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INTRODUCCION GENERAL 1

El término biomaterial puede definirse como “un material no vivo usado en un

dispositivo médico, destinado a interaccionar con el sistema biolégico”l. Esta
definicion incluye diversos tipos de materiales: metales, ceramicos o polimeros, tanto
naturales como sintéticos y se emplean para mejorar o reemplazar las funciones de los
tejidos vivos. La condicién indispensable para que un material pueda utilizarse con fines
biomédicos es que sea biocompatible, es decir, que sea capaz de coexistir con el

organismo sin desencadenar un efecto inapropiado o no deseable.

Los biomateriales desempefian en la actualidad un papel muy importante en la
calidad de vida de la poblacion. Los numerosos dispositivos médicos que existen en el
mercado, son el resultado de un largo trabajo de investigacion y desarrollo de caracter
multidisciplinario, involucrando areas tales como ingenieria de materiales, biologia
celular, ciencia de biomateriales (interaccion material-medio bioldgico), quimica
macromolecular, biologia molecular, ingenieria genética, electronica, microingenieria,

informética o tecnologia de adquisicion y analisis de datos.

La Quimica Macromolecular es una de las disciplinas que brindan un aporte

fundamental para el desarrollo de instrumentos e implantes de alta prestacion, ya que
permite la obtencidn de formulaciones que satisfagan los requerimientos necesarios para
cada problema concreto, mediante el disefio de propiedades de masa y superficie. Entre
los temas de estudio de este campo podemos destacar: la sintesis de polimeros y
copolimeros especiales de aplicacion en diferentes areas (Ingenieria de Tejidos,
Elementos de Diagnostico, Farmacia, etc), el desarrollo de modificadores de superficie,
la obtencién de hidrogeles, la formulacion de materiales bioabsorbibles y de sistemas

destinados a la liberacién controlada de farmacos. La copolimerizacion radical nos

ofrece la oportunidad de obtener materiales con propiedades preestablecidas ya que la
combinacion de mondmeros y la disposicion de éstos en las cadenas macromoleculares,
nos conduce a un nameros ilimitado de materiales. Las propiedades fisicoquimicas y el

comportamiento bioldgico de los sistemas poliméricos dependen de los mondémeros de
los que estén hechos? y de las caracteristicas microestructurales de las cadenas

sintetizadas durante el proceso de polimerizacion3. Por ello, en esta tesis se ha
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desarrollado una nueva metodologia para determinar dos de los parametros cinéticos

mas caracteristicos que definen a un sistema copolimérico que se ajusta al modelo

terminal, sus relaciones de reactividad#. Estos parametros proporcionan informacion

acerca de la composiciéon media y la distribucion estadistica de secuencias de

mondmeros en el sistema copolimérico®:6. Se determinaron mediante la monitorizacion

in situ por RMN-'H de la reaccién de copolimerizacion y el ajuste no lineal por

minimos cuadrados de los datos de composicién a la ecuacidn integrada de

copolimerizacién’. Se obtuvieron datos de relaciones de reactividad sin manipulacion

de la muestra, ni aislamiento del copolimero y en uno o dos experimentos.

Para hacer méas sencilla la interpretacion de los valores de las relaciones de

reactividad, se ha desarrollado un programa en BASIC para la construcciéon de

diagramas tridimensionales que relacionen la composicién en alimentacion, la

conversion y otras variables, como la composicion instantanea o promedio en el

copolimero, la distribucion estadistica de secuencias, su longitud media...etc8.

Dependiendo de la reactividad de los monomeros, la composicion en
alimentacion 'y la conversién, se obtienen macromoléculas que difieren
significativamente en composicion y en ocasiones en compatibilidad, llegando a formar
en caso extremo mezclas poliméricas. Por ello es interesante estimar la distribucién de
composiciones quimicas y estudiar en profundidad el proceso de copolimerizacion de

los nuevos sistemas objeto de estudio. Utilizando la electrocromatografia cinética

micelar (MEKC) se han estudiado dos de los sistemas copoliméricos sintetizados en

esta tesisY. La MEKC aprovecha dos factores opuestos en el analisis de las
macromoléculas: su carga y su hidrofobicidad, haciéndola muy util a la hora de estudiar
reacciones en las que intervienen especies ionicas. El analisis por MEKC proporciond

una valiosa informacién acerca de la distribucion de composiciones guimicas, la

evolucion con la conversion, asi como la formacidn de especies de bajo peso molecular.

Tradicionalmente se consideraba a un material adecuado para ser usado en
contacto con el cuerpo cuando no producia ningun dafio ni reaccion adversa en el
organismo, y en estos casos el material era definido como inerte. Sin embargo, con el

tiempo se ha demostrado que todo cuerpo extrafio causa alguna reaccion en el
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organismo. La respuesta biologica desencadenada en presencia de los materiales

“inertes” es usualmente inespecifica, se desarrolla a una velocidad lenta y activa un

amplio rango de procesos de forma simultanea de consecuencias impredecibles10. El
avance en el conocimiento alcanzado en las diferentes disciplinas involucradas en el
campo de los biomateriales, ha llevado a la comunidad cientifica a la formulacion de un
nuevo objetivo: “lograr una segunda generacién de biomateriales y dispositivos
avanzados en estructura y funcionalidad, que posean la cualidad de interaccionar con
el medio bioldgico siendo activos en el sentido fisiologico y correctores de patologias

durante periodos extendidos™.

La mayoria de los materiales poliméricos utilizados actualmente en dispositivos
médicos son materiales estandar aplicados no sélo en medicina, sino en otras areas muy
diversas. Los principales polimeros empleados son polietileno de baja densidad
(LDPE), policloruro de vinilo (PVC), poliestireno (PS), polietileno de alta densidad
(HDPE), polipropileno, poliésteres termorrigidos, poliuretanos (PU), acrilicos, nylon,
epoxis y otros (poliacetales, celulésicos, poliésteres termoplasticos, policarbonatos,
polisulfonas, siliconas, resinas urea-formaldehido). Todos estos materiales tienen la
caracteristica de no haber sido originalmente disefiados para aplicaciones médicas,
aungue han demostrado ser clinicamente aceptables. Aunque tienden a desaparecer
puesto que se busca desarrollar materiales que interaccionen activa y adecuadamente

con el medio bioldgico.

El término biocompatibilidad en ocasiones se confunde con el de citotoxicidad.
La prueba de toxicidad implica un primer paso de evaluacion para alentar o descartar la
utilizacion de una dada formulacion. Una vez se ha comprobado que el material no
libera al medio ningin compuesto toxico, ya sea este ultimo un contaminante
constitutivo del material o se genere a través de procesos de biodegradacién, su
biocompatibilidad recae en otra serie de eventos que pueden ocurrir en la interfase, los
cuales se deben conocer y controlar (formacion de la capsula fibrosa, vascularizacion,
inflamacidn, etc). Resulta claro entonces, que las fronteras del desarrollo de la ciencia e
ingenieria de biomateriales estan dadas por el entendimiento y el control de las
reacciones biologicas generadas en respuesta a la estimulacion ejercida por un
determinado sustrato. En este sentido, los avances en la quimica macromolecular

permitirdn nuevas rutas de sintesis y mayor control de los procesos de polimerizacion,
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que llevan al disefio de biomateriales poliméricos con mayores prestaciones, y un
conocimiento mas profundo de las relaciones entre la estructura y las propiedades de los
mismos. Para lograr una buena prestacion del componente o dispositivo final
implantable se deben tener en cuenta los requerimientos de la aplicacion y llevar a cabo
la seleccion o disefio y desarrollo de los materiales adecuados en cuanto a propiedades,
procesabilidad del material para adquirir la forma final, reproducibilidad (tanto del

biomaterial como de la pieza), biocompatibilidad y bioestabilidad.

