaron cambios en el esfuerzo (Agygne)

de -390 kPa, -450 kPa, -1270 kPa y -230 kPa en los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs para
potencias de 200 mW, 300 mW, 400 mW y 500 mW, respectivamente; mientras que, para los
hidrogeles entrecruzados y nanocompuestos (i.e. CS/PVA/GEN/MWCNTSs) los Agy;gp; fueron
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de -10 kPa, -15 kPa, -19 kPa y -35 kPa para potencias de 200 mW, 300 mW, 400 mW y 500 mW,
respectivamente.

El hecho de que en ambos casos el efecto opto-mecanico que experimentan las membranas
se vea reflejado como un decremento en esfuerzo, es un indicativo de que el hidrogel pretensado
se expande. Es decir, al ser irradiadas, los CNTs actuan como microcalentadores de las cadenas

poliméricas cercanas a ellos, ocasionando un movimiento en ellas debido al incremento de la
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Figura 5.8 Comportamiento opto-mecanico de los hidrogeles hibridos nanocompuestos. A y B) Respuesta
opto-mecanica de los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs hidratados al equilibrio,
respectivamente. C y D) Respuesta opto-mecanica de los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs
secos, respectivamente.
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temperatura; el cual, ocasiona que la red polimérica se distienda debido a que, a la
predeformacion aplicada, no todas las cadenas estaban alineadas y tenian mayor libertad de
movimiento. De acuerdo con Ahir et al. [25], la contracciéon o expansion de las membranas de
PDMS/MWCNTSs depende de la predeformacion aplicada (con una deformaciéon mayor al 10% se
contraen y menor al 10% se expanden); lo cual también se cumple para los hidrogeles de
CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTS; ya que, durante la precarga, a ambas muestras se
les aplico una elongacion de 2 mm, equivalente a una deformacién del 9%.

Asimismo, es posible observar que el Agy;4,; fue mayor conforme la potencia del laser se
incrementd; de modo que, los esfuerzos opto-mecanicos que se generan se pueden ajustar en
funcion de la potencia de la radiacion infrarroja suministrada. Cabe mencionar también que, los
hidrogeles entrecruzados con GEN (i.e. CS/PVA/IGEN/MWCNTSs) presentaron Aogygne

significativamente mas pequenos. Lo que podria estar asociado principalmente a dos factores:
por un lado, como ya se ha planteado anteriormente, el entrecruzamiento quimico de la red
polimérica limita la movilidad de las cadenas que la conforman, de modo que la expansién que
pudieran experimentar se ve sumamente reducida en comparacion con los hidrogeles de
CS/PVA/IMWCNTSs. Por otro lado, la pobre interaccion interfacial entre los MWCNTSs y la matriz
de CS/PVA/GEN podria estar dificultando la transmisién efectiva de la energia térmica generada
por las nanoparticulas, hacia las cadenas poliméricas cercanas a su superficie; de modo que, su
movimiento y el esfuerzo resultante de este, quedan condicionados a la cantidad de energia
recibida [87].

Ademas, vale la pena sefalar que el esfuerzo opto-mecanico inducido en los hidrogeles
secos de CS/PVA/MWCNTSs esta muy por encima del reportado en matrices de PDMS cargadas
con SWCNTs, MWCNTSs o nanopolvo de carbono (i.e. 10 kPa - 30 kPa) [133, 187]; mientras que,
el presentado por los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTs se encuentra dentro de estos
valores, pero utilizando una concentracién menor de nanoparticulas (i.e. 0.2% masa/masa).

Asi, a pesar de que el efecto opto-mecanico puedo ser evaluado con los hidrogeles en estado
deshidratado, resulta importante tener presente que su comportamiento es muy distinto una vez
hidratados y en sus campos de aplicacién siempre se encontraran en dicho estado. Por tanto, a
fin de evaluar el comportamiento opto-mecanico de los hidrogeles hidratados, se considera
necesario disefiar e implementar un dispositivo que permita mantener la humedad de las
muestras a lo largo de la prueba, tarea que por el momento queda fuera del alcance de los

objetivos del presente trabajo de tesis.
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CAPITULO 6

CARACTERIZACION BIOLOGICA

En este capitulo se presentan los resultados experimentales derivados de las pruebas
biolégicas a las cuales fueron sometidos los distintos grupos de hidrogeles hibridos sintetizados.
Asimismo, se lleva a cabo un analisis de resultados en el que se integran las propiedades
fisicoquimicas y mecanicas de los hidrogeles, a fin de entender y explicar de mejor manera la
respuesta de las células a cada tipo de material (CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN,
CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs). Cabe recordar que, los ensayos bioldgicos se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Inmunoterapia e Ingenieria de Tejidos de la Facultad de
Medicina de la UNAM, utilizando fibroblastos dérmicos humanos para la formacién de los

constructos.

6.1 VIABILIDAD CELULAR

Es bien sabido que propiedades como la composicion, el indice de hinchamiento, el angulo
de contacto, la carga superficial, la porosidad, la rugosidad y el moddulo elastico de los
biomateriales, son capaces de influir en el comportamiento de las células; por lo que entender la
interaccion célula-biomaterial es un primer paso para predecir la viabilidad de las membranas que
pretendan ser utilizadas como andamios celulares en la regeneracion de tejidos bioldgicos [10].
Uno de los ensayos frecuentemente utilizados para estudiar dichas interacciones son los cultivos
celulares in vitro. Si bien, dichos cultivos no reproducen todo el abanico de condiciones celulares
observadas in vivo, estos constituyen una primera aproximacion para evaluar la
citocompatibilidad del material y la viabilidad de las células sembradas sobre él.

Teniendo esto en consideracion, la viabilidad de los fibroblastos dérmicos sembrados sobre
la superficie de los hidrogeles de CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos, se estudio
mediante pruebas con calceina-AM y homodimero de etidio a los 3, 7 y 21 dias de cultivo in vitro.
En la Figura 6.1 se muestran las micrografias de fluorescencia (70x) correspondientes a los
fibroblastos sembrados sobre la caja de Petri (micrografia A, cultivo control) y sobre los hidrogeles
de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs
(micrografias B-F, respectivamente), tras 21 dias de cultivo in vitro. En ellas es posible apreciar

en color verde las células vivas y en rojo las muertas.
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CULTIVO CONTROL CS/PVA

CS/PVAIGA CS/PVA/GEN

CS/PVA/MWCNTs CS/PVA/GEN/MWCNTs

Figura 6.1. Micrografias de fluorescencia (10x) del cultivo control y de los constructos sometidos a la prueba de
viabilidad celular mediante calceina-AM y homodimero de etidio tras 21 dias de cultivo in vitro. En color verde se
observan los fibroblastos vivos y los muertos en rojo. El porcentaje de viabilidad de los hidrogeles fue del 95%-99%.
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El porcentaje de viabilidad de los fibroblastos sobre los hidrogeles se obtuvo comparando
directamente la cantidad de células vivas (i.e. células verdes) en relacién con el numero total de
células adheridas a la superficie de los hidrogeles (i.e. células verdes + rojas); de manera que su
valor oscilé entre el 95% - 99%, siendo los hidrogeles entrecruzados (i.e. CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN y CS/PVA/GEN/MWCNTSs) los que presentaron el porcentaje de viabilidad mas
alto. Con esto es posible concluir que, tras 21 dias de cultivo in vitro, no se observan efectos
citotéxicos por parte de ninguno de los hidrogeles hibridos estudiados y aparentemente estos
promueven la adhesion celular.

