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01. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Un gel es un sistema coloidal en donde la fase continua es un sélido vy la fase discontinua es un
liquido. Cuando la fase liquida del gel es agua se trata de un hidrogel. Tipicamente la fase
confinua de un hidrogel es una red fridimensional de cadenas semiflexibles unidas entre s por
enlaces covalentes (fambién pueden ser enlaces no covalentes) que tiene la capacidad de alojar
una gran canfidad de agua. Esfe tipo de materiales ha encontrado multiples aplicaciones en
campos fan diversos como la producciéon de alimentos, la ingenieria de tejidos o la preparacion

de dispositivos blandos.[!]

Existe una amplia variedod de métodos de preparacion de hidrogeles, que dan lugar a materiales
con propiedades muy diferentes, en funcién de la aplicacion que se busque en cada caso.[?] Asi,
las aplicaciones biomédicas de hidrogeles, como pueden ser la administracion de medicamentos,
la cura de heridas o los implantes quirdrgicos, requieren caracteristicas muy exigentes que deben
poder ser ajustadas a voluntad, desde las propiedades mecdnicas hasta las condiciones de

degradacion 4]

Si se pretende simular tejidos vivos, los hidrogeles deben tener propiedades mecdénicas (como el
modulo de Young) similares a este tejido. En la figura 1, se representa el médulo de Young de una

serie de fejidos representativos que muestra la diferencia que existe entre ellos.
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Figura 1: Médulos de Young en distintos tejidos del cuerpo humano.

los hidrogeles poliméricos, por lo general, son materiales blandos y no soportan una gran
deformacion. Esfo se debe principalmente, al hecho de que este tipo de materiales dista mucho
de estar formado por redes poliméricas fofalmente conectadas, sino que contienen diferentes fipos

de inhomogeneidades, como cadenas sueltas o bucles.[4]

Como respuesta a las escasas propiedades mecanicas de los geles habituales, se han desarrollado
los llamados hidrogeles robustos (fough hydrogels en inglés), enfre estos hidrogeles destacan
aquellos basados en un polimero que tiene grupos hidréfobos, con reticulacion dual (DN), con red

inferpenetrada (DC) o los nanocompuestos (NC).1111°]



De las distinfas posibilidades, nos resultan més inferesantes los hidrogeles nanocompuestos por sus
aplicaciones potenciales relacionadas con sus excelentes propiedades electronicas, térmicas o
mecdnicas en comparacién con sus homélogos sin nanoparticulas.['] Este tipo de hidrogeles se
preparan por interaccién de un polimero orgdnico con un material que se presente en forma de
nanoparticulas, como por ejemplo nanoarcillas. Entre las nanoarcillas empleadas en  la
preparacion de esfos sistemas, cabe destacar la laponita, que permite obtener materiales muy
variados en cuanto a sus propiedades mecdnicas, quimicas y estructurales, junto con su forma,

tamafio, masa, biodegradabilidad y biocompatibilidad.[¢11]

Las particulas de laponita, un silicato de litio, sodio y magnesio hidratado, tienen forma de disco
y unas dimensiones de unos 10 A de espesor y 250 A de diametro. Estos discos tienen las caras
cargadas negatfivamente y los cantos positivamente. En esfado sélido, los discos se presentan
apilados, pero la interaccion con moléculas de agua, permite que se muevan y que, debido a la
interaccion electrostética entre ellos, se forme una esfructura denominada “castillo de naipes” (ver
figura 2).181[%]

Solid state Suspension in water “House of cards” structure

Figura 2: Estructura y dimensiones de los discos de laponita, dispersién en agua y formacién de la estructura tipo

“castillo de naipes” 8]

los hidrogeles nanocompuestos a base de laponita, son de especial importancia por sus
extraordinarias propiedades mecanicas, gran fransparencia, altos ratios de hinchamiento, y réapida
respuesta a estimulos externos. La mayoria de estas propiedades se atribuyen a su red estructural
orgdnica (polimero) - inorganica (arcilla), resultado de emplear las plaquetas (discos| de laponita
como agentes multifuncionales de enfrecruzamiento. Sin embargo, a pesar de sus propiedades
Unicas, el comportamiento mecdnico de esfos hidrogeles dista de ser satisfactorio. Los nanodiscos
de laponita previenen la localizacién del esfuerzo cuando una fuerza externa es oplicada, de
manera que el hidrogel resultante puede estirarse en gran medida sin romperse. Por el confrario,
siguen teniendo un bajo médulo, lo que limita sus aplicaciones cuando se requieren esfuerzos de
carga. la compatibilidad entre las nanoparticulas v la matriz del polimero podria determinar en
gran medida las propiedades mecdnicas de los geles NC. En consecuencia, la clave para
conseguir hidrogeles nanocompuestos es resolver los problemas de compatibilidad entre los

nanomateriales inorgdnicos y la matriz de polimero. [1O1111112]



A su vez, uno de los principales campos de investigacion con hidrogeles nanocompuestos, es el
desarrollo de los llamados hidrogeles inteligentes, que pueden alterar de forma significativa su
volumen u ofras propiedades ante un estimulo externo como luz, temperatura, pH, o campos
magnéticos/eléctricos. Gracias a sus remarcables propiedades estimulo-sensibles, los hidrogeles
inteligentes son ampliamente utilizados en aplicaciones como sensores infeligentes, andamiajes en
ingenieria de tejidos, cartilago artificial o administracién de medicamentos, donde son necesarios

sistemas con propiedades mecdnicas robustas.!11113]

Como polimero organico para la preparacién de hidrogeles nanocompuestos, en este frabajo
vamos a considerar un derivado del poliefilenglicol (PEG) que es un conocido polimero notéxico,
biocompatible y que ha sido empleado en numerosas aplicaciones farmacéuticas. Este polimero
se caracteriza por su gran solubilidad en agua. Ademds, el PEG puede incorporarse a la superficie
de nanoparticulas, lo que disminuye su agregacién y potencia la solubilidad en agua de
medicamentos.[14]