En el campo de la liberacidn controlada de principios activos vemos que la

sintesis de macromoléculas ha posibilitado el desarrollo de sofisticados sistemas de
liberacion controlada, que consiguen mantener la dosis de farmaco dentro del indice
terapéutico (es decir, entre los limites de concentracion minima efectiva y concentracion
minima toxica) durante largos periodos de tiempo. Esto conlleva la mayor comodidad
del paciente que reduce considerablemente la toma de dosis, la proteccion del farmaco
frente a la metabolizacion rapida y la disminucién de la toxicidad derivada de la
sobredosificacion. El disefio de nuevos sistemas degradables o no degradables que
permitan la liberacion de diferentes agentes activos mediante diversos mecanismos, es

un tema de investigacion de gran interés a nivel mundial en la actualidad.

La aplicacion convencional de formulaciones farmacoldgicas en el organismo
humano esta supeditada a la solubilidad de las sustancias activas, de tal forma que
resulta muy dificil poder alcanzar el nivel Optimo de dosificacion para obtener la
respuesta farmacoldgica mas adecuada, teniendo que llegar en la mayoria de los casos a
soluciones de compromiso. Los sistemas conjugados de dosificacién controlada
polimero-farmaco ofrecen una via apropiada para evitar los problemas inherentes a las
sobredosis de las formas de administracion convencionales, sobretodo para aquellas
sustancias cuyo indice terapéutico es pequefio. Asi, es posible disefiar sistemas en los
que la dosificacion de farmaco activo se ajusta a las curvas que mantienen dosis
terapéuticas efectivas durante largos periodos de tiempo, evitando oscilaciones bruscas
de concentracion y efectos secundarios asociados a la sobredosis. Por otra parte, el
tratamiento clinico de una determinada afeccion se realiza a través de una dosificacion
generalizada, cuando en muchas ocasiones esta localizada en un determinado 6rgano; en
este sentido, podriamos considerar que normalmente se recurre a una invasion

desproporcionada del farmaco, cuando solo es necesaria su accion a nivel local. Por
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ello, se trabaja en el disefio de sistemas conjugados polimero-farmaco, capaces de
dosificar y dirigir el principio activo a su lugar de accidon. La actividad de tales
compuestos estara ligada tanto a la naturaleza quimica de los grupos funcionales, como

al caracter macromolecular de las propias sustancias.

Desde el punto de vista estructural, los sistemas poliméricos con actividad

farmacoldgica pueden presentar una estructura quimica muy variada, aunque pueden

clasificarse genéricamente en dos tipos1l. El primero, esta basado en la unién fisica de

compuestos farmacoldgicamente activos a matrices poliméricas. La liberacion del

farmaco en este caso se produce por simple difusion a través de una matriz hinchada, o
una membrana semipermeable. Las formulaciones biodegradables hicieron posible el
suministro controlado de nuevos antigenos, proteinas y drogas de alto peso molecular,
los cuales no podian difundir a través de matrices poliméricas convencionales. En esta

memoria, se presentan sistemas de dosificacion controlada de teofilina de los complejos

polielectroliticos a base de quitosano vy poli(2-hidroxietilmetacrilato -co- acido 2-

acrilamido-2-metilpropanosulfonico) (poli(HEMA-co-AMPS), que ofrecen una gran

variedad de cinéticas de liberacion. Por otra parte, la degradabilidad enzimatica del
quitosano, y la solubilidad de las macromoléculas copoliméricas permitirdn la

eliminacion total del sistema del organismo.

El segundo tipo de sistemas con actividad farmacoldgica, consiste en sistemas

gue incorporan el principio activo en la propia macromolécula, o unido covalentemente

a ella. En estos casos, los enlaces que unen el farmaco al esqueleto macromolecular
deben ser hidroliticamente inestables a pH fisioldgico. Pueden ser sintetizados por dos
vias diferentes: bien mediante reacciones de polimerizacion, o bien mediante reacciones
de modificacién de grupos laterales capaces de reaccionar con algin grupo funcional del
propio farmaco. Cuando los compuestos farmacoldgicamente activos no presentan
grupos polimerizables, pueden ser transformados mediante la adicion de restos vinilicos
o acrilicos, que posteriormente polimerizaran para dar macromoléculas en las que la

cadena principal actia como matriz o soporte.

En general todo farmaco polimérico debe ser soluble y facil de sintetizar, de
peso molecular moderado y estrecha distribucion de tamafios moleculares. Debe

presentar una estabilidad moderada en los puntos de anclaje del compuesto activo. Y
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debe ser compatible con el medio fisiologico e idealmente biodegradable despues de

cumplir su funcion.

Desde el punto de vista quimico, este tipo de sistemas brindan la posibilidad de
combinar en una misma macromolécula diferentes grupos funcionales, que puedan
controlar los procesos fisioldgicos y bioquimicos a los que estara expuesto el sistema

una vez dentro del organismo.

El disefio de este tipo de sistemas de control quimico, han constituido una de las

principales lineas de investigacion desarrolladas en nuestro grupo de trabajol2-18 y
también ha sido objeto de estudio en esta tesis. Se ha llevado a cabo la sintesis,
caracterizacion y evaluacion de un nuevo sistema copolimeérico a base de [(2-acetiloxi)-

4-trifluorometil]benzoato de metacriloiloxietilo (THEMA, derivado metacrilico del

Triflusal sintetizado en nuestro laboratoriol9), y el 4cido 2-acrilamido-2-

metilpropanosulfonico (AMPS). El sistema poli(THEMA-co-AMPS), incorpora por una

parte un fa&rmaco antiagregante plaquetario (Triflusal) unido covalentemente a la cadena

macromolecular, y por otra, un monémero que presenta grupos sulfénicos en su cadena

lateral, los cuales han sido a su vez descritos como antitrombogénicos20-22. Se
sintetizaron cuatro formulaciones ricas en THEMA con el fin de obtener materiales

insolubles que presentaron actividad en su forma macromolecular (al igual que otros

polimeros anélogos12.14). Todas ellas desarrollaron una cinética de liberacién del
principio activo de orden cero, claramente dependiente del pH. Y tras la pérdida del
farmaco su esqueleto polimérico se transforma progresivamente en poli(HEMA-co-
AMPS), soluble y eliminable en medio fisioldgico. La buena adhesion y la capacidad
para formar peliculas hacen que las formulaciones sintetizadas pudiesen ser utilizadas

con dos funciones simultaneamente: como recubrimientos de protesis vasculares de

pequefio didmetro que mejoren la trombogeneidad de las protesis y como dispositivos

de liberaciéon controlada de farmaco, alternativos a las formas de dosificacién

tradicionales.