En la Figura 6.1 es posible observar que, tras 21 dias de cultivo in vitro, los hidrogeles de
CS/PVA/GA y CS/PVA/IMWCNTs (Figura 6.1 C y E, respectivamente) mostraron una mayor
densidad de fibroblastos adheridos a su superficie respecto al resto de materiales, mientras que
los hidrogeles control de CS/PVA (Figura 6.1 B) tuvieron la menor. Asimismo, es posible apreciar
que algunos de los fibroblastos adheridos a los hidrogeles control todavia exhibian una morfologia
poligonal en comparacion con los presentes sobre los hidrogeles entrecruzados y/o
nanocompuestos, en los cuales las células ya habian adoptado una morfologia fusiforme, similar
a la de los fibroblastos dérmicos del cultivo control (Figura 6.1 A).

La adhesidn celular que presentan los hidrogeles de CS/PVA/GA y CS/PVA/IMWCNTSs puede
estar relacionada con su hidrofilicidad de superficie; ya que, de acuerdo con lo reportado por
Gupta et al. [156], angulos de contacto entre 55° y 75° favorecen la adhesion de fibroblastos
sobre superficies poliméricas. De manera que, con estos resultados y con aquellos presentados
en la Seccion 3.6.2 (Capitulo 3) es posible confirmar dicha proposicion; pues como se recordara,
el angulo de contacto (CA) de los hidrogeles de CS/PVA/GA y CS/IPVA/MWCNTSs fue de 60° £ 3°
y 67° £ 3°, respectivamente. Asimismo, los hidrogeles de CS/PVA/GEN que tuvieron un CA de
76° £ 2°, ubicado en el limite superior del intervalo marcado por Gupta et al., también presentaron
una un gran numero de células adheridas a su superficie, las cuales tuvieron una morfologia
predominantemente fusiforme. Mientras que, los hidrogeles de CS/PVA/GEN/MWCNTs que
tuvieron un CA hidréfobo mayor al sefalado por Gupta et al. (i.e. 84° £ 7°), presentaron células
en su mayoria fusiformes, pero en menor cantidad que los hidrogeles de CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN y CS/IPVA/MWCNTSs.

De esta manera, a pesar de que la prueba de viabilidad/citotoxicidad mediante calceina-AM
y homodimero de etidio no es un ensayo propiamente disefiado para evaluar la morfologia celular,
las micrografias obtenidas fueron utiles para valorar rapidamente y de forma indirecta la
configuracién que adquirian los fibroblastos al adherirse a la superficie de los distintos tipos de
hidrogeles hibridos. A fin de presentar un analisis cuantitativo sobre la morfologia de los

fibroblastos, las micrografias de fluorescencia a 4x seran analizadas en la Seccion 6.3. del
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presente capitulo, mediante el uso de parametros mas apropiados (i.e. el didametro maximo de

Feret y el coeficiente de excentricidad) a través del software especializado CellProfiler.

6.2 CONTEO CELULAR

De acuerdo con lo reportado en la literatura la proliferacion, la viabilidad y la diferenciacién
celular son parametros altamente dependientes de la adhesion y la morfologia de las células
durante la fase de cultivo in vitro de los constructos [57, 88]. De manera que, los biomateriales
que pretendan ser utilizados en aplicaciones de ingenieria de tejidos, no solamente deberan ser
citocompatibles y servir como apoyo en la adhesion celular, sino que también deberan de
promover la proliferacion de las células adheridas a ellos [115].

El método mas directo para obtener informacion sobre la proliferacién celular consiste en
contar las células adheridas a un sustrato a lo largo de un determinado periodo de tiempo. A fin
de obtener informacion detallada sobre el numero, el tamafio y la forma de los fibroblastos
adheridos a los hidrogeles durante el periodo de cultivo in vitro (i.e. 3, 7 y 21 dias), las micrografias
de fluorescencia capturadas a un aumento de 4x fueron sometidas a un analisis por
procesamiento de imagenes mediante el uso del software especializado CellProfiler.

En la Figura 6.2 se presentan los resultados del conteo celular a los 3, 7 y 21 dias de cultivo
in vitro de los constructos formados a partir de los hidrogeles de CS/PVA, entrecruzados y/o
nanocompuestos, y de los fibroblastos dérmicos. Como se puede observar en esta grafica los
hidrogeles control de CS/PVA y los hidrogeles entrecruzados con genipin (i.e. CS/PVA/GEN y
CS/PVA/GEN/MWCNTSs) presentaron una misma tendencia de proliferacién; mientras que los
hidrogeles de CS/PVA/GA y CS/PVA/IMWCNTs mostraron otra.

De acuerdo con el analisis realizado, en los hidrogeles de CS/PVA, CS/PVA/GEN vy
CS/PVA/IGEN/MWCNTs (Figura 6.2, barras de color rojo, azul claro y azul fuerte,
respectivamente) los fibroblastos se replican de manera logaritmica conforme se incrementa el
tiempo de cultivo; lo cual, coincide con el comportamiento reportado en la literatura para cultivos
celulares en proliferacion [188, 189]. Dicha fase de crecimiento logaritmico (LOG), como se puede
apreciar en la Figura 6.2, se caracteriza por un marcado incremento en el numero de células,
siendo este de aproximadamente el doble [189].

Por otro lado, en los hidrogeles de CS/PVA/GA y CS/PVA/IMWCNTs los fibroblastos
presentaron una tendencia un poco distinta, dado que al principio exhiben lo que parece ser una

fase de latencia, con muy pocas células (3-7 dias) y posteriormente una fase LOG (7-21 dias).
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Figura 6.2 Grafica de conteo celular de los constructos ensayados.

En la fase de latencia, los fibroblastos se encuentran en un periodo de adaptacion al nuevo
sustrato, por lo cual no comienzan a replicarse de inmediato y el nimero de células se mantiene
practicamente constante (Figura 6.2, barras achuradas de color amarillo), o incluso se presentan
algunas muertes celulares (Figura 6.2, barras achuradas de color verde); de modo que, en esta
fase no hay gran actividad metabdlica y las células unicamente sintetizan las enzimas y moléculas
necesarias para adherirse a los hidrogeles y comenzar a replicarse. Posterior al periodo de
latencia, estos constructos experimentaron un marcado incremento en el numero de células,
siendo a los 21 dias de cultivo in vitro los que mayor numero de células tenian.