Por ejemplo, el fluconazol es un potente agente antifingico de amplio espectro usado para el
fratamiento de infecciones provocadas por hongos, fanto sistémicas como superficiales, cuya
correcta administracién local, biodisponibilidad y eficacia ferapéutica se ve mermada por su baja
solubilidad en agua. En un frabajo reciente se describe cémo la formaciéon de nanoparticulas de
fluconazol en presencia de moléculas de PEG aumenta la solubilidod del farmaco, mejorando su

actividad anfifongica.l'4]

Ademés, los materiales basados en PEG pueden ser potencialmente usados como matrices
biomecdnicas en medicina regenerativa e implanfes de ingenieria de fluidos, incluyendo el
reemplazamiento de discos intervertebrales.[11116]

la estrategia utilizada para generar polimeros que confengan PEG en su estruciura parte de lo
sustitucion de los grupos OH terminales por un grupo polimerizable como puede ser el grupo
acrilato. Como resuliodo de esta susfitucién, se obtiene polietilenglicol diacrilato (PEGDA, un
macrémero con extremos reactivos. Este producto ha sido empleado ampliamente en la fabricacion
de hidrogeles por su sinfesis sencilla y su disponibilidad comercial. PEGDA es un fluido de baja
viscosidad que es dificil de usar para aplicaciones de polimerizacién in situ, como la reparacién
de defectos en segmentos de huesos largos [

De este modo, con el fin de obtener un polimero basado en el PEG, se puede llevar a cabo la
reaccion del diacriloto (PEGDA) con 2,2{efilenedioxi)dietanotiol (EDDET), que es un compuesto
de bajo peso molecular con dos grupos terminales tiol ampliamente usado como reticulante de

cadenas para crear estructuras biocompatibles.[1€]



En este frabajo se sinfefizard un polimero llomado Tiol-Acrilato, como resultado de la reaccién
entre moléculos de PEGDA y de EDDET en presencia de trietilamina (TEA) como catalizador. Esta
reaccion, se denomina “adicion de Michael” vy daré lugar a que ambos mondémeros se unan
mediante enlaces covalentes a través de los grupos tiol y acrilato. En la polimerizacion se emplea
un defecto de ditiol de forma que queden grupos acrilato terminales sin reaccionar. Este aspecto
es importante ya que los grupos acrilato son fundamentales para la reticulacién del sistema, dando

lugar a la red del hidrogel (ver figura 3.
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Figura 3: Sinfesis del polimero Tiol-Acrilato mediante adicion de Michael.

Con el fin de entrecruzar el sisfema en una segunda etapa, durante la preparacion del polimero
se afiade un fofoiniciador (RGacure 2959), que no interacciona con las moléculas mientras no es
somefido a radiacion UV. Una vez expuesto a esta radiacion, las cadenas se enfrecruzardn (dobles

enlaces) mediante polimerizacién radicalaria (ver figura 4) formando el hidrogel (ver figura 5).

I+UV-SR
Fotoiniciador + Luz UV — Radical

R' + CH,= CHCOOR —s RCH,C-HCOOR

Radical + Monémero acrilato (M) — Monomero radical (RM:)

RCH,CHCOOR + CH,=CHCOOR — RCH,CH—[CH,CH],— CH,CH
1 | |
COOR  COOR COOR

Monémero radical (RM-) + Monoémero acrilato (M) — Cadena radical (RM[M]u M)

RMM* + RMM* - RMM-MMR RMM: + R* - RMM-R etc.
Cadena radical + Cadena radical 6 Radical — Cadena no radical

Figura 4: Esquema de la fotopolimerizacién radicalaria en cadena para el caso de monémeros de acrilato.

Adaptado de [Green, 2010].117]
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Polymer Nanosilicates Nanocomposite Hydrogels

Figura 5: Esquema general que representa la formacién de un hidrogel nanocompuesto en el que el polimero

reactivo TiolAcrilato se mezcla con laponita y después se reticula. Adaptado de [17]

Asi, la fotopolimerizacion de Tiol-Acrilato puede proceder por una combinacién de la reaccion de
adicion de Michael de Tiol-Acrilato y una polimerizacion radicalaria que pueden potenciar sus
propiedades quimicas y mecdnicas.[2C]

Como consecuencia, los hidrogeles formados por fotopolimerizacién de Tiol-Acrilato se estan
estudiando por su gran potencial en los ambitos de la ingenieria de tejidos y medicina

regenerativa.[20]

Segin M. lin, para estas aplicaciones, es fundamental enfender y predecir las propiedades
mecdnicas del hidrogel como funcién de las condiciones de sinfesis. La mecdnica de los hidrogeles
formados por fotopolimerizacion de Tiol-Acrilato estd deferminada por muchos factores, como la
infensidad de la luz, el peso molecular, la estequiometria, las funcionalidades de los monémeros,
las propiedades quimicas y la concentracion de los iniciadores.

Comprender los efectos de estas variables en la cinética de la reaccion y la mecanica del hidrogel
se consigue, generalmente, a través de exhaustivos estudios experimentales, aunque en este
momento, el campo de desarrollo se abre a la realizacion de modelos tedricos sobre los procesos

de fotopolimerizacién con los que predecir estos efectos.[20]

Trabajos antferiores realizados en el grupo de investigacién han permitido demostrar que es posible

preparar un hidrogel nanocompuesto a partir del polimero Tiol-Acrilato y de laponita.[2']



Obijetivos

Este Trabajo Fin de Grado tiene como objetivo la preparacion de hidrogeles robustos con posibles
aplicaciones biomédicas, compuestos por un polimero Tiol-Acrilato con cadenas de PEG reticulado

y de laponita como nanoarcilla.