Las caracteristicas_superficiales de los dispositivos _biomédicos juegan un

papel importante en la comprensién de fendmenos y de los mecanismos involucrados en

la interaccion del biomaterial con el medio biolégico. La region superficial de un
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material posee una reactividad particular, inevitablemente diferente a la del interior del
mismo. Aquellos materiales que no liberan sustancias tdxicas al medio, es decir,
aquellos que superan los tests rutinarios de toxicidad, se comunican con el entorno
bioldgico a través de su superficie, el cuerpo “lee” la estructura superficial y responde a
ella. Por ello, el control de la superficie de un biomaterial es importante a la hora de
disefiar dispositivos en contacto con medios biol6dgicos. Se han estudiado multitud de
propiedades, tales como la relacion hidrofobicidad/hidrofobicidad, la carga eléctrica de
la superficie, la humectabilidad del material, los grupos funcionales especificos, los
receptores superficiales, la rugosidad...etc. A pesar de haberse realizado numerosos

esfuerzos para correlacionar estas propiedades con el comportamiento del material en el

medio bioldgico, existen muy pocas reglas que lo consiganZ3, ya que las reacciones
bioldgicas pueden deberse a la combinacion de varias de estas propiedades. Ademas, se
deberia prestar atencién a otros parametros superficiales mas sutiles como son la
distribucion de grupos funcionales, la orientacion de estos grupos, la distribucion
superficial de dominios, la movilidad molecular, la contaminacion superficial, las trazas
de compuestos quimicos toxicos...etc. La superficie de un material exhibe a menudo
cierto grado de movilidad, los atomos y moléculas cercanos a la superficie pueden
reordenarse en respuesta al medio externo. Asi en respuesta a un medio hidrofébico
como el aire, los componentes de menor energia superficial pueden migrar hacia la
superficie, mientras que en medio acuoso, la superficie puede reordenar su estructura y
los grupos polares interacttian con el medio. Por estos motivos los métodos tradicionales
para caracterizar la estructura de los materiales no son adecuados para determinaciones
superficiales. La mayoria de los materiales poliméricos empleados en la industria en los
ultimos 50 afios han sido sometidos a diversos tipos de modificacion superficial. Existen
numerosos métodos fisicos, quimicos, mecanicos y bioldgicos para ello. El desarrollo
de estos métodos ha permitido nuevas formas de controlar la quimica superficial. Entre
las diversas técnicas empleadas actualmente para modificar las propiedades

superficiales de biomateriales se encuentran:

e La modificacion de la superficie original mediante el bombardeo de iones,
descarga corona en aire, plasma (nitrogeno, argon, oxigeno), radiacion gamma o

beta, tratamiento de surfactantes pre-adsorbidos con descarga de gas argon,

silinizacion...24 Se trata de uno de los métodos mas utilizados para la



8 INTRODUCCION GENERAL

modificacion  superficial de biomateriales poliméricos sin alterar

significativamente las propiedades fisicogquimicas y mecanicas de los mismos2.
e Recubrimientos unidos covalentemente a la superficie utilizando irradiacion
UVA de biomoléculas pre-adsorbidas conjugadas con fotosensibilizador,

ozonizacion, irradiacion con radiacion ionizante, injertos empleando plasma

frio26... Esta técnica permite sintetizar estructuras macromoleculares
superficiles a través de mecanismos de deposito, injerto o funcionalizacion de
superficies.

e Recubrimientos no covalentes sobre la superficie por evaporacion de
disolventes2/, deposicion de filmes de monocapas autoensambladas o

Langmuir-Blodgett23, aditivos con actividad superficial, deposicién de vapores
de carbono y metales, etc.

Por lo tanto, la modificacion superficial de biomateriales constituye un area de
investigacién y desarrollo de notable importancia dado que puede mejorar la
biocompatibilidad de un material sin alterar sus propiedades en masa. En primer lugar,
las propiedades superficiales resultan determinantes en el proceso de adhesion celular
ya que influirdn directamente sobre la adsorcion de proteinas plasmaticas. Este evento

ocurre inmediatamente después de que un dispositivo toma contacto con el medio
bioldgico (después de unos segundos)29 y antes de que las células se acerquen al

substrato (después de un minuto aproximadamente)30. Las proteinas por lo general
prefieren el ambiente acuoso. Sin embargo, cuando una solucidn de proteinas se pone en
contacto con otra fase tienden a acumularse en la interfase. En una interfase solida, las
proteinas interaccionan con la superficie a través de fuerzas electrostaticas, polares e
hidrofobicas. La extension de este tipo de interacciones depende un elevado nimero de
factores (estructura de la superficie, estructura y concentracion de la proteina, tiempo de
contacto, temperatura, condiciones de flujo...etc). Las proteinas se adhieren en la
superficie del material y sufren cambios conformacionales o incluso se desnaturalizan.
Dado que las células responden especificamente a la naturaleza de la pelicula proteica
inicial, esta ejerce una funcion reguladora sobre la posterior reaccion del organismo al
implante. Por lo tanto, uno de los mayores retos que se le plantean al cientifico para
mejorar la funcionalidad de los biomateriales es controlar la adhesion proteica, bien
favoreciendo cierto tipo de conformaciones, bien reduciendo la cantidad de proteinas



INTRODUCCION GENERAL 9

sobre la superficie31. Se ha demostrado que la adsorcién de proteinas transportadoras,
como la albumina, en la superficie de un biomaterial influye notablemente y

positivamente en su trombogeneidad, reduciendo el nimero de plaguetas que se

adhieren a su superficie32:33. Sin embargo el fibringeno se ha identificado como un

mediador de la agregacion y adhesion plaquetaria mediante su interaccion directa con

los receptores GPIIb/Illa de las plaquetas34. Estas observaciones han provocado el

desarrollo de materiales que adsorban preferentemente albdimina sobre su

superficie32:36, e incluso la alblmina ha sido inmovilizada sobre superficies
poliméricas con el fin de mejorar la trombogeneidad. Sin embargo, estos materiales han

demostrado no poseer buena estabilidad a largo plazo37-39.

Por otro lado, se han injertado con este fin hidrogeles poliméricos en las
superficies. Se trata de materiales hidrofilicos entrecruzados, insolubles en agua a

temperatura, pH y fuerza ionica fisiologica. Su uso como modificadores de superficies
de biomateriales da lugar a una disminucién del coeficiente de friccion40 y a un control

de la adsorcion de proteinas especificas o de la adhesion de microorganismos41,42. En

este sentido, se han estudiado varios complejos polielectroliticos obtenidos por

interaccion directa de macromoléculas con grupos iénicos complementarios, es decir,

interaccion del quitosano (con grupos amino libres) y copolimeros aniénicos con grupos
sulfonicos en su estructura. Asi, se trata de combinar las excelentes propiedades del
quitosano, con la estructura quimica hemocompatible de los copolimeros. Estos

materiales se sintetizaron con el fin de disminuir, evitar 0 hacer mas selectiva la

adsorcion de proteinas plasméticas de superficies que vayan a estar en contacto con

medios bioldgicos.

Los avances tecnoldgicos de la ultima década han sido relevantes para
interpretar los fendmenos de interaccion biomaterial-medio biolégico. La morfologia y
la quimica superficial de los materiales asi como la calidad de las estructuras biologicas
adsorbidas o adheridas a las mismas puede investigarse de manera mas precisa gracias a
la aparicion de nuevos métodos de caracterizacion tales como la resonancia de plasmon
superficial (SPR), la microscopia de fuerza atomica (AFM), la microscopia de efecto
tunel (STM), espectroscopia electronica para andlisis quimico (ESCA)...etc. Por otra

parte el desarrollo de la microscopia ambiental de barrido (ESEM) permite la
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observacion de materiales en el medio en el que desempefiaran su actividad utilizando
bajo vacio. De esta manera se buscan los datos necesarios para correlacionar la quimica
y la topografia de cada biomaterial, con los procesos biologicos estimulados. Sobre la
base de la observacién del orden estructural de substratos y del reconocimiento de
macromoléculas y sitios especificos de reaccion que definen una respuesta, sera posible
en un futuro cercano el disefio de dispositivos de alta prestacion con superficies capaces
de definir y controlar las reacciones fisiologicas. Nosotros hemos utilizado la

Resonancia de Plasmén Superficial con el fin de monitorizar diversos fendmenos que

tienen lugar en nuestros sistemas. La técnica registra los cambios que se producen en el
indice de refraccion en las proximidades de los materiales y los relaciona con la

adhesion molecular. En primer lugar, se estudio la formacion de algunos complejos

polielectroliticos in situ. Y en segundo lugar, se observd la interaccién de estos

materiales con albdmina y fibrin6geno. De los materiales ensayados observamos que
aquellos que poseen N,N-dimetilacrilamida (DMAA) en su estructura son capaces de
adherir selectivamente albumina en su superficie. Mientras que los PEC que incorporan
2-hidroxietilmetacrilato (HEMA), no adhieren ninguna de las dos proteinas plasmaticas

ensayadas.