Cabe resaltar que justo estos dos sustratos (i.e. CS/IPVA/GA y CS/PVA/MWCNTSs) poseen
componentes que frecuentemente son reportados en la literatura como elementos citotéxicos, a
saber, el GA y los MWCNTSs; no obstante, estos resultados experimentales demuestran lo
contrario. La mayoria de los ensayos de proliferacién en los que se reporta la citotoxicidad de
estos componentes se llevan a cabo hasta los 7 dias, por lo que resulta légico afirmar que el GA
y los MWCNTs son agentes citotdxicos que no promueven o inhiben la proliferacion celular; sin
embargo, cuando el cultivo se lleva a un periodo de cultivo mas largo, los constructos con GA o
MWCNTs muestran diferencias significativas al compararlos con los hidrogeles control de

CS/PVA. De manera que, en ambos mejora significativamente el numero de células adheridas a
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la superficie de los hidrogeles de CS/PVA a partir de los 7 dias de cultivo in vitro, sin comprometer
la viabilidad o la morfologia de las células. Resultados similares, han sido recientemente
reportados por Aryaei et. al. [190] y Liao et. al. [30], para membranas electrohiladas de PVA/CS
con MWCNTSs.

Tras 21 dias de cultivo in vitro, los hidrogeles que mostraron el mayor numero de células
adheridas a su superficie fueron los de CS/PVA/GA y CS/PVA/MWCNTSs, seguidos de los
hidrogeles entrecruzados con GEN (i.e. CS/PVA/GEN y CS/PVA/GEN/MWCNTSs) vy, finalmente,
con una proliferacion 5 veces menor a la presentada por los hidrogeles entrecruzados GA, se
encuentra la mezcla control CS/PVA.

Estos resultados nuevamente confirman lo estipulado por Gupta et al. [156], ya que al
observar la Figura 6.2 es posible percatarse que justo los hidrogeles con CA entre 55° y 76°
(i.,e. CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN y CS/PVA/IMWCNTs) son los que presentan la mayor
proliferacion celular, tal como se venia discutiendo desde la seccion anterior. De modo que, la
hidrofilicidad/hidrofobicidad de superficie de los hidrogeles es uno de los parametros que mas
influye tanto en la adhesion celular, como en la tasa de proliferacion.

Por otro lado, se ha reportado que el modulo elastico de las membranas es otro de los
factores relevantes en el mecanismo de adhesion y proliferacion celular; de manera que, de
acuerdo con Gao et al. [84], los hidrogeles mas suaves propician una morfologia redonda en los
fibroblastos. Lo cual se cumple para los hidrogeles de CS/PVA, pero no asi para los de
CS/PVA/IMWCNTSs. Cabe recordar que ambos hidrogeles presentan los médulos elasticos mas
pequefos tanto en traccion uniaxial como en traccion biaxial (Capitulo 5, Secciones 5.1 y 5.3);
sin embargo, después de 21 dias de cultivo, unicamente los constructos de CS/PVA presentan
células con morfologia redondeada y un menor numero de células sobre su superficie..

Cabe mencionar que, tras 21 dias de cultivo bajo condiciones in vitro, en ningun caso las
células cubrian la totalidad de la superficie de las membranas, por lo cual, no se cuenta con
constructos confluentes y los fibroblastos tienen la posibilidad de seguir replicandose y migrando
hacia las zonas despobladas. Conforme a los resultados obtenidos en esta seccion, es posible
asegurar la viabilidad y la proliferacion de los fibroblastos sobre los hidrogeles de CS/PVA,
entrecruzados y/o nanocompuestos, descartandose la citotoxicidad de cualquiera de estos

materiales.
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6.3 ANALISIS MORFOLOGICO Y DIMENSIONAL

De acuerdo con McKenzie et. al. [191] la morfologia y tamafo de las células puede
proporcionar evidencia de su grado de compatibilidad con el material. De esta forma, un indicador
de que una célula interactua bien con el material empleado como andamio, es la rapidez con la
que se extiende sobre la superficie y pierde la forma esférica que asumié mientras se encontraba
en un medio acuoso (suspensioén celular), para adherirse al sustrato y comenzar proliferar.

Asi, con el fin de evaluar la compatibilidad entre los fibroblastos y los hidrogeles de CS/PVA,
entrecruzados y/o nanocompuestos, las micrografias de fluorescencia (4x) alos 3, 7 y 21 dias de
cultivo in vitro fueron sometidas a un analisis de imagen mediante el software CellProfiler para

determinar el tamano y la forma de los fibroblastos presenten en los constructos.

6.3.1 Evaluacion del tamafio de los fibroblastos

El tamafo de los fibroblastos adheridos a la superficie de los hidrogeles fue evaluado
utilizando el diametro maximo de Feret. Dicho parametro es frecuentemente usado en
microscopia para determinar el diametro promedio de particulas con geometria irregular, de tal
forma que este se representa como la distancia entre dos lineas paralelas que son tangenciales
al contorno de la proyeccién de la particula [136].

En la primera columna de la Figura 6.3 se presenta la evaluacion estadistica de la longitud
maxima (diametro de Feret) del numero total de células vivas, presentes sobre la superficie de
durante el periodo de cultivo in vitro. Mientras que las columnas restantes muestran las
micrografias a los 3, 7 y 21 dias de cultivo in vitro.

La primera fila de la Figura 6.3 muestra la distribucion estadistica, del diametro maximo de
Feret de los fibroblastos sembrados sobre los hidrogeles de CS/PVA. En este caso los diametros
promedio de las células fueron de 58.7 um, 48 um y 49.7 um para 3, 7 y 21 dias, respectivamente;
observandose, asimismo, un aumento en el numero de células por mm? de 6.4, 14 y 18.6 durante
el mismo numero de dias. De manera que, a pesar de no haber una diferencia significativa en la
longitud de las células durante el periodo de cultivo in vitro, éstas fueron incrementando
lentamente su numero, tal como se habia observado en la seccién anterior.

Por otro lado, en los constructos formados por los hidrogeles quimicamente entrecruzados,
CS/PVA/GAy CS/PVA/GEN (Figura 6.3 B y C, respectivamente), se observo un pequefio numero
de células al inicio del periodo de cultivo; el cual, al igual que su diametro maximo de Feret, fue

incrementandose conforme transcurrieron los dias. Asi en los hidrogeles de CS/PVA/GA los
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fibroblastos mostraron un diametro maximo promedio de 50.16 ym, 51.09 ym y 49.27 ym para 3,
7 y 21 dias de cultivo, respectivamente; mientras que, sobre los hidrogeles de CS/PVA/GEN sus
diametros de Feret fueron de 40.1 um, 40.2 um y 46.9 um para los mismos dias. Estos resultados
muestran que las células adheridas a los hidrogeles entrecruzados con GA presentaban una
mayor longitud, lo cual puede deberse, por un lado, a la rigidez del sustrato (Seccion 5.1) y por el
otro, a su CA, el cual como ya se habia comentado anteriormente, se encuentra dentro del
intervalo idéneo reportado para el cultivo de fibroblastos [155].