El trabajo se ha llevado a cabo en dos partes, en primer lugar, preparacion de hidrogeles
nanocompuestos con una estructura hibrida orgdnica-inorgdnica, para seguidamente estudiar sus

propiedades, su procesado y su comportamiento en condiciones fisiolégicas relevantes.

La primera parte supone llevar a cabo un proceso de optimizacién para conseguir un método de
preparacion sencillo, escalable y reproducible. Con el proceso éptimo se han preparado
hidrogeles con distintas concentraciones de laponita, que, como se discute mds adelante, resulta

ser uno de los factores mas influyentes en las propiedades de los materiales obtenidos.

las propiedades relevantes que se van a determinar para valorar la utilidad de los hidrogeles
preparados serdn sus propiedades mecdénicas y capacidad de hinchamiento en funcién de la

concentracién de laponita y de la temperatura.



02. MATERIALES Y TECNICAS EXPERIMENTALES

2.1. Preparacién de muestras de hidrogeles nanocompuestos

1 etapa:

Esta primera etapa consiste en la sintesis del polimero Tiol:Acrilato a partir del EDDET (de peso
atémico 182.3 Da) y del PEGDA (de peso atémico aproximado 700 Da, nimero de unidades
promedio n=12-13).

Ademds, se afiade el catalizador triefilomina (TEA), de manera que su concenfracion en la
formulacion inicial sea de 0.8%, y el fotoiniciador, cuyo nombre comercial es IRGacure 2959,
con una concentracién en la formulacion de 2%. Todos los compuestos quimicos empleados han

sido de la marca Sigma-Aldrich.

Para sinfetizar el polimero, el protocolo a seguir es el siguiente: En un bote color topacio se
infroduce el ditiol EDDET (3.45 g, 18.9 mmol) y el diacrilato PEGDA (16.55 g, 23.6 mmol). A
esfa mezcla se adiciona el catalizador friefilamina (0.16 g, 1.6 mmol) y el fotoiniciador IRGacure
2959 (0.4 g, 1.8 mmol). Por dltimo, la mezcla se mantiene en agitacion a temperatura ambiente

durante 48 horas.

la estequiometria EDDET:PEGDA se fijé en una proporcion 1:1.25 ya que en trabajos previos del
grupo se observd que era la composicién més apropiada para alcanzar grados de polimerizacion
relativamente altos y un gran nimero de grupos terminales acrilato sin reaccionar. El peso molecular

reportado del T:A para la estequiometria 1:1.25 es 9600 Da.[2']

Los componentes de lo mezcla se pesaron con una balanza Mettler Toledo Classic AB204-5, y
fueron infroducidos en un bote color topacio, para evitar la fotopolimerizacion indeseada por
exposicion a la luz ambiente. A continuacién, se dejé agitando la mezcla resultante en un agitodor
magnético VWR VMS-C7 (sin aumentar la temperatura para evitar que el PEGDA se degrade
durante 48 horas, intervalo suficiente para que tuviera lugar la sinfesis completa del polimero, al
conocerse que la adicién de Michael de tioles a dobles enlaces es muy eficiente.['8) Ademés, en
las condiciones empleadas para la reaccion, se ha comprobado en el pasado que la conversion

es muy alta.

2° etapa:

Tras las 48 horas correspondientes a la adicién de Michael, se incorpora agua Milli-Q al polimero,
y se deja mezclar en un sistema de rodillos Lan Technics MX-T&-S durante 24 horas, obteniendo

una disolucién homogénea con una concentracion del ©0% de T:A.



3% etapa:

Consiste en la preparacién de una dispersion de laponita (utilizamos laponita XLG suministrada
por BYK Addlitives Lid) en agua Mill-Q con concentracién superior a la requerida en el hidrogel
final. La dispersién de la laponita en agua, a la que llamaremos hidrogel de laponita, se realizd

por dos métodos diferentes:
a) Mezclador de vértice

Con una espdtula se espolvorea gradualmente la laponita en agua. Tras cada adicién (unos pocos
miligramos cada vez para evitar la formacién de grumos dificiles de dispersar), se agita la mezcla
con ayuda de la espatula para su correcta dispersion. Conforme se incrementa la concentracion
de laponita en agua, se aprecia un aumento nofable de la viscosidad que dificulta la obfencién
de una dispersion homogénea tras cada adicion. A partir de un 2.5 - 3.0% en peso de laponita,
la mezcla es tan viscosa que la dispersién manual es claramente insuficiente y se hace uso de un

mezclador de vértice (en este caso VELP Scientifica Classic) para dispersarla.
b) Mezcladora + vortice

Se vierfe la laponita sobre agua en agitacion a ritmo constante, de tal manera que la adicion (1.8
gramos de laponita en 23.2 ml de agua) se completa en un periodo de unos 40-60 segundos.
Como sistema de agitacion se emplea una mezcladora Variable Speed Laboratory Blender
Waring. la dispersién se mantiene en agitaciéon hasta que gelifica (este tiempo depende de la
concentracion, pero no supera en ningdn caso los 5 minutos). A continuacién, la mezcla se

fransfiere a un bote dmbar y se somete a 10 minufos de agitacion con el mezclador de vérice.

4° etapa:

Se afiade la solucién de T:A a la laponita previamente dispersada en agua. Ambos materiales se
somefen a un periodo de agitacién con el mezclador de vértice hasta que queda una mezcla
homogénea a la que llamaremos precursor, este contendrd un 10% de polimero y un porcentaje

de laponita variable dentro del rango 0% - 6%.

5 efapa:

Se cenfrifuga el precursor para eliminar las burbujas. Las muestras se sometieron a 3500 RPM
durante 30 minutos en una centrifugadora Unicen 21. Esfe paso es imprescindible para conseguir

hidrogeles sin burbujas en su matriz.