Finalmente, la Quimica Macromolecular ha brindado también un gran aporte al
desarrollo de sistemas poliméricos biodegradables dirigidos al reemplazo de tejidos
dafiados (piel, hueso, nervios y vasos sanguineos). El &rea de ingenieria de tejidos
muestra hoy un crecimiento exponencial y existe la perspectiva de que se mantenga este
ritmo debido a la utilizacion de conocimientos y recursos provenientes de otras

disciplinas, que también experimentan en la actualidad una evolucion acelerada, tales

como la ingenieria genética, biologia, ciencia de materiales, medicina y electrénica®3.
Aprovecha los principios de ingenieria de transportes, fendmenos de reacciones
superficiales, asi como los métodos de analisis aplicados a los complejos procesos
bioldgicos. Para ello, es necesario el conocimiento de la estructura molecular de
sustratos y su relacion con las reacciones bioquimicas que se producen. Las especies
normalmente implicadas en la ingenieria de tejidos son células vivas, asi como sus
componentes extracelulares que participan en el desarrollo de dispositivos que permitan,

estimulen o favorezcan, la reparacion o restauracion, de un oOrgano o tejido

dafiado44.45. La regeneracion y sustitucion de tejidos no funcionales se desarrollan en
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base a estrategias que emplean como medio algun sistema polimérico, ya sea de origen

natural o artificial. Las de mayor importancia:

La sustitucion con materiales tanto bioestables como degradables

La utilizacion de xenoinjertos obtenidos de tejidos animales, tratados
quimicamente para estabilizarlos y evitar en lo posible las reacciones
inmunoldgicas propias de cuerpo extrafio.

e La encapsulacion de células en camaras de difusion, microcapsulas o sustratos

reabsorbibles.

e La aplicacion in situ de sustancias especificas conocidas como factores de
crecimiento, que en combinacion con un soporte adecuado pueden utilizarse
como sistemas de vectorizacion y de dosificacion controlada en zonas del

organismo humano donde son necesarios.

Los materiales polimeros mas utilizados en la actualidad con este proposito son:
los polimeros de origen natural y sus modificaciones y sistemas poliméricos sintéticos.
Nuestro grupo ha desarrollado nuevos sistemas de quitosano modificado por
polimerizacion con é&cido acrilico. El sistema polimérico formado es una red
interpenetrada de poliacido acrilico en las macromoléculas de quitosano, en las que
ademas se produce la formacion de copolimeros de injerto, mediante reacciones de

transferencia de las cadenas de poliacido acrilico en las unidades de glucopiranosa

repetitivas del propio quitosano#6. Este tipo de sistemas puede ser utilizado para la
formacion de soportes biodegradables in situ que proporcionen un medio adecuado para
la regeneracion de tejido blando. Siguiendo esta linea de investigacion, hemos disefiado
nuevos sistemas en base a quitosano copolimeros del 4&cido 2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico (AMPS) con HEMA sintetizados en presencia del quitosano, que
estan siendo empleados como canales de guia en estudios preliminares de regeneracion

de nervio ciatico en rata.

En resumen, la sintesis de nuevas estructuras poliméricas constituye el paso
inicial necesario para el desarrollo de dispositivos biomédicos de alta prestacion. El
disefio racional de un biomaterial que formara parte de un sistema implantable o de un
dispositivo destinado a una préactica terapéutica o quirdrgica, comienza con la seleccién

de reactivos quimicos y método de sintesis adecuado. Finalmente es necesario remarcar
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que tanto la calidad fisico-quimica de las macromoléculas sintetizadas, como el método
de fabricacién elegido y los pardmetros de procesado seleccionados, condicionaran el

logro de las propiedades deseadas (en masa y superficie) de los dispositivos producidos.

Esta tesis se centra en el desarrollo y caracterizacion de nuevos sistemas
poliméricos multifuncionales de interés biomedico asi como en la aplicacion de nuevas
metodologias y técnicas instrumentales para su caracterizacion. Ha sido estructurada en
dos partes, la primera (dividida en cuatro capitulos), estudia la sintesis y caracterizacion
de los sistemas copoliméricos por las técnicas convencionales de caracterizacion de
monomeros y polimeros. Aborda el estudio de las relaciones de reactividad de los

sistemas copoliméricos mediante RMN-*H in situ, utilizando una nueva metodologia

disefiada en nuestro laboratorio#. Estudia mediante electrocromatografia cinética
micelar (MEKC) la cinética de reaccién asi como de la distribucién de composiciones

quimicas de los dos sistemas copoliméricos sintetizados con comportamiento mas
extremoY. Y el Gltimo evalta el sistema copolimérico THEMA-AMPS como

recubrimiento de protesis vasculares de pequefio diametro2”.

La segunda parte de la memoria estudia la formacion de complejos
polielectroliticos tanto sintetizados con una macromolécula plantilla (“template
polymerization”), como por mezcla de macromoléculas con grupos idnicos
complementarios. EvalGa la citotoxicidad in vitro de algunos de los materiales con
posible aplicacién como dispositivos de liberacién controlada de farmacos, para lo que
se utilizaron cultivos primarios de células osteoblasticas. Y la aplicacion de una de las
formulaciones como estructura de andamiaje para la regeneracion de nervio periférico,
empleando el nervio ciatico de rata como modelo experimental. Por Gltimo, estudia la
adsorcion de proteinas plasmaticas sobre la superficie de los complejos con posible
aplicacion como recubrimientos vasculares mediante Resonancia de Plasmon
Superficial (SPR).
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1 INTRODUCCION

La polimerizacién de mondmeros que contienen grupos funcionales activos es
sumamente atractiva, por la amplia gama de propiedades que pueden lograrse mediante

homopolimerizacion o copolimerizacion con otros monémeros adecuados.

Este capitulo describe la copolimerizacion radical de tres sistemas que
incorporan é&cido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico (AMPS) en su estructura,
ademas de 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA), [(2-acetiloxi)-4-trifluorometil]benzoato de
metacriloiloxietilo (THEMA) o N,N-dimetilacrilamida (DMAA). La diferente
estructura quimica de los monémeros y por tanto el diferente comportamiento fisico de
las moléculas nos permite obtener sistemas con propiedades muy diferentes (desde
polimeros solubles hasta insolubles) con la simple variacién de los monémeros en la

mezcla de reaccion.