Los constructos de los hidrogeles nanocompuestos de CS/PVA/IMWCNTSs (Figura 6.3 D)
mostraron una distribucién estadistica similar a la presentada por los hidrogeles entrecruzados,
de modo que los fibroblastos fueron incrementando sus dimensiones a lo largo del periodo de
cultivo in vitro. Asi, los diametros de Feret promedio que estas células presentaron fueron de
46.3 ym, 50.9 um y 54.8 ym para 3, 7 y 21 dias, respectivamente. Mientras que, en los hidrogeles
de CS/PVA/GEN/MWCNTSs (Figura 6.3 E) se observo una variaciéon en la longitud de las células
durante el cultivo in vitro, de modo que a los 3, 7 y 21 dias sus diametros promedio fueron de
35.1 um, 85.3 umy 43.9 um, respectivamente. No obstante, como se puede observar en la Figura
6.2, las células continuaron proliferando rapidamente.

En la ultima columna de la Figura 6.3 se muestran las micrografias de los constructos tras
21 dias de cultivo in vitro; en ellas los fibroblastos se encuentran coloreados conforme a su
diametro maximo de Feret, de tal manera que la escala de color a la derecha clasifica su
dimension de 0 um a 300 um (rojo a magenta). Al comparar los resultados de todos los hidrogeles
a los 21 dias, se puede observar que todas las membranas exhibieron una mejor proliferaciéon
celular que los hidrogeles control de CS/PVA. Asimismo, es facil notar que los colores
predominantes a los 21 dias en todas las micrografias son el naranja, amarillo y verde; lo cual
significa que las células presentan longitudes entre 30 ym y 110 ym, segun la escala de color.
Sin embargo, en cada material se observan diferentes proporciones de color. Por ejemplo, en los
hidrogeles de CS/PVA y CS/PVA/GA predominan las células en colores naranja y amarillo que
corresponden a 40 ym -70 ym; mientras que, para los de CS/PVA/GEN se aprecian en mayor
proporcion células en color naranja, amarillo y verde, con tamanos entre 30 um y 80 um. En los
hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs un gran numero de células presentaron diametros de
60 um — 90 um, correspondientes a un color amarillo y verde; sin embargo, al entrecruzar e cargar
la mezcla (CS/PVA/GEN/MWCNTSs) se observé una disminucion en el tamafio de las células de
manera que los colores predominantes fueron el rojo y amarillo claro (20 pm - 60 ym).

De acuerdo con lo reportado en la literatura, los fibroblastos humanos tienen una longitud
promedio de 50 ym -100 um [189]. Por lo que, conforme a los resultados obtenidos hasta ahora,

cualquiera de los hidrogeles hibridos de CS/PVA estudiados en este trabajo de investigacion es
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Figura 6.3 Evaluacion de la longitud maxima (diametro de Feret) de los fibroblastos a los 3, 7 y 21 dias de cultivo in vitro. En la
primera columna se muestra la distribucion del tamafio presentado por las células y en las columnas restantes se aprecian las
micrografias (4X) tras el analisis de imagen que se llevd a cabo. La barra de color indica el tamafio de las células.
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capaz de mantener sus dimensiones, de promover su proliferacion celular y de no presentar un
efecto citotdxico sobre ellos. Finalmente, en la siguiente subseccién se evaluara la capacidad de

estos materiales para mantener la morfologia alargada (fusiforme), tipica de este tipo de células.

6.3.2 Evaluacion de la morfologia de los fibroblastos

Es bien sabido que la morfologia de los fibroblastos depende del tejido del cual formen parte
al interior del organismo, asi como de los estimulos a los que estén sometidos; sin embargo, por
lo regular se trata de células fusiformes (i.e. forma de huso, ancha en el centro y delgada hacia
los extremos), planas y con un gran tamafo (50 ym -100 ym de longitud) [189].

Asi, el parametro de excentricidad disponible en el software CellProfiler fue utilizado para
evaluar la forma que los fibroblastos adquirian al adherirse y permanecer sobre la superficie de
los hidrogeles hibridos. De modo que, las células fueron ajustadas a una elipse para medir su
grado de elongacion (excentricidad) a través de la razén entre la longitud del semieje mayor y la
distancia focal, obteniendo como resultado un valor entre 0 y 1, en donde ambos extremos son
considerados casos degenerados. Asi, una elipse con excentricidad igual a 0 es en realidad un
circulo; mientras que, una elipse cuya excentricidad es 1 corresponde a un segmento de
linea [137].

La Figura 6.4 muestra la excentricidad de las células a lo largo de todo el periodo de cultivo
in vitro (i.e. 3, 7 y 21 dias). En la primera columna de dicha figura es posible apreciar como las
distribuciones de probabilidad, teéricas y experimentales, de todos los materiales experimentan
un desplazamiento hacia la derecha conforme transcurre el tiempo de cultivo; lo cual indica que
las células fueron adoptando una morfologia mas alargada, dejando de lado la forma
esférica/poligonal que presentaban cuando fueron sembradas. Asimismo, debido a que la
excentricidad de las células es un parametro morfoldégico frecuentemente relacionado con la
adhesion y proliferacion celular [192]; estos resultados son un indicativo mas de que las células
efectivamente se adhieren a la superficie de los distintos tipos de hidrogel, adquieren una
morfologia alargada y proliferan (resultados que concuerdan con lo mostrado en la Seccion 6.2).

A partir del analisis de las micrografias presentadas en la Figura 6.4 es posible apreciar como
en el dia 3 todas las membranas presentan células con morfologia predominantemente elipsoidal,
de manera que sus valores de excentricidad promedio fueron de 0.71, 0.51, 0.73, 0.69 y 0.71
para los hidrogeles de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNTs vy
CS/PVA/IGEN/MWCNTSs, respectivamente. Cabe resaltar que las células presentes en los
hidrogeles de CS/PVA, CS/PVA/GEN y CS/PVA/GEN/MWCNTs presentaron los valores de

excentricidad mas altos; de modo que, al ser mas alargadas podrian proliferar mas rapidamente,
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lo cual tiene sentido si se recuerda que justo esos hidrogeles presentaron una fase de crecimiento
logaritmico desde el dia 3 (Seccién 6.2).

Posteriormente, en el dia 7 de cultivo in vitro se encontré que las excentricidades de los
fibroblastos sobre los hidrogeles de CS/PVA/GEN permanecieron sin cambio respecto al dia 3;
sin embargo, en los hidrogeles de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/MWCNTs vy
CS/PVA/GEN/MWCNTs mostraron mayores valores de excentricidad (i.e. 0.77, 0.64, 0.71 y 0.80,
respectivamente), de manera que las células se volvieron alrededor de un 10% mas delgadas.
Asimismo, conforme a los resultados previamente discutidos (Seccion 6.3.1), este incremento en
excentricidad también conllevd un incremento en el diametro maximo de Feret. Finalmente, tras
21 dias de cultivo in vitro los valores de excentricidad promedio de los fibroblastos sobre las
membranas de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNTs y
CS/PVA/GEN/MWCNTSs fueron de 0.77, 0.82, 0.79, 0.80 y 0.81, respectivamente. En donde los
hidrogeles que mostraron un notorio incremento en excentricidad (i.e. CS/PVA/GA vy
CS/PVA/MWCNTS, los cuales registraron un aumento de 0.18 y 0.09, respectivamente), también
fueron los que exhibieron la mayor tasa de proliferacion celular (Figura 6.2). De manera que, los
hidrogeles que presentaron las morfologias mas fusiformes, también tuvieron las mayores
dimensiones y proliferaron mas rapido, siendo todo esto indicativo de una buena adhesion al
sustrato.