6° efapa:

Consiste en el proceso de fotopolimerizacion o “curado”, para ello, se somete el precursor a luz
ultravioleta con una lampara OmniCure Series 2000, a una infensidad de 10 mW,/cm? con
longitudes de onda de 320 — 390 nm durante 5 minutos, dando lugar al hidrogel. Esta ltima
etapa sélo se realizard cuando sea necesario obtener una red reficulada de forma covalente,
como en los ensayos de hinchamiento o compresion. En el caso de los ensayos de reologia, se

emplea el precursor obtenido en la etapa 5.



2.2. Ensayos de reologia

Los materiales fueron preparados siguiendo el proceso experimental descrito en el apartado 2.1,
excluyendo la Gltima etapa de fotopolimerizacion, es decir, los ensayos de reologia se realizaron
con los precursores, al pretender caracterizar el estado fluido del gel, anfes de la efopa de

reficulacion.

Para el ensayo de reologia se selecciond una geometria de medida de tipo cono-plato compuesta
por un plafo inferior fijo y un cono superior que rota a velocidad confrolada [ver figura 6). La
muestra queda confinada al espacio entre el cono vy el plato y es sometida a un esfuerzo de
cizalladura controlado. Lo medida se redliza rofando el cono superior, el cual impulsa el gel
precursor situado en la ranura o espacio entre el cono superior vy el plato inferior. Se asume que

el flujo es homogéneo y la velocidad de cizalla consfante en cualquier punto de la muestra.

DT

Rotating Cone

R

Fluid Sample Sensor

Figura 6: Geometria cono-plato del reémetro.[2?]
la caracterizaciéon procedié con un redmetro HAAKE RheoStress 1 (Cono superior de 35 mm de
digmetro y 1 grado de inclinacién, cédigo C35/1) (ver Figura 7). Ademds, el ensayo se efectud

a una temperatura de 25 °C para minimizar la evaporacién del agua de la muestra.

Asi, la muestra se sometié a un esfuerzo cortante consfante (velocidad de cizalladura de 100 s)
para homogeneizar la muestra. Seguidamente, se mantuvo la muestra sin cizallar, de manera
esfdtica, para que se recuperase la estructura del gel durante 5 min. Una vez normalizada, la
medida consistié en aumentar la velocidad de cizalladura a un ritmo constante para luego reducirla

al mismo ritmo.



Figura 7: Plato (abajo) y cono [arriba) de reémetro HAAKE RheoStress 1 empleado en los ensayos de reologia.

2.3. Ensayos de hinchamiento

los hidrogeles son polimeros entrecruzados que no se disuelven en agua, sin embargo, pueden
absorberla e hincharse, aunque esfe hinchamiento puede ser reversible cuando los débiles enlaces
formados con el agua se liberan al evaporarse la misma.[?3] En este trabajo, estudiamos el
hinchamiento de los hidrogeles sumergidos en una solucién tampén de fosfato (PBS, pH=7.4) para

simular condiciones fisiologicas, asf como su variacion en funcion de la temperatura.

Los hidrogeles fueron preparados siguiendo el proceso experimental descrito en el apartodo 2.1,
incluyendo la Gltima etapa de fotopolimerizacion. los precursores se dejaron reposar al menos 24
horas antes de ser curados, al haberse observado que la laponita requiere de un cierfo tiempo
para la ordenacién y construccién completa de la red idnica, pudiéndose observar un gel mas

consistente al haber transcurrido esfe intervalo de tiempo.

Para proceder con la etapa de fotopolimerizacién o curado, los precursores se introdujeron en
moldes cilindricos de aproximadamente 4 mm de altura y 6 mm de didmetro fabricados con cinfas
kapton de manera manual (ver figura 8. Izquierda). La configuracion de esfos moldes combinaba
fensién en dos direcciones opuestas, evitando esfuerzos sobre el precursor y, por tanto, permitiendo
que fras ser curados se desmoldaran féciimente. Los moldes de kapton se infrodujeron a su vez en
ofro molde de polidimetilsiloxano (PDMS) que les proporcionaba mayor estabilidad. Una vez
preparados, se colocd una lémina de vidrio sobre los mismos para ejercer una ligera presién sobre
el material, disminuyendo la aparicién de burbujas y mejorando el acabado de los discos de
hidrogel. Por tltimo, siguiendo las pautas de la 6° etopa experimental, los hidrogeles fueron

iradiados con luz uliravioleta, dando lugar a la fotopolimerizacién del material.

Una vez curados, los discos de hidrogel fueron desmoldados con cuidado, eliminando en la
medida de lo posible sus rebabas (ver figura 8. Centro). Estas rebabas son problemdticas ya que,
si no son eliminadas, se desprenden posferiormente durante el estudio de hinchamiento,

llevandonos a subestimar el incremento de masa de los hidrogeles.
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El procedimiento a seguir para medir el hinchamiento fue el habitual de la literatura.[?4] Se realizo
una primera medida del peso de los hidrogeles justo después de su reficulacion y a contfinuacion,
fueron introducidos en botes individuales en los que fueron sumergidos por completo en PBS.
Transcurridas una serie de horas, los hidrogeles se secaron cuidadosamente en su parte exterior
con papel Kimfech y se pesaron de nuevo. Tras ser pesados, fueron devueltos a su recipiente
correspondiente con PBS. El proceso fue repetido hasta que el incremento de masa alcanzo la

saturacion.

Como ya hemos comentado en la infroduccién, el objetivo de este frabajo es orientar la creacion
de los hidrogeles a las aplicaciones biomédicas, por tanto, los ensayos de hinchamiento, se
realizardn en condiciones fisiolégicas, a 37 °C y sumergidos en PBS, al cual se afiadid un
antibistico (Pen/Strep 1%) y un fungicida (FZ O.1%) para evitar la aparicién de hongos y bacterias

a lo largo de los dias de duracién del ensayo (ver figura 8. Derechal.