1.1 Introduccion a la copolimerizacion radical

La polimerizacion en cadena que se lleva a cabo entre dos mondmeros se
denomina copolimerizacion y el producto que se obtiene copolimero. Los dos
monomeros se incorporan a la cadena en cantidades que dependen de su reactividad y
de la concentracion relativa en que se encuentran en la mezcla de reaccion. Los métodos
de copolimerizacién nos brindan la oportunidad de obtener materiales con propiedades
preestablecidas debido a la amplias posibilidades que han abierto los conocimientos
logrados sobre polimerizacién y sobre la relacion estructura-propiedades. La
combinacién de mondmeros existentes y de nueva sintesis, la variacion de la cantidad
relativa de éstos en el medio de reaccion, la disposicion de las diferentes unidades bien
al azar, alternadas, en blogue o en forma de injerto y los diferentes métodos de
procesado, nos conducen a un numero ilimitado de materiales que difieren tanto en

composicién quimica como en propiedades fisicas.

La copolimerizacién, como medio de obtencion de numerosisimas estructuras, es
actualmente un proceso estudiado en profundidad en diversos laboratorios del mundo.
Por consiguiente, existe un cuerpo de doctrina amplio, si bien, dadas las ilimitadas
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posibilidades de reaccion, sigue siendo un tema objeto de estudio. Por otra parte, la
copolimerizacion constituye también un camino interesante para el estudio de la

reactividad de los mondmeros y su relacion con la estructura.
Tipos de copolimeros

Un copolimero estadistico posee una distribucion de mondémeros a lo largo de la
cadena copolimérica que sigue una ley estadistica, de tal modo que tendremos
copolimeros Bernoullianos (0 Markov de orden-cero), Markov de primer orden o

Markov de segundo orden.

Los copolimeros pueden presentar sus componentes distribuidos al azar

formando copolimeros al azar:
AAABBABBAABABBBA

Si las estructuras monoméricas se alternan dentro de la cadena, se trata de

copolimeros alternantes:
ABABABABABAB

Si los mondémeros se disponen en largas secuencias en la misma unidad, los

copolimeros se denominan copolimeros de bloque:
AAAAAABBBBBB

Por ultimo, existe otro tipo de copolimeros que son productos poliméricos
ramificados en los que la cadena principal esta formada por un Unico monémero y la
cadena lateral por otro mondmero de estructura diferente. Son denominados

copolimeros de injerto.

AAAAAAAAAAAA
B B B
B B B
B B B
B B
B
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Estos dos ultimos tipos de copolimeros no pueden sintetizarse mediante
copolimerizacién simultanea de dos mondmeros y se obtienen mediante otro tipo de

reacciones.

Existe un gran interés tanto académico como industrial en el desarrollo de
polimeros funcionalizados entre los que cabe destacar aquellos que poseen grupos
ionicos en su estructura. La incorporacion de grupos ionizables altera la morfologia

polimérica y consecuentemente altera sus propiedades fisicas y quimicas.

1.2 Copolimerizacion con AMPS

En este trabajo se describe la preparacion de copolimeros biocompatibles de
AMPS con HEMA, THEMA o DMAA para posibles aplicaciones biomédicas. AMPS

es un mondémero anidnico, portador de un grupo sulfonico (acido fuerte) ionizado en

practicamente todo el rango de pHsl (Figura 1.1). Fuera del campo biomédico y debido
a su caracter altamente hidrofilico (asociado a su caracter io6nico) y a su estabilidad
hidrolitica, térmica y mecanica, tiene gran interés como componente activo de fibras
acrilicas, adhesivos, latex, en el tratamiento de aguas y también en ciertos productos

para el cuidado personal como cremas, aceites, etc.

En el area médica presenta una serie de caracteristicas que le hacen
enormemente atractivo: por una parte presenta una excelente capacidad de absorcion de
agua (sus derivados pueden considerarse en algin caso como superabsorbentes) lo que
le hace datil en formulaciones de hidrogeles. Ademas, puede formar complejos con

polielectrolitos catiénicos y tiene propiedades lubricantes?, adhesivas3 y es un

componente biocompatible?. Pero si se debe resaltar una propiedad en este terreno, es la

asociada a la naturaleza sulfonica de sus grupos ionicos, la cual es responsable de sus
caracterfsticas anticoagulantes por su mimetismo con la heparina® (molécula natural con

gran actividad antitrombogénica y portadora de grupos sulfonicos6-10).

Por otra parte, tanto los polimeros como los copolimeros de HEMA tienen
amplias aplicaciones en cirugia y medicina, entre las que cabe destacar: lentes de

contacto, cicatrizantes, recubrimientos hemocompatibles, sistemas de liberacion de
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farmaco, protesis quirGrgicas, membranas de didlisis, corneas artificiales...etc11,12.
Esto se debe a su capacidad para formar hidrogeles biocompatibles con una excelente

tolerancia y buena estabilidad11,13. Los materiales en base a DMAA han sido

sintetizados del mismo modo para aplicaciones biomédicas consiguiendo una

extraordinaria biocompatibilidad de los sistemasl4. La copolimerizacién de estos dos
mondmeros con AMPS se realizO con la intencibn de combinar las buena
biocompatibilidad de HEMA y DMAA con las propiedades caracteristicas de los grupos
sulfonicos. Estos copolimeros ademas, fueron disefiados con el fin de formar complejos
polielectroliticos combinandolos con otras macromoléculas que posean grupos iénicos
complementarios, como el quitosano, que incorpora grupos amina en su estructura. De
este modo pueden obtenerse estructuras entrecruzadas fisicamente capaces de responder
a cambios de pH y/o a la temperatura, obteniendo sistemas “inteligentes” con gran
potencial para ser utilizados como agentes de liberacion de farmacos o incluso como

sistemas de andamiaje para ingenieria de tejidos.

El [(2-acetiloxi)-4-trifluorometil]benzoato de metacriloiloxietilo) (THEMA), un
derivado metacrilico del acido [(2-acetiloxi)-4-trifluorometil]benzoéico (Triflusal,

comercializado con el nombre de Disgren®), ha sido funcionalizado y polimerizado en

nuestro laboratorio con éxito19-17, formando matrices poliméricas no sélo con
actividad farmacoldgica sino también con propiedades de dosificacién controlada de
farmaco, capaces de mantener un nivel elevado de medicamento en plasma de forma
controlada durante largos periodos de tiempo. En este trabajo, THEMA ha sido
copolimerizado con el AMPS con el fin de obtener materiales apropiados para su uso
como recubrimientos de protesis vasculares de pequefio didmetro, conjugando la accién

antiagregante de ambas moléculas.

La copolimerizacion radical de AMPS con HEMA, DMAA o THEMA ha dado
lugar a tres series de materiales con propiedades muy diferentes. Existe una diferencia
estructural clara asociada a la naturaleza del componente no i6nico, HEMA DMAA o
THEMA respectivamente. HEMA es mas hidrofobico que DMAA (como lo demuestra
el hecho de que su correspondiente homopolimero, poli-HEMA, no es soluble en agua
mientras que el poli-DMAA si lo es). Ademas, e intimamente relacionado con lo

anterior, la reactividad de las dos parejas de comondmeros es muy diferente, debido a la
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naturaleza acrilamida de AMPS y DMAA frente al HEMA que es un metacrilato con
mayor reactividad inherente en polimerizacion radical. Este hecho tiene una gran
importancia, tal y como se describe en este trabajo, ya que la distribucién de unidades
tiende a la formacién de bloques en un caso (HEMA-AMPS) mientras que en el otro
(DMAA-AMPS) es mas aleatoria.