En algunas de las micrografias mostradas en las Figura 6.3 y Figura 6.4 se aprecian algunos
cumulos de células, los cuales, muy probablemente se generaron durante el proceso de
tripsinizacion de los cultivos utilizados para formar los constructos. Cabe mencionar, que en
ambos analisis estos cumulos no fueron considerados para obtener los valores promedio de

excentricidad o diametro maximo de Feret.

Todos los resultados derivados de la caracterizacion biolégica sugieren que los hidrogeles
hibridos de CS/PVA, entrecruzados y/o cargados con MWCNTSs, son adecuados para el cultivo
de fibroblastos dérmicos humanos; siendo los hidrogeles de CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN vy
CS/PVA/MWCNTSs los que presentan la mayor cantidad de células adheridos a su superficie tras
21 dias de cultivo in vitro. Ningun hidrogel mostrd ser citotoxico y en todos se aprecia un
incremento en el numero de células adheridas a su superficie a lo largo del periodo de cultivo in
vitro, de manera que estas son capaces de mantener su morfologia y tamafno caracteristicos. De
manera que, los hidrogeles podrian tener un uso potencial en ingenieria de tejidos y aplicaciones

biomédicas.
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A pesar de que en algunos trabajos se ha reportado que la R,.,,,; de los materiales utilizados
como andamios influye en la adhesidén celular [84], durante el presente trabajo experimental, esta
no tuvo una influencia significativa en la respuesta bioldgica de los fibroblastos, ya que los
hidrogeles con un mayor numero de células adheridos a su superficie (i.e. CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN y CS/PVA/IMWCNTSs) fueron los que presentaron la menor y la mayor R,,,;. De
modo que, en cuanto a propiedades superficiales, tuvo mayor relevancia el CA de los hidrogeles;
siendo el intervalo mas idéneo para el cultivo de fibroblastos entre 55° - 80°.

Respecto a la respuesta mecanica, se encontré que el mdédulo elastico de los hidrogeles
tampoco fue un factor determinante en la adhesion, proliferacion y morfologia de las células. Por
lo que, la estructura quimica de la superficie (presencia de grupos -OH y -NH;) dominé la

respuesta biolégica de estos materiales.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Se demostro que mediante el método de la evaporacion de los disolventes es posible obtener
hidrogeles hibridos de CS/PVA, entrecruzados (i.e. CS/PVA/IGA y CS/PVA/GEN) ylo
nanocompuestos (i.e. CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs), en forma de membranas
delgadas. A través de la adicion de los agentes entrecruzantes (GEN o GA) y/o la incorporacién
de las nanoparticulas (MWCNTSs), se modificaron las propiedades fisicoquimicas y la arquitectura
de la red polimérica de la mezcla CS/PVA, lo cual permitié obtener hidrogeles con una alta
estabilidad mecanica y estructural a largo plazo en estado hidratado.

A través de los resultados de FT-IR se evidencio que los procesos de entrecruzamiento se
llevaron a cabo de forma exitosa. Debido a la accién de los agentes entrecruzantes (GEN o GA)
se formaron nuevos enlaces covalentes entre los grupos funcionales de las cadenas de CS y
PVA, dando lugar a redes poliméricas semi-interpenetradas en el caso de los hidrogeles de
CS/PVA/GEN y CS/PVA/GEN/MWCNTSs, o bien, a redes poliméricas entrecruzadas en el caso
de los hidrogeles de CS/PVA/GA. Asimismo se demostré que los MWCNTs, al no estar
funcionalizados, no fueron capaces de formar enlaces covalentes con las macromoléculas de CS
o PVA, por lo que unicamente se encuentran embebidos en la red polimérica que estas forman.

Por otra parte, el entrecruzamiento interfiere con el ordenamiento de las cadenas, reduciendo
su grado de libertad y limitando e incluso previniendo la formacién de regiones cristalinas. Asi, el
porcentaje de cristalinidad de los hidrogeles de CS/PVA/GEN y CS/PVA/GA se redujo
aproximadamente 21% respecto a los hidrogeles control de CS/PVA. Por el contrario, la
cristalinidad de los hidrogeles nanocompuestos aumenté un 13% debido a la adicion de una
pequena cantidad de MWCNTSs (i.e. 0.2% masa/masa). A diferencia de otro tipo de nanoparticulas
(silicio, cobalto, niquel, etc.) que obstaculizan el empaquetamiento regular de las cadenas
poliméricas, el incremento en la cristalinidad sugiere que los MWCNTs actian como sitios de
nucleacién propiciando la formacion de regiones cristalinas, tal como ha sido reportado por otros
investigadores [103].

Ademas, se observo que los agentes entrecruzantes actian como barrera para minimizar la
escision y deshidratacién de las cadenas macromoleculares presentes en la mezcla, mejorando
asi la estabilidad térmica de las membranas de CS/PVA. Dado que el entrecruzamiento quimico

de la mezcla CS/PVA da lugar a una red polimérica mas rigida y estable que restringe el libre
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movimiento de las macromoléculas, resulta necesario aplicar temperaturas mas altas para inducir
su movimiento colectivo en las regiones amorfas, lo cual se ve reflejado en el incremento de la T,
de los hidrogeles de CS/PVA/GA y CS/PVA/GEN. Por otro lado, los MWCNTs no optimizan la
estabilidad térmica de los hidrogeles, ya que al no estar funcionalizados fueron incapaces de
interrelacionarse con las macromoléculas para favorecer la formacién de una interfase
polimero-nanoparticulas fuerte; provocando, por el contrario, el incremento del volumen libre
entre cadenas y ocasionando que su movimiento colectivo se origine a menores temperaturas en
los hidrogeles nanocompuestos (CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTSs).

La capacidad de hinchamiento al equilibrio de los hidrogeles depende principalmente de 4
factores: la presencia de grupos hidroéfilos en su red polimérica, la densidad de entrecruzamiento,
la elasticidad de la red y el volumen libre disponible. El uso de MWCNTs, GA o GEN en la mezcla
CS/PVA reduce su capacidad de hinchamiento un 20%, 62% y 46%, respectivamente. Ademas,
se encontro que el efecto de sobrerrespuesta que presentan los hidrogeles de CS/PVA es inhibido
debido a la accion de los agentes entrecruzantes.

Asimismo, se demostré que la humectabilidad o hidrofilicidad de superficie de los hidrogeles
hibridos esta fuertemente relacionada con su hidrofilicidad de volumen; ya que, a mayor
capacidad de absorcion, mayor hidrofilicidad de superficie, o bien, dicho de otra forma: a mayor
indice de hinchamiento, menor angulo de contacto. Asi, tanto los agentes entrecruzantes como
los MWCNTSs son capaces de modificar de manera significativa la hidrofilicidad de superficie de
las membranas de CS/PVA, por lo que seria posible obtener un hidrogel con una hidrofilicidad de
superficie especifica, simplemente con variar la concentracién de CNTs y/o el tipo de agente
entrecruzante utilizado (GEN o GA). Los hidrogeles de CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN vy
CS/PVA/IMWCNTSs presentaron un CA dentro del intervalo deseable para el cultivo de fibroblastos
(55° - 75°) de acuerdo con lo reportado por Gupta et. al. [156].