Por ofro lado, para realizar el ensayo a la temperatura requerida utilizamos una estufa calefactora
Shel Llab IR2424 CO2 Incubator programada a 37 °C. En caso de necesitar ofras temperaturas,

se empled una placa calefactora (Stuart digital hotplate SD160).

Figura 8: |zquierda: Moldes de kapton. Centro: Cilindros de hidrogel una vez curados. Derecha: Botes que

contienen los cilindros de hidrogel sumergidos en PBS.



2.4. Ensayos de compresién

Llas medidas de compresién se realizaron en un INSTRON 5548 MicroTester (programa Bluehill)
con una célula de carga de 5 N (ver figura 9. Izquierda). El plato de compresion se escogié de
aluminio por ser un buen conductor térmico (ver figura Q. Derecha). El ensayo se realizd

manteniendo las condiciones previas de los hidrogeles, a 37 °C y sumergidos en PBS.

De este modo, cada muestra fue colocada individualmente en la plataforma del dispositivo, que
disponia de condiciones fisiologicas. En ella, su diagmetro y altura fueron medidos manualmente

para, a continuacion, ser sometfida a la medida de compresion.

El procedimiento consistié en un primer proceso de normalizacién con el objetivo de homogeneizar
las muestras en la medida de lo posible. En este, se comprimia el hidrogel a 0.6 mm/min hasta
alcanzar un 3% de deformacién, seguido de 3 minutos de reposo. Posteriormente, en una segunda

etapa, el hidrogel se deformaba a 1 mm/min hasta alcanzar la rotura.

Figura 9: Izquierda: Utillaje de compresién. Derecha: Plato de compresién presionando el hidrogel sumergido en
PBS a 37 °C.



03. RESULTADOS

3.1. Discusién del método de dispersién de laponita

la laponita XLG es una arcilla tipo esmectita sintética que se usa habitualmente como regulador
de las propiedades reolégicas en muchas aplicaciones comerciales como, por ejemplo, productos
de la higiene personal, pinturas o esmaltes. En ensayos preliminares en el laboratorio se observéd
que la dispersién de laponita en agua por encima del 3% en peso resulta en mezclas de una alta
viscosidad. Este hecho dificulta la preparacion de formulaciones con un porcentaje en peso de
laponita mayor del 3% y que se precisan para este trabajo. Asi, se decidié explorar dos métodos

para facilitar la dispersion de laponita en agua.

la dispersion de laponita en agua, presenta diferentes dificuliades dependiendo del método

utilizado:

En el caso del mezclador de vértice, o vértex, la dispersion final apenas contiene burbujas, es
homogénea y carece de turbiedad. Sin embargo, el proceso es largo, al consistir en sucesivas
adiciones con espdiula, seguidas del tiempo de agitacion necesario para quedar la mezcla
homogénea. De este modo, se requieren en forno a 3 horas para elaborar una muestra de 15 g

de las concentraciones superiores de laponita (~7%).

Por ofro lado, empleando la mezcladora, la dispersion final contiene una cantidad importante de
burbujas y es més turbia que en el primer caso, esto indicaria una peor dispersion de la laponita.
Este hecho se puede corregir sometiendo el material a la agitacién final con el mezclador de
vortice, lo que proporciona una mezcla que dispersa la luz en menor medida. Conforme la muestra
se agita, el volumen y su fransparencia aumentan hasta apreciarse similares a las muestras del ofro
méfodo, indicando una mejor dispersién. El material final tiene consistencia de gel, consecuencia
de la formacién de la red tridimensional de nanoarcilla o “castillo de naipes” mencionado en la
infroduccion. De este modo, se requieren menos de 20 minutos para elaborar una muestra de

25 g de las concentraciones superiores de laponita (~7%).

las diferencios mencionadas se incrementan conforme aumenta la concentraciéon deseada de
laponita en la disolucién final. Esto se debe a que, al llegar a una concentracion de (~3.7%) de
laponita en agua, se alcanza el punto critico de gelificacion a partir del cual la viscosidad del

hidrogel de loponita aumenta drésticamente.

Como hemos podido comprobar, la dispersién de laponita no es un proceso fécil. Es conocido

dentro del campo de investigacion que la laponita XLG forma geles fisicos muy consistentes en

medio acuoso.[2°]



la dificuliad mencionada, se ve solventada gracias a la cenfrifugacién de las muestras (5¢ etapa
del apartado 2.1). Esta nos permite efectuar la dispersién de laponita mediante un método sencillo
y cémodo (mezcladora + vértex|, evitando uno de los mayores problemas del precursor que es la
existencia de burbujas en su matriz. En la medida en que los hidrogeles contienen burbujas, se

infroduce un error en las propiedades mecdnicas evaluadas en los diferentes ensayos.

Para valorar la calidod de la dispersion de laponita en las formulaciones del precursor
(laponita + polimero Tiol:Acrilato), se decidié realizar un ensayo de reclogia con los precursores

comparando los materiales obtenidos por ambos métodos.

Ya que las diferencias enfre un método y ofro se incrementan conforme aumenta la concentracién
de laponita, para estos ensayos se partié de precursores con una concentracién del 6% de
laponita, siendo esta la més elevada de los propuestas para este frabajo y, por tanto, la més

problematica.

3.1.1. Curvas de viscosidad

El ensayo de reologia tuvo como objefivo determinar y comparar la viscosidad en funcion de la
velocidad de cizalladura de las formulaciones obtenidas del método vértex con las del método

mezcladora + vértex.

Llamamos curva de viscosidad a la representacion de la viscosidad frente a la velocidad de cizalla.
La fixotropia caracteristica de nuestros precursores dard lugar a curvas de viscosidad con pendiente
negativa, ya que, conforme aumenta la velocidad de cizalla a la que estén sometidos los mismos,
disminuye su viscosidad. Esfo no es asi en el caso de los fluidos Newtonianos, donde la viscosidad

es independiente de la velocidad de cizalla.