El THEMA es un mondmero metacrilico muy hidrofobico que conduce a
materiales insolubles en medios acuosos tras su copolimerizacién con el AMPS, a
fracciones molares altas en THEMA. Su hidrdlisis da lugar a la liberacion directa del
Triflusal y a la transformacion progresiva de la matriz polimérica de THEMA-AMPS en
HEMA-AMPS, soluble y eliminable por el organismo. EI Triflusal es un farmaco
antiagregante con accion farmacologica dual: inhibe la produccion de Tromboxano A,
por inhibicion de la ciclooxigenasa plaquetaria e incrementa la tasa plaquetaria de
AMP; por inhibicion del enzima AMP, fosfodiesterasa (accion que también presenta su
principal metabolito, HTB). Estas caracteristicas le hacen un candidato excepcional para
emplearlo en la sintesis de farmacos poliméricos para el recubrimientos de prétesis
vasculares de pequefio diametro. Ademas de la caracterizacion quimica del sistema
THEMA-AMPS se llevo a cabo una exhaustiva evaluacion del sistema tanto in vitro
(medidas de la hidrofilia y energia superficial de los copolimeros, liberacion del
farmaco a diferentes pH’s, estimacion de la capacidad antiagregante del sistema...),
como in vivo (estudio de la biocompatibilidad) para su posible aplicacion como

recubrimiento de protesis vasculares y se recoge en el Capitulo 4 de esta memoria.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos y muestras

2.1.1 Reactivos

El &cido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico, AMPS, fue suministrado por
Avocado y utilizado sin purificacion previa. La N,N-dimetilacrilamida, DMAA,

(Aldrich) se destil6 cuidadosamente a presion reducida. ElI 2-Hidroxietilmetacrilato,

HEMA, (Fluka) fue purificado segin la literatural8. El Triflusal fue amablemente
cedido por Uriach & Cia. y fue utilizado sin purificacion previa. El dioxano (Panreac) se
purificd sobre hidroxido potasico (KOH) manteniendo a reflujo durante 24 horas.
Después se destil6 a presion atmosférica. El éter de dietilo (SDS) se utilizé en su forma
comercial sin previa purificacion. El 2,2’-Azo-bis-isobutironitrilo (AIBN) se utilizo
previa recristalizacion de metanol; punto de fusién 104 + 1°C. Los demas reactivos

fueron utilizados en su forma comercial por ser extra-puros.

2.1.1.a Sintesis de THEMA

Los copolimeros poli(THEMA-co-AMPS), se obtuvieron mediante
polimerizacion radical en solucién del derivado metacrilico del Triflusal (THEMA) con
AMPS. La sintesis del derivado de Triflusal se llevo a cabo siguiendo un protocolo de

trabajo desarrollado en nuestro laboratoriol7. En primer lugar se prepara el cloruro de
acido y posteriormente se esterifica con el 2-hidroxietilometacrilato (HEMA); el

proceso de sintesis se detalla a continuacion.

Sintesis del cloruro de acido

Se llevo a cabo por la reaccion de cloruro de tionilo, SOCI,, (70 ml), con
Triflusal (0,1 moles) en presencia de trieltilamina como catalizador a reflujo, durante 4
horas. Posteriormente se procedié a la destilacion del cloruro de &cido en exceso que no
habia reaccionado y a continuacion, se destil6 el cloruro de acido a presion reducida (64
% de rendimiento).
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Sintesis del derivado metacrilico portador del Triflusal (THEMA)

La esterificacion del HEMA con el cloruro de &cido se realizd del siguiente
modo: 0,025 moles de HEMA y la trietilamina se disolvieron en éter. A esta solucion se
le afadio, gota a gota, el cloruro de acido (0,025 moles) disuelto también en éter. El
producto de reaccién se mantuvo bajo corriente de nitrogeno y agitacion magnética
durante 24 horas. El clorhidrato de trietilamina precipitado durante la reaccion se
elimind por filtracion y el filtrado se lavo con una solucidn acuosa de hidroxido sédico
(5 %) varias veces eliminando la fase acuosa. La fase organica se secd con sulfato
magnésico anhidro (MgSQ,) y el disolvente se elimind a vacio hasta pesada constante.
(Rendimiento 52 %).

2.1.1.b Sintesis de los polimeros

Se sintetizaron homopolimeros v copolimeros de los sistemas HEMA-AMPS vy

DMAA-AMPS, a conversién total y en todo el rango de composiciones molares (de 0 a

1). Seran nombrados como HA10, HA3O0... etc, dependiendo de la composicion molar
en alimentaciéon en HEMA (Tabla 1.1) o DA10, DA30... etc, dependiendo de su
composicion molar en DMAA (Tabla 1.2). Los homopolimeros poli(2-hidroxi-
etilmetacrilato), poli(N,N-dimetilacrilamida) y poli(acido 2-acrilamido-2-metilpropano-
sulfonico) seran nombrados como PHEMA, PDMAA y PAMPS respectivamente. Estos
materiales se obtuvieron por polimerizacion radical en solucidén, usando
H,O:isopropanol (50:50) como disolvente, a 50 °C y AIBN como iniciador en
concentracion 1,5x10 M. Se utilizé isopropanol como disolvente con el fin de obtener

copolimeros de peso molecular controlado debido a su baja toxicidad (clasificado por la
Food and Drugs Administration (FDA) como clase 3)19 y alta constante de

transferencia20. La disolucion fue desoxigenada burbujeando nitrégeno durante 30
minutos. La concentracion total de mondémero fue 0,30 M para el sistema poli(HEMA-
co-AMPS) y 0,50 para el sistema poli(DMAA-co-AMPS). Transcurridas 24 horas de

reaccion, se elimind el disolvente de las muestras y posteriormente se liofilizaron.
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Con el fin de obtener materiales insolubles, apropiados para su aplicacion como
recubrimientos de prétesis vasculares de pequefio diametro, se sintetizaron copolimeros

portadores de Triflusal que incorporaban grandes cantidades de THEMA en su

estructura. Su nomenclatura seré a partir de ahora THA60, THA7O0...etc, dependiendo de
la composicion molar en alimentacion en THEMA (Tabla 1.3). EI homopolimero del
derivado metacrilico del Triflusal se denominara PTHEMA en este trabajo. Estos
materiales se sintetizaron por polimerizacién radical en solucion, utilizando
dioxano/agua (90:10) como disolvente, una concentracion monomerica de 0,25 M, a 50
°C, durante 48 horas. Se empled AIBN como iniciador en una concentracion de 1,5x10
2 M. Las mezclas de reaccion se desoxigenaron burbujeando nitrégeno (N2) durante 30
minutos. Los copolimeros sintetizados a conversion total se precipitaron en éter,
redisolvieron en la minima cantidad de agua y liofilizaron. Posteriormente, los sélidos
obtenidos se disolvieron en cloroformo y precipitaron en éter. Por ltimo se filtraron y

secaron a vacio hasta peso constante.

2.2 Caracterizacion general de los sistemas copoliméricos:

2.2.1 Técnicas espectroscépicas

Los copolimeros obtenidos de las diferentes mezclas de HEMA-AMPS o
DMAA-AMPS se disolvieron en D,O 6 DMSO-ds dependiendo de su solubilidad, en
una concentracién de 10 mg ml™ y se realizaron espectros de RMN-'H en un equipo
Varian 300-XL trabajando a una frecuencia de 300 MHz. Los espectros de RMN-3C se
registraron en el mismo equipo (Varian 300-XL) trabajando a una frecuencia de 75,5
MHz a partir de soluciones al 100 mg ml™ en D,O, DMSO-ds 6 metanol deuterado,
segun el caso y a 40 °C. Los espectros de IR de todos los materiales se obtuvieron en

pastillas de KBr utilizando un equipo FTIR Perkin-Elmer 1720.