En este sentido, los resultados de AFM mostraron que los hidrogeles que presentaron el
mayor hinchamiento al equilibrio también fueron los que tuvieron la mayor rugosidad. Esto debido
a que, por un lado, las imperfecciones topograficas permiten que el liquido se aloje en las
cavidades; mientras que, el incremento del area superficial propicia que éste penetre mas
facilmente en la red debido al aumento de grupos hidréfilos en la superficie del hidrogel.

El entrecruzamiento quimico de la red polimérica con GA o GEN disminuy6 la R, de los
hidrogeles control de CS/PVA alrededor de un 52% y 13%, respectivamente; mientras que, la
adicion de MWCNTs aumenté la R,,s de los hidrogeles de CS/PVA/MWCNTs vy
CS/PVA/GEN/MWCNTSs alrededor de un 19% y 15%, respecto a sus similes sin cargar. Asi, el

entrecruzamiento quimico o la adicion de nanoparticulas no solo implican cambios en la
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cristalinidad de los hidrogeles, sino que también conllevan cambios en topografia y en la
rugosidad de superficie como consecuencia de la reorganizacion dinamica de las cadenas
dependiendo de las interacciones polimero-polimero, polimero-nanoparticulas que se lleven a
cabo. Asi, la topografia y la rugosidad pueden ser facilmente modificados y optimizados al variar
el tipo de agente entrecruzante y/o la concentracién de los MWCNTSs.

En estado hidratado, la mayoria de los hidrogeles se comportan como elastémeros, lo cual
implica que su comportamiento mecanico sea no lineal y dependa en gran parte de la estructura
de su red polimérica. Consecuentemente, al modificarse la estructura de la red polimérica también
sera modificada su capacidad de hinchamiento y su respuesta mecanica. En este sentido, se
observo que el valor del modulo elastico (E) decrece exponencialmente al incrementarse el
tamano de poro (Dy); es decir que, hidrogeles con un mayor tamafio de poro tendran un menor
modulo elastico. Esto debido a que el incremento de Dy implica la presencia de cadenas mas
largas en la red y por ende una menor densidad de entrecruzamiento (¢.) y un mayor indice de
hinchamiento (Q.), de manera que, la red polimérica es mas flexible y opone menor resistencia a
ser deformada.

Por otro lado, el moédulo elastico promedio, en traccion uniaxial, para los hidrogeles de
CS/PVA fue de 0.22 MPa + 0.05 MPa, mientras en los hidrogeles de CS/PVA/IMWCNTSs el valor
de E se incrementd 3 veces con la adicion de MWCNTs (i.e. 0.69 MPa + 0.12 MPa). Los
hidrogeles entrecruzados de CS/PVA/GEN, CS/PVA/GA y CS/PVA/IGEN/MWCNTSs presentaron
un médulo elastico de 2.08 MPa + 0.11 MPa, 2.82 MPa + 0.33 MPa y 1.69 MPa + 0.33 MPa,
respectivamente; por lo que los agentes entrecruzantes producen un incremento en E de al
menos 10 veces.

Asimismo, se logré comprender la respuesta macro y micromecanica de los hidrogeles
hibridos de CS/PVA, CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs
bajo un estado de esfuerzos biaxial, lograndose determinar dos de las constantes elasticas mas
importantes de estos materiales: el médulo de corte y el médulo de elasticidad. Lo anterior implico
uno de los principales objetivos y retos mas importantes de este trabajo de investigacién que fue
desarrollar un probador mecanico y una metodologia que permitiera evaluar el comportamiento
macro y micromecanico de hidrogeles y membranas elastoméricas, bajo indentacion esférica; con
lo que se logré aplicar a los hidrogeles hibridos solicitaciones mecanicas mas cercanas a las
presentes en su entorno real en distintos campos de aplicacion como: andamios celulares para
la regeneracion de piel, vejiga, pulmoén; membranas de filtracion. También, se demostré que el
probador mecanico desarrollado es capaz de adquirir datos utiles para evaluar la respuesta macro

y micromecanica de las membranas de tres formas distintas: a partir del archivo de datos de
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fuerza-desplazamiento adquiridos a lo largo de la prueba, a partir de las imagenes del perfil
deformado de la membrana capturadas por el sistema de vision 2D (camara lateral) o a partir de
las imagenes estereoscopicas de la deformacién de la membrana registradas por el médulo de
visidn estereoscopico.

Combinando los modelos mecanicos de Yang-Hsu y Begley-Mackin junto con los datos
experimentales obtenidos a partir del probador mecanico desarrollado, fue posible establecer una
nueva expresion analitica y una metodologia para entender la respuesta mecanica de los
hidrogeles, demostrandose que es posible determinar su modulo elastico de manera mas facil y
certera que con los modelos tradicionales. En este sentido, se evidencié que el modelo de Lui
(uno de los principales modelos analiticos reportados en la literatura para evaluar el moédulo
elastico de membranas delgadas bajo indentacion esférica) muestra discrepancias en los
resultados que se obtienen, respecto a los datos experimentales y a otros modelos analiticos
ampliamente utilizados (i.e. Yang-Hsu y Begley-Mackin). Por lo tanto, utilizar la solucién
propuesta por Liu para determinar las propiedades mecanicas de hidrogeles y membranas
elastoméricas podria implicar errores significativos. Es por esto que, el probador mecanico y la
metodologia desarrollada constituyen una excelente herramienta para evaluar el comportamiento
macro y micromecanico de polimeros suaves, hidrogeles entrecruzados e incluso de tejidos
biolégicos con un comportamiento elastomeérico.

Las pruebas de indentacién esférica demostraron que los hidrogeles hibridos pueden
presentar un comportamiento mecanico diferente, dependiendo de su composicion y del sistema
de esfuerzos al que se encuentren sometidos (i.e. uniaxial o biaxial). De manera que, los
hidrogeles sin entrecruzar (i.e. CS/PVA y CS/PVA/MWCNTs) mostraron una mayor dependencia
al estado de esfuerzos en el que fueron probados que los hidrogeles entrecruzados
(i.e. CS/IPVA/GA, CS/PVA/GEN y CS/PVA/IGEN/MWCNTSs), por lo que se demostré que el
entrecruzamiento de la red polimérica produce hidrogeles mecanicamente mas estables, capaces
de exhibir una repetitividad aceptable en su mddulo elastico, incluso bajo diferentes sistemas de
esfuerzos. Dado que, en los hidrogeles que no fueron entrecruzados, las cadenas poliméricas
presentan un alto grado de movilidad debido a la carencia de una red tridimensional que restrinja
su deformacion en multiples direcciones, estos hidrogeles mostraron campos de deformacién
mas heterogéneos y experimentaron mayores niveles de deformacion local en la regidon de
contacto. Por el contrario, los hidrogeles entrecruzados (i.e. CS/PVA/GA, CS/PVA/GEN vy
CS/PVA/GEN/MWCNTSs) presentaron deformaciones graduales en la misma zona de interés,
debido a la restriccion de movimiento y a la orientacion de las cadenas que impone la red

macromolecular. Respecto a la adicion de MWCNTs en los hidrogeles de CS/PVA vy
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CS/PVA/GEN, no se observaron cambios significativos en la distribucién heterogénea de las
deformaciones.