Siguiendo las pautas de la seccién 2.3, las muestras fueron sometidas a un periodo de
homogeneizacion para eliminar efectos asociados al confinamiento de la muestra en la geometria
de medida. A confinuacién, el reémetro fue programado para cizallar las muestras a una velocidad
de cizalla variable en el rango 1 - 1000 s, obteniendo medidas sobre su viscosidad para cada

velocidad.

En la figura 10, podemos ver representadas las curvas de viscosidad para las mezclas precursoras
correspondientes a cada uno de los dos métodos de dispersién discutidos en el apartado anterior

(seccion 3.1).
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Figura 10: Curvas de flujo para precursores con un 6% de laponita.

En la figura vemos representada la evolucién de la viscosidad de los dos materiales al reducir la

velocidad de cizalla y podemos comprobar que ambas curvas son relativamente parecidas.

Efectivamente, el precursor es un fluido tixotrépico, al ser ambas pendientes negativas. Esfo esta
asociado con el “desmoronamiento” de la estructura de “castillo de naipes” a velocidades de
cizalla altos y la consecuente disminucion de la viscosidad. Conforme la velocidad de cizalla

disminuye, la esfructura se recupera gradualmente y la viscosidod aumenta.

Dados los resultados, podemos concluir que ambos métodos de dispersion de laponita dan lugar
a precursores de caracteristicas similares. En vista a lo anterior, y ya que el método que combina
pre-dispersion en mezcladora seguido de agitacion en vortex es, desde un punto de vista
operacional, mas sencillo, se optd por adoptar este profocolo como método de preparacion de

muestras general para esfe frabajo.



3.2. Ensayos de hinchamiento

En primer lugar, se realiz6 un ensayo de hinchamiento en PBS a 37 °C pesando a las
2,4,06, 24 y 96 horas. En esfe estudio se pretendia conocer el comportamiento de los hidrogeles
al ser sumergidos en PBS, asi como su dependencia con la concentracion de laponita. Para ello,
se realizo el ensayo con hidrogeles de 4 formulaciones distintas: Con un 0%, 2%, 4% y 6% de
laponita. De este modo, se prepararon 4 discos de hidrogel de cada formulacién (N=4), siguiendo

las pautas indicadas en las técnicas experimentales (seccion 2.1).

En la figura 11, podemos ver la masa normalizada frente al tiempo, donde las barras de error

corresponden a la desviacién estandar entre las distintas muestras.
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Figura 11: Ensayo de hinchamiento para formulaciones del 0%, 2%, 4% y 6% de laponita en PBS a 37 °C.

Podemos observar como los hidrogeles se deshinchan con el tiempo, siendo més pronuncioda la
deshidratacion para aquellos con un menor porcentaje de laponita. las diferencias de
hinchamiento en hidrogeles pueden ser debidas, por un lado, a la diferente presién osmética del
sistema red fridimensional /PBS 'y, por ofro lado, a la disfinta elasticidad de la red tridimensional.
Mientras que, en la red de polimero, las cadenas se estiran tensionando esta red, en el hidrogel
de laponifa, se requiere la reorganizacién de los discos para deformarse, pudiendo dar lugar a

una capacidad de hinchamienfo diferente.

En el marco de este trabajo, se realizaron pruebas del hinchamiento de los hidrogeles en aguay,
al contrario que en PBS, se hinchaban hasta llegar a triplicar su masa. Por ofro lado, en ofros
estudios del grupo, se ha observado que los hidrogeles de Tiol:Acrilato, con base de PBS y con
0% de laponita, se hinchan al ser sumergidos en este mismo fluido, replicando el comportamiento

de los de base acuosa al ser sumergidos en agua.



Ademds, podemos ver que la curva de hinchamiento adopta una fendencia de saturacion pasadas
las 24 h, siendo despreciable el incremento de masa entre las 24 h y las 96 h. De este modo,
podemos confirmar la estabilidad del sistema entre las 24 h y las 96 h, siendo de gran importancia
al proporcionamos flexibilidad en lo toma de medidas y en el espectro de aplicaciones. Esto
concuerda con ofros articulos donde se afirma que la laponita aporta una excelente estabilidad a
los hidrogeles.[2°1126]

En segundo lugar, con el objetivo de caracterizar el efecto de la temperatura en la cinética de
hinchamiento, se realizd un ensayo de hinchamiento a diferentes temperaturas para una
composicion determinada. Este experimento se llevo a cabo con la formulacion del 6% de laponita
en PBS a 21 °C, 37 °C y 60 °C con una estadistica de N=4, siguiendo las mismas pautas de

medida anteriores.

En la figura 12, podemos ver la masa normalizada frente al tiempo, donde las barras de error

corresponden de nuevo a la desviacién estandar enfre las distintas muestras.
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Figura 12: Ensayo de hinchamiento para la formulacion del 6% de laponita en PBS a 21 °C, 37 °Cy 60 °C.

Podemos observar que a 21 °C, los hidrogeles se hinchan ligeramente en las primeras horas para,
a continuacién, deshincharse volviendo practicamente a su masa inicial. De este modo, la masa
normalizada es practicamente la unidad a las 24 y 96 horas, podemos decir que el hidrogel

posee gran estabilidad a esta temperatura.