2.2.2 Técnicas cromatograficas

Las medidas de cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) se realizaron
en dimetilformamida (DMF) con 0,1% (m/v) de LiBr. El sistema estaba formado por
una bomba Perkin-Elmer Isocratic LC pump 250, trabajando a un flujo de 1 mL min™.
El sistema se termostatizo a 70°C con un horno Perkin-Elmer modelo LC OVEN 101.

La distribucion de pesos moleculares se obtuvo mediante un refractometro diferencial
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Waters 410. Se usaron tres columnas poliestireno-divinilbenceno pl-gel con tamafio de
poro nominal de 500, 10* y 10° A.

2.2.3 Métodos térmicos

Las medidas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se llevaron a cabo
en un aparato Perkin-Elmer DSC-7. Se utiliz6 nitrogeno para purgar la celda de analisis.
Las muestras (aproximadamente 12 mg) se cerraron herméticamente en cépsulas de
aluminio y se calentaron a una velocidad de 10°C min™. La Ty se definié como el punto
de inflexion de la region de transicion vitrea. El calibrado de temperaturas se realizo

utilizando indio como patron.

Las medidas de termogravimetria (TGA) se realizaron en una termobalanza
Perkin-Elmer TCA7. Los experimentos se realizaron bajo flujo de nitrégeno de 50 ml

min, a una velocidad de calentamiento de 10°C min™, desde 50 hasta 550°C.
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3 RESULTADOSY DISCUSION

3.1 Caracterizacion general de los sistemas copoliméricos

3.1.1 Técnicas espectroscopicas

3.1.1.a RMN-H

Se llevé a cabo el analisis por RMN-'H de los tres sistemas copoliméricos
sintetizados a alta conversion. Sus estructuras quimicas se encuentran representadas en
la Figura 1.1. Las fracciones molares de los mondmeros se encuentran detalladas en las
Tablas 1.1, 1.2y 1.3.

OH SOzH O HN
Poli(HEMA-co-AMPS) 2
o) SOzH
S I R PO
R n i m o)
o —0 Y
N HN o)
7\
CF3
SO5H

Poli(THEMA-co-AMPS)
Poli(DMAA-co-AMPS)

Fig. 1.1: Estructura quimica de los sistemas copoliméricos estudiados.
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En las Figuras 1.2, 1.3 y 1.4 se muestran espectros de RMN-'H (300 MHz) de un
copolimero representativo de cada sistema y la asignacion de cada una de las sefiales a
su correspondiente proton o grupo de protones. La composicién de cada uno de los
copolimeros sintetizados se recoge en las Tablas 1.1, 1.2 y 1.3 y fueron calculadas
utilizando la sefial As (AMPS) y las H3 y Hy (HEMA), para el sistema HEMA-AMPS.
El calculo de las composiciones del sistema DMAA-AMPS se realizd empleando, por
un lado las sefiales As, Dy, D3 y D4y por otro, las del conjunto Ag, Az, Az, Asy D1y
con los datos obtenidos se resolvid un sistema de ecuaciones que nos proporciond la
composicion molar de los correspondientes copolimeros. Por ultimo, para el sistema
THEMA-AMPS, se emplearon las sefiales asignadas para los 3 protones aromaticos del
THEMA (Ts, Te, T7) y el grupo de sefiales asignado a los 9 protones del AMPS (Ay, Az,
Aszy A,) y 5 correspondientes al mondmero portador de Triflusal (T, y Ts) (1,6-3 ppm).

Se comprobd la ausencia de monémero residual en todas las muestras.

O ppm

Fig. 1.2: Espectro de RMN-'H de HA70 registrados en D,0, a 300 MHz.
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Ay A,

H,0 Lo ng*d,?é’”E ’}6,/29
B

3 ppm

O ppm

Fig. 1.4: Espectro de RMN-"H de THAT70 registrados en metanol deuterado, a 300 MHz.
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PHEMA |HA90 | HA70 | HA50 | HA30 | HA10 | PAMPS
fHEMAaIimentacién 1 0190 0,70 0,50 0130 0110 0
FHEMAcopo"mero 1 0,89 0,67 0,47 0,27 0,10 0

Tabla 1.1: Composiciones molares de HEMA en el sistema HEMA-AMPS
tanto en alimentacion (fHEMA alimentacién) como en el C0p0|imer0 (FHEMAcopolimero)

sintetizados a conversion total, halladas mediante RMN-'H a 300 MHz.

PDMAA | DA90 | DA70| DA50 | DA30 | DA10 | PAMPS
fDMAAaIimentacién 1 0190 0,70 0,50 0,30 0,10 0
FDMAAcopo||'mero 1 0,89 0,73 0,52 0,31 0,09 O

Tabla 1.2: Composiciones molares de DMAA en el sistema DMAA-AMPS
tanto en alimentacion (fomaa atimentacisn) COMO €en el copolimero (Fpmaacopolimero),

sintetizados a conversion total, halladas mediante RMN-'H a 300 MHz.

PTHEMA | THA90 | THA80 | THA70 | THAG0 | PAMPS
frHEMA alimentacion 1 09 | 080 | 0,70 | 0,60 0
I:THEMAcopoIimero 1 0,90 0,81 0,69 0,63 0

Tabla 1.3: Composiciones molares de THEMA en el sistema THEMA-AMPS
tanto en alimentacion (fruema atimentacisn) COMO en el copolimero (Frrema copolimero),

sintetizados a conversion total, halladas mediante RMN-*H a 300 MHz.

3.1.1b FTIR

e Sistema HEMA-AMPS

Los espectros de IR correspondientes a los homopolimeros y dos copolimeros
representativos sintetizados para este sistema se encuentran detallados en la Figura 1.5
Como puede observarse no se distinguen picos olefinicos vc=c a 1635-1620 indicando la

ausencia de monomero residual en las muestras caracterizadas. Las cadenas poliméricas
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estan formadas por unidades AMPS (unn @ 3311, ve=o (amida 1) a 1650, ven Y Scnm
(amida 11)1551, Sc(chsp. @ 1391, vso, a 1224, vsosn @ 1021y vs.o @ 617 cm™) y unidades
HEMA (Uon a 3437, Uchs: 2943, Vc=o @ 1721, Schs (metacritato) @ 1452, Sconip de 1400 a
1000, ve.o 1156 Y Scomoop de 700 a 550 cm™)

TN

FHEMA,

HATD

PAMPS

i

I T T T T T r— 1 - 111717 "1 1T ™1
4000 3000 2000 1000 200 a0 e0 40 120 100 &0 60 400

wicm wom )

Fig. 1.5: Espectros de FTIR de dos copolimeros representativos del sistema HEMA.-
AMPS (HA30 y HAT70) y de sus correspondientes homopolimeros (PHEMA y
PAMPS).

e Sistema DMAA-AMPS

Los espectros de IR correspondientes a los homopolimeros y alguno de los
copolimeros sintetizados para este sistema se encuentran detallados en la Figura 1.6. En
los espectros FTIR no se distinguen picos olefinicos ve=c a 1635-1620 y las cadenas
poliméricas estan formadas por unidades AMPS (uny @ 3311, vc=o (amida I) a 1650,

ven Y Ocnn (@amida 11)1551, dcchsy. @ 1391, vso, @ 1224, vsosn @ 1021y vs.o @ 617 cm™)
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y unidades DMAA (Uchss @ 2934, ve=p a 1638, dcrane @ 1490, venya 1422, venca 1267y