En cuanto a la caracterizacién bioldgica de los materiales, las pruebas preliminares
mostraron que, tras 21 dias de cultivo in vitro, ninguno de los hidrogeles hibridos estudiados
presentd efectos citotoxicos. Asimismo, los fibroblastos sembrados sobre los hidrogeles
presentaron morfologias fusiformes y tamafos promedio similares a los reportados en la literatura
para los fibroblastos humanos (50 pm -100 um) [189]. Los hidrogeles de CS/PVA/GA,
CS/PVA/GEN, CS/PVA/IMWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs mostraron una mayor cantidad de
células adheridas a su superficie en comparacion con los hidrogeles control de CS/PVA, por lo
que cualquiera de ellos podria encontrar un uso potencial en ingenieria de tejidos u otras
aplicaciones biomédicas. Los presentes resultados alientan a continuar con una caracterizaciéon
biolégica mucho mas profunda y extensa de estos hidrogeles.

En consecuencia, todos los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion
demuestran que las propiedades fisicoquimicas, los parametros estructurales de la red y la
respuesta mecanica de estos hidrogeles hibridos pueden ser ajustados facilmente en funcion de
la composicion quimica; particularmente, modificando la proporcién CS/PVA o variando el
tipo/cantidad del agente quimico entrecruzante y las nanoparticulas. En este contexto, la adicién
de MWCNTs y/o GEN ha demostrado ser una buena alternativa para mejorar las propiedades
fisicoquimicas de la mezcla CS/PVA, sin comprometer su citotoxicidad. Posicionando asi a los
hidrogeles de CS/PVA/GEN, CS/PVA/MWCNTs y CS/PVA/GEN/MWCNTs como materiales con
aplicaciones potenciales en biomedicina (i.e. sistemas de administracién de farmacos y andamios
en ingenieria de tejidos), medio ambiente (i.e. membranas de absorcién para limpieza de aguas

residuales de origen industrial) o como sensores/actuadores en el area de microfluidica.

Como trabajo a futuro se propone llevar a cabo un estudio mas profundo a través de
Resonancia Magnética Nuclear de Protones y de Carbono (‘*H RMN y "*C RMN, respectivamente)
de los hidrogeles de CS/PVA, entrecruzados y/o nanocompuestos, con la finalidad de comprobar
las estructuras quimicas de las redes poliméricas propuestas (Capitulo 3, Seccién 3.2). Ademas,
dado que el comportamiento opto-mecanico de los hidrogeles nanocompuestos no pudo ser
evaluado en estado hidratado, se considera necesario disefiar e implementar un dispositivo que
mantenga la humedad de las muestras a lo largo de la prueba para poder llevar a cabo los
ensayos que permitan determinar si efectivamente en estos hidrogeles se presenta dicho
fendmeno, buscando ampliar el abanico de aplicaciones de dichos materiales hacia el campo de

los dispositivos actuados de manera remota a través de medios no invasivos. Finalmente, se
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propone realizar una caracterizacidén biolégica de los hidrogeles mas completa, en la cual se
contemplen pruebas de proliferacion celular, ensayos de adhesién y pruebas de
biocompatibilidad, entre otras, a fin de determinar si realmente estos hidrogeles podrian ser

utilizados como andamios celulares para la regeneracién de tejidos biologicos.
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Keywords:

The objective of this work was to correlate the physical and chemical properties of chitosan/poly(vinyl
alcohol)/genipin (CS/PVA/GEN) and chitosan/poly(vinyl alcohol)/glutaraldehyde (CS/PVA/GA) hydrogels
with their structural and mechanical responses. In addition, their molecular structures were determined
and confirmed using FTIR spectroscopy. The results indicated that the hybrid hydrogels crosslinked
with genipin showed similar crystallinity, thermal properties, elongation ratio and structural param-
eters as those crosslinked with glutaraldehyde. However, it was found that the elastic moduli of the two
hybrid hydrogels were slightly different: 2.82 +0.33 MPa and 2.08 +0.11 MPa for GA and GEN, respec-
tively. Although the hybrid hydrogels crosslinked with GEN presented a lower elastic modulus, the
main advantage is that GEN is five to ten thousand times less cytotoxic than GA. This means that the
structural and mechanical properties of hybrid hydrogels crosslinked with GEN can easily be tuned and
could have potential applications in the tissue engineering, regenerative medicine, food, agriculture and
environmental industries.
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1. Introduction

In recent years, natural and synthetic hydrogels have been
developed to meet specific human requirements in different fields,
such as the agricultural, environmental, food and even medi-
cal industries (Chawla, Srivastava, Pandey, & Chawla, 2014). The
synthetic hydrogels that have frequently been used in the afore-
mentioned fields are poly(ethylene glycol) (PEG), poly(ethylene
oxide) (PEO) and poly(vinyl alcohol) (PVA) (Chawla et al., 2014).
PVA has some particular advantages; among them, it has been
reported to possess very low toxicity, hydrophilic behavior and
a high elastic response. Nevertheless, PVA is soluble in water.
This property could be disadvantageous for some applications;
however, PVA has been widely used in applications such as
articular cartilage and pancreas regeneration (Baker, Walsh,
Schwartz, & Boyan, 2011; Paradossi, 2013, Chapter 2), drug-eluting

* Corresponding author.
E-mail address: fsanchez@iim.unam.mx (F.M. Sanchez-Arévalo).

http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2016.06.036
0144-8617/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

contact lenses (Carreira et al., 2014), sensors for biological vari-
ables (Carmona, Martinez, Londo no, Montoya, & Torres, 2015; Tou,
Koh, & Chan, 2014) and even for capturing organic dyes and metal-
lic ions (Hui, Zhang, & Ye, 2015; Li, She, She, Dai, & Kong, 2014).
Natural hydrogels such as collagen, gelatin, alginate, agarose and
chitosan (CS) are very attractive and are commonly used for biolog-
ical applications. These hydrogels take advantage of their excellent
biocompatibility properties (Sionkowska, 2013, Chapter 11); how-
ever, natural hydrogels do not meet the load requirements for
specific applications due to their poor mechanical properties. Fur-
thermore, their mechanical properties have to be tuned.