A su vez, comprobamos que a 60 °C los hidrogeles se deshinchan mas que a 37 °C, mostrando
que la temperatura fiene un efecto inverso en la capacidad de hinchamienfo en equilibrio,
comportamiento que concuerda con las fendencias observadas en ofros articulos.2711291130] Estq
evidencia muestra que el proceso es sensible a la temperatura, caracteristica que puede ser de
ufilidad en algunas aplicaciones biomédicas. Como ejemplo, algunos hidrogeles pueden ser
empleados como soportes de cultivo celular donde las células proliferan a 37 °C y son

desprendidas de manera esponténea a 25 °C.[27]
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3.3. Ensayos de compresidn

Los ensayos de compresion consistieron en dos fipos de medidas, por un lado, la determinacion
del médulo de Young vy, por ofro, la realizacién de ensayos de fatiga. Ambos tipos se efectuaron

en condiciones fisiclogicas (en PBS a 37 °C), siguiendo el profocolo descrito en la seccion 2.4.

3.3.1. Médulo de Young

Como pudimos ver en los ensayos de hinchamiento, los hidrogeles pueden considerarse estables
entre las 24 y 96 horas. De este modo, se realizaron los ensayos de compresién, que nos
permitirian deferminar el médulo de Young de los hidrogeles para las diferentes formulaciones, a

las 24 h de haber sido curados y sumergidos en PBS.

Estos ensayos de compresion, fenfan como objefivo deferminar el modulo de Young de los
hidrogeles en condiciones fisioldgicas, asi como el llomado esfuerzo a mitad, que consiste en el

esfuerzo sometido a la muestra para que alcance un 50% de deformacion 139

El médulo de Young se define como el cociente entre el esfuerzo y la deformacién que aparece

en el material al ser comprimido.

o F/S
e Al/l,

Con el objetivo de deferminar la dependencia del médulo de Young con la concentracién de
laponita, se realizé el ensayo con hidrogeles de 4 formulaciones distintas: Con un 0%, 2%, 4% vy
6% de laponita. De este modo, se prepararon 5 discos de hidrogel de cada formulacién (N=5),

siguiendo las pautas indicadas en las técnicas experimentales (seccién 2.1).

Si represenfamos el esfuerzo al que era sometido el disco de hidrogel frente a la deformacion que
sufria el mismo, podemos ver una zona lineal entfre el 5% vy 15% de deformacion, cuya pendiente

serd el médulo de Young de la muestra (ver figura 13).
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Figura 13: Ejemplo de curva de esfuerzo — deformacion para un hidrogel con 6% de laponita.
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De esfe modo, se obtuvo una curva similar con su correspondiente médulo de Young para cada
una de las muestras. En la figura 14, se encuentran representados el médulo de Young y el esfuerzo
a mitad para las diferentes formulaciones. las barras de error corresponden a la desviacion
estandar para N=5. También se calculé el error correspondiente al ajuste lineal, pero este era
despreciable en comparacién con el de la desviacién esténdar, lo cual es légico ya que la
pendiente se ajusta de manera muy adecuada a una recfa vy, sin embargo, cada una de nuestras

muestras, al haber sido fabricadas de manera manual, presentan inevitables inhomogeneidades.
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Figura 14: Médulo de Young vy esfuerzo a mitad para formulaciones con 0%, 2%, 4% y 6% de laponita.

Vemos que dentro de los hidrogeles con laponita, fanto el médulo de Young como el esfuerzo a

mitad aumentan con la concentracion de laponita.

Cabria proponer que la razén de que la formulacion con 0% de laponita tenga un médulo de
Young dos veces mayor que los hidrogeles con 2%, es el dréstico deshinchamiento que estos

sufren, como hemos podido ver en los resultados de los ensayos de hinchamiento.

Ademés, para dar mayor consistencia a la supuesta esfabilidad de los hidrogeles, a las 96 h, se
realizaron ensayos para deferminar el médulo de Young de una muestra de cada formulacion vy
esfos resultaron dentro de la incertidumbre correspondiente a aquellos medidos a las 24 h (ver
figura 12). Confirmando que las propiedades mecanicas de los hidrogeles no cambian
significativamente enfre las 24 y 96 horas.

Llos médulos de Young obtenidos se encuentran dentro del rango correspondiente a los tejidos

blandos (e.g. cerebral o cardiaco).



3.3.3. Ensayos de fatiga

los ensayos de fafiga se efectuaron a las 96 h, de acuerdo con la disponibilidad de las

instalaciones, ya que requerian de un tiempo de medida aproximado de una hora por muestra.

El objefivo de esfos ensayos era conocer la respuesta de los hidrogeles ante esfuerzos mecdénicos
periddicos. Asi, cada muestra se sometio a 12 ciclos de compresion, de manera que en los 4
primeros se llegé hasta el 20% de deformacién, en los 4 siguientes hasta el 40% y en los 4 Gltimos
hasta el ©0%. Este proceso se realizé para un disco de hidrogel de cada formulacion: 0%, 2%,

4%y 6% de laponita (ver figura 15).

a) Concentracion de laponita 0% b) Concentracién de laponita 2%
0.018 . . . . . 0.018 .
10 primeros ciclos 10 primeros ciclos

Ultimos ciclos Ultimos ciclos
0.016 - B 0.016 - 4

0.014 - 4 0,014 -

0.012 . 0012
/

MPa)

0.010 - 0.010 - -

0.008 0.008

Esfuerzo
Esfuerzo (MPa)

0.006 - - 0,006 - -

0.004 0,004

0.002 - - 0.002 -

0.000 0.000

10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Deformacién (%) Deformacion (%)
€) Concentracin de laponita 4% d) Concentracién de laponita 6%

0.018 . . . . . . 0.018 .

10 primeros ciclos 10 primeros ciclos

Ultimos ciclos Ultimos ciclos

0.016 - - 0.016 - B
0.014 |- 1 0.014 -
0.012 0.012

0.010 - ] 0.010 -

0.008

Esfuerzo (MPa)
o
=
8

Esfuerzo (MPa)

0.006 - ¢ 0.006 -

0.004 0.004

0.002 - - om0z - /|

0.000 L= a.000 -
0 0

30
Deformacién (%) Deformacién (%)

Figura 15: Curvas de esfuerzo — deformacién en ensayo de fatiga con 20%, 40% y 60% de deformacion para

formulaciones con concentraciones de laponita de a) 0%, b) 2%, c| 4% y d) 6%.