The combination of synthetic and natural hydrogels has pro-
duced the so-called hybrid hydrogels; due to their easy preparation
and the miscibility of PVA in CS, the CS/PVA blend is now one
of the most used hybrid hydrogels (El-Hefian, Nasef, & Yahaya,
2010; Naveen Kumar et al., 2010). This blend benefits from the
high elasticity of PVA and the good strength and biocompatibility
of CS; therefore, the resulting blend, using the correct propor-
tions of synthetic and natural hydrogels, could possess mechanical
properties that are similar to those of human tissues. However,
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Received: 20 February 2019 ABSTRACT

Accepted: 25 July 2019 The aim of this work was to develop a methodology and a mechanical tester to

determine the macro- and micromechanical behaviours of elastomers under biaxial

© Springer Science+Business  tension by spherical indentation. Combining the Yang and Begley models, in

Media, LLC, part of Springer addition to the experimental data obtained from our mechanical tester, a new

Nature 2019 methodology to understand the mechanical response of elastomers is presented; this
methodology includes elastic modulus, elongation ratios and full-field micro-strain
patterns of polymeric membranes undergoing biaxial tension. It was demonstrated
that the micro-strain patterns, obtained through 3D digital image correlation, were
heterogeneous and higher than those estimated for region contact by numerical
models. After an extensive analysis, a general analytical expression that considers
the complete set of load versus central displacement experimental data was found to
calculate the elastic modulus of elastomers with better accuracy than traditional
models. Our device and methodology could become an excellent tool to evaluate the
macro- and micromechanical behaviours of soft polymers, cross-linked hydrogels
and even biological tissues that exhibit rubber-like mechanical behaviour.

Introduction physics of solids and even recently biomedical dis-
ciplines and medicine. Analytical, numerical and
experimental efforts have been undertaken in previ-

During the last seven decades, the problem of the  ous works to consider these three points of view. In

large deflection of a clamped circular plate has been particular, extensive research exists on this problem,

of interest to authors in areas such as mechanics,  and some authors have done excellent recompilations
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MATERIALES AVANZADOS

Influencia

de Agentes

Entrecruzantes

Naturales y Sintéticos sobre las Propiedades
Mecanicas y Estructurales de Hidrogeles
Hibridos de Quitosanoy Poli(AlcoholVinilico)

Iﬁ“

Garnica-Palafox ILM.', Sanchez Arévalo FM.
1 Departamertn de Reologia y Mecizica de Materiales, Instinto de Investigaciones en Mateciales, UNAM

2 Posgrado en Gencia @ Ingemiera de Marenales. UNAM

INTRODUCCION

Los hidrogeles son redes macsomoleculares seticulachs o entreauw-
Tadas capaces de absorber grandes cantidades de liquido sin di-
solverse, son permeables al oxigeno, poseen Lna estructura suave
y eligica, y presentan una baja tensién interfacial cos el agua o
fluidos biokgicos [1]. Pueden ear compuestos por polimesos sin-
4l cos, por polimesos naturales o bien, por ena mezda de ambos,
canformando asl los denominados hidrogeles hibridos

El quitosano (C5) y el polialcahol vinllico) (PWA, son dos polimesos
ampliamente wsados en la formadén de hidiogeles hibridos BG
@35 un polisacirido biocompatible, biodegradable y con propieda-
des antim kcrobanas; e embargo, por sl sola, forma hidrogeies su-
mamente fraglles Con &l fin de mejocar sus propledades mecanicas,
s@ ha buscado mezdario con polimeras de origen sintético entre los
que destaca el PVA, un polimero soluble en agua, semiaistaiino, ak
tamente hidi6filo, elsstico y no tdxico. Algunos autores han Bevado
a cabo investigaciones pam estender la wspeesta mecdnica, térmi-
cay bolégica de la meaxla CS/PVA [2, 3], evidenciando el potendial
de estos hidiogeles para ser Lsados como liberadiones de famacos,
camo andamios celubares para ba regeneracién de tejidos 6 induw-
50 como membranas de adsorcide, No obstante, algunas de estas
aplicaciones requieren mayor estabildad en ambieates hdmedos y
mejores propiedades mecinicas que bs que b mezcla CSPVA pae-
de ofrecer, Es porello que parm optimizar su uso y amplar su gama
de aplcaciones, se ha promovido el uso de diversos agentes entre-
cruzantes, siendo d glutasaldehido (GA) el agente fecuentemeats
empleado, El GA &5 un producto quimico sintético altamente cito-
wadco y mutigeno, lo cual compromete [a viabllidad y blocompa-
tibilidad de los hidrogeles de CS/PVA si no reacciona par completo.
Debido a ella, en este trabajo se propone ¢l uso de genipin (GEN)
un entrecruzante natural entre 5,000-10,000 veces menos cRotoxk-
coque d GA [4], como agente entrecruzante de la mezda CS/PVA

METODOLOGIA

Con la finalidad de comparar & eficiencia de ambos agentes entre-
cruzantes (GA y GEN sl como ses efectos sobie s propiedades
mecnicas y estructurales de bos hickogeles de CS/PYA, tres grupos
de hickogeles hibridos en forma de membranas delgadas (CYPYA,
CSV/PYA/GEN y CVPVA/GA) fueron sintetizados mediante ef método
de evaporaciSa de los disolventes o solvent casting. La concentra-
<ién de ks entrecruzantes, en sus respectivas disoluciones CS/PVA/
GEN o CSYPWWIGA, fue de 005% piy.

Una wz que las membranas se formaron, fueron cancterizadas
mediante espectroscopla de infrarojo (FT-IR), dfraccion de rayos
X {(DRX), pruebas de hinchamiento i ersayos de traccits uniadal, A
través de FTR se buscaba confirmar el entrecruzamiento quimico
de b red polimérica debldo al genipin o gletaraldebido y medante
DRX determinar cuanthativameate of poscemaje de crigtalinidad de
los hidrogeles.

Por otro lada, las pruebas de hinchamiento fueron Gtiies para co-
nocer b ciadtica de absoxién de los hidrogeles (e la cantidad de
Nquido presente en su red polimérica como funcidn del tiempoy y
para daterminar el porcentaje de agua que pueden retenss una vez
que se alcanza o equilibrio. En e2e sentido, el indice de hiacha-
miento es obtenido por b relacién (1)

Q (%)= :’w—.% x 100 m

endonde Q s el porcentaje de liquido al interior de la red, w, es ol
peso de la muestra hinchada a un tiempo ty w, &l peso en seco de
kamisma musstra at = 0, &5 deci antes de ser inmersa en & liquidho
sk
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Abstract

Chitosan (CS) and poly(vinyl alcohol) (PVA) were filled with multi-walled
carbon nanotubes (MWCNTSs) and successfully crosslinked with genipin (GEN),
yielding homogeneous membranes through the solvent casting method. The-
se hybrid hydrogels showed interesting physico-chemical properties that are
suitable for biological applications. It was demonstrated that the addition
of a small quantity of MWCNTs did not contribute to the thermal stability
of hydrogels under a nitrogen atmosphere, but in contrast, the MWCNTs
enhanced the crystallinity and increased the elastic modulus of these nano-
composite hybrid hydrogels. Moreover, the swelling and wettability capacities
of these materials were improved by the obtained chemical structures; the
hydrogels offered free OH and NH, functional groups on their surface and
therefore enhanced the adhesion and proliferation of human dermal fibroblast
cells, showing typical morphologies and sizes. Additionally, non-cytotoxic ef-
fects were observed for these nanocomposite hybrid hydrogels, suggesting
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