Vemos que para la formulacién con 0% de laponita encontramos una ausencia de deformacién
pléstica. Lo curva vuelve esencialmente al origen, lo que indica que el material no se fatigo
recuperando totalmente sus propiedades mecdanicas. Como es bien sabido, los hidrogeles

poliméricos T:A son materiales eldsticos.

En cambio, cuando se afiade laponita, aparece deformacién plastica, la curva de descarga no
llega al mismo punto (figura 15.d.: En la formulacion de 6% laponita, el dltimo ciclo comienza
cercano al 40% de deformacion y sélo se recupera hasta el 50%). Este hecho se debe a la red
fisica que forman las nanoarcillas, esta se desmorona al sufrir la deformacién y al cesar el esfuerzo
se rehace en lo configuracién deformada oponiéndose a la recuperacion eléstica de la red

polimérica, a esfe fenémeno le llamamos histéresis del material.
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De este modo, podemos observar grandes diferencias en cuanfo a la histéresis de cada

formulacion, comprobando efectivamente, que la laponita aporta viscoelasticidad a los hidrogeles.

Para cada una de las secuencias de 4 ciclos, vemos que la primera curva de carga encierra
significativamente mdas drea que las 3 dltimas, es decir, el material disipa més energia cada vez
que alcanza por primera vez un cierto grado de deformacién (llegar a 20%, 40% o 60%). Este
hecho podria indicar que el material no conté con el suficiente tiempo de reposo entre ciclo y
ciclo.

Por ofro lado, el drea encerrada bajo la curva en un ciclo de deformacién nos proporciona e
valor de la densidad de energia disipada por el material en dicho ciclo. la manera de deferminar
cémo varia la disipacién de energia con las diferentes formulaciones consiste en comparar un
mismo ciclo correspondiente a cada uno de los 4 materiales. Ya que, en todos los casos, el
material parece comportarse de manera similar en el pendltimo y dltimo ciclo de cada deformacion,
se ha decidido calcular el promedio del drea encerrada en el pendliimo y ltimo ciclo que alcanzan

la deformacion de 60% para cada formulacién (ciclos representados en azul en la figura 15).

En figura 16, podemos observar para las diferenfes formulaciones, la densidad de energia
disipada promedio entre el pendltimo y dltimo ciclo de la deformacion hasta ©0%, donde el error

corresponde a la desviacién esténdar entre ambos ciclos.
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Figura 16: Energia disipada para formulaciones con concentraciones de laponita de 0%, 2%, 4% y 6%.

Podemos ver como la energia disipada por el hidrogel se incrementa conforme aumenta la
concentracién de laponita, siendo algo més de 4 veces mayor la energia disipada por el material
de 6% que la del 0%. A su vez, vemos que la energia disipada por el material del 2% es muy
similar a la del 0%, mientras que la del 4% estd més cercana al 6%. Este hecho podria indicar un
dominio de la red iénica para las concentraciones superiores (4%, 6%) respecto a la red covalente

del polimero que proporciona la elasticidad al material.



04. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El objetivo de esfe frabajo ha sido la preparacion de hidrogeles nanocompuestos basados en el
polimero Tiol = Acrilato, empleando nanosilicatos [particulas de laponita) como parte inorgdnica.
Estos hidrogeles fueron estudiados en condiciones fisiolégicas (en PBS y a 37 °C| con el objetivo
de evaluar su comportamiento en condiciones relevantes para posibles aplicaciones en el drea de

los biomateriales.

A través de las curvas de flujo obtenidas en un ensayo de reologia, se comprobé que no es
necesario emplear un mezclador de vértice para dispersar la laponita en agua, sino que esta labor
se puede realizar con una mezcladora [especificada en la seccion 2.1), de manera sencilla. Si
bien es necesario el fratamiento final con el mezclador de vértice durante unos minutos para que

el hidrogel alcance su méxima consistencia.

El ensayo de hinchamiento con diferentes formulaciones mostréd que los hidrogeles se deshinchan
con el tiempo, siendo mds pronunciada la deshidratacion para aquellos con un menor porcentaje
de laponita. La saturacién del hinchamiento se alcanzé a las 24 h y se comprobd que el sistema
era estable hasta al menos las 96 h. El ensayo de hinchamiento a diferentes tfemperaturas mostrd

que conforme aumenta la temperatura, disminuye el grado de hinchamiento de los hidrogeles.

Se deferminé el médulo de Young y se sometiéd a los hidrogeles a ensayos de fafiga bajo

condiciones fisiolédgicas y habiendo alcanzado la saturacién de hinchamiento:

El médulo de Young para las diferentes formulaciones mostré estar en cierfo grado relacionado
con el hinchamiento del material. Por un lado, el médulo de las formulaciones con laponita
aumentaba conforme se incrementaba la concentracién de la nanoarcilla. Por el contrario, la
formulacion con 0% de loponita, al ser la que mayor deshinchamiento sufria, mostré poseer un
mddulo anormalmente alfo debido a esta deshidratacién, siendo este comparable a la formulacion
con un 4% de laponita. Los médulos de Young obtenidos se encuentran dentro del rango deseado
para aplicaciones de materiales blandos en biomedicina e ingenieria de fejidos. A su vez, queda
abierto un campo de desarrollo, al requerirse mddulos més elevados para ofros fejidos como son

la piel o el cartilago.

Por Ultimo, en los ensayos de fafiga, se pudo observar que, conforme se incrementa la
concentracion de laponita, aumenta la energia disipada por el hidrogel ol ser sometido a

deformaciones ciclicas, siendo 4 veces mayor la energia disipada por el material de 6% que la

de 0%.
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