Snco a 616 cm™)

PAMPS

DA30

DA70

N

T T T T T T T T T T
4000 3000 2000 1000 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

v (cm™) v(am')

Fig. 1.6: Espectros de FTIR de dos copolimeros representativos del sistema DMAA-
AMPS (DA30 y DAT70) y de sus correspondientes homopolimeros (PDMAA y
PAMPS).

e Sistema THEMA-AMPS

Los espectros de IR correspondientes a los homopolimeros y dos copolimeros
representativos sintetizados para este sistema se encuentran detallados en la Figura 1.7
Como puede observarse las cadenas poliméricas estdn formadas por unidades AMPS
(unm @ 3318, ve=o (amida 1) a 1687, ven Y dcnn (amida 11)1633 , dny a 1544, dcs a
1455cm™, vso, @ 1214, vsosn @ 1041, vs.o @ 624) y unidades TH (ve-o a 1777 y 1731,
comby 1700-1550 (1630 y 1584), Schs (metilcetonas) & 1418, Vc-0 (acetato) 1257, Vcrs Y Soop
arc-h 785, 750 y 704cm™).
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Fig. 1.7: Espectros de FTIR de dos copolimeros representativos del sistema THEMA.-
AMPS (THA90 y THAT70) y de sus correspondientes homopolimeros (PTHEMA y
PAMPS).

3.1.2 Métodos cromatograficos

Durante el analisis de polielectrolitos por SEC pueden aparecer algunas
desviaciones en las medidas debido a interacciones entre el polimero, el disolvente y el
material de relleno de la columna. Estas interacciones tienden a aumentar la dispersion y

disminuir la resolucion.

e Sistema HEMA-AMPS

Los cromatogramas de exclusion por tamafio obtenidos para los copolimeros
HEMA-AMPS ponen de manifiesto que la polimerizacion del sistema copolimérico no
es homogénea sino que da lugar a una distribucion bimodal de especies de diferente
tamafno molecular. Se obtiene una poblacion de alto peso molecular, probablemente rica
en HEMA y una segunda especie de bajo peso molecular probablemente rica en AMPS

(como se discutira en el capitulo 3 de esta memoria). El indice de polidispersidad de las
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dos poblaciones es muy diferente siendo la fraccion que eluye a tiempos mas cortos
(mayor tamafio) mas polidispersa que aquella que eluye a mayores tiempos (menor
tamafo), cuya curva de distribucion de tamafios moleculares es bastante estrecha. En los
distintos cromatogramas puede observarse la aparicion de picos “no genuinos” a partir
de los 18 minutos de analisis. Este perfil de picos, reproducible en todos y cada uno de
los cromatogramas, es consecuencia de turbulencias debidas a la inyeccién de la
muestra en el sistema, que quedan registradas en el detector por indice de refraccion.
Los cromatogramas de exclusion por tamafio registrados en la Figura 1.8, no son una
medida exacta de los pesos moleculares de los copolimeros, sino una aproximacion de
la distribucion de pesos moleculares que se forman durante la reaccion de
copolimerizacion. Esto se debe a que para el calibrado de los pesos moleculares se
emplearon patrones de poliestireno, cuya estructura quimica es muy diferente a la de los
copolimeros sintetizados en este trabajo. Ademas, la incorporacion de grupos iénicos en
las cadenas macromoleculares puede provocar fendmenos de adsorcion o exclusion en
la fase estacionaria y por lo general, obliga a una conformacion extendida de las
cadenas formando estructuras tipo varilla, de distinto comportamiento hidrodinamico
que las estructuras adoptadas por sistemas no polielectroliticos. Por todo ello hay que

considerar estos pesos moleculares como aparentes.
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Fig. 1.8: Cromatogramas de exclusion por tamafio de los copolimeros HA'y DA
e Sistema DMAA-AMPS

Los cromatogramas obtenidos para el sistema DMAA-AMPS (Fig. 1.8)
muestran una distribucién de pesos moleculares mas homogénea. La formacion de una
distribucion bimodal de pesos moleculares se intuye en los gréaficos, pero la diferencia

entre poblaciones es menos acusada que en el sistema anterior.

3.1.3 Métodos térmicos

3.1.3.a Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

e Sistema HEMA-AMPS

Resulta muy dificil determinar la Ty de los copolimeros ricos en AMPS ya que
se observa la superposicion de esta pseudotransicion de primer orden, con una
endoterma que aparece inmediatamente después de la Ty Este pico aumenta a medida
que lo hace la concentracién de AMPS y puede ser indicativo de una reaccién de
degradacion, i.e. ciclacion de las unidades monoméricas. Los termogramas que se
representan en la Figura 1.9 confirman que el PAMPS comienza a degradar a 181°C,

una temperatura muy proxima a la de su T4 (175°C).
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HA30
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HA50
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HA70 Tg=150 °C
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T T T T
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Fig. 1.9: Graficos de DSC para el sistema HEMA-AMPS.
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Por lo tanto, se podria interpretar que para que se produzca la reaccion de
ciclacion es necesario que las cadenas tengan suficiente movilidad, lo que no sucede
hasta la transicion vitrea. El razonamiento anteriormente expuesto estd en buena
concordancia con los datos obtenidos por termogravimetria y desarrollados en el

siguiente apartado.

e Sistema DMAA-AMPS

En los termogramas obtenidos para los copolimeros DMAA:AMPS no se puede
distinguir la Ty Las diferencias en el calor especifico que se producen como
consecuencia de la Ty en la muestra son muy pequefias y la sensibilidad del aparato no

es suficiente como para distinguir dicha transicion.

e Sistema THEMA-AMPS

La Ty del homopolimero PTHEMA es de 42 °C, proxima a la fisioldgica,
resultando un valor muy conveniente para su aplicacion como recubrimiento de proétesis
vasculares. Los copolimeros sintetizados experimentan un progresivo aumento de su Ty
a medida que aumenta en sus cadenas macromoleculares el contenido de AMPS, siendo
en todos los casos inferior a 100 °C. Sin embargo, el valor de esta T, slo puede
relacionarse con la rigidez de los polimeros en estado seco y no en las condiciones de
aplicacion del mismo, es decir, en estado himedo. Los materiales estudiados presentan
un incremento de la hidrofilia y el hinchamiento a medida que se incrementa el
contenido de monomero iénico. Esto supone un mayor contenido de agua en la red
polimérica y la consencuente disminucion de la Ty en estado hidratado, debido al bien
conocido efecto de plastificacion que ejercen las moléculas de agua en las cadenas

macromoleculares.
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La rigidez de los copolimeros poli(THEMA-co-AMPS) depende de su
composicion media y las T4s obtenidas se ajustan a la ecuacion de Fox (Figura 1.10):

ELIRTYN TN
T Ty Te2| To2

siendo Tg1 Yy Ty las temperaturas de transicion vitreas de los homopolimeros del sistema

y T la temperatura de transicion vitrea del copolimero correspondiente.
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Figura 1.10: Variacion del inverso de la T4 en funcion de la fraccion en peso de
THEMA del sistema poli(THEMA-co-AMPS).

Segln esta ecuacién, la contribucion de las unidades monoméricas a la
flexibilidad de las cadenas es aditiva. Ambos monomeros no interaccionan
especificamente y contribuyen a los segmentos macromoleculares como componentes
aislados. Este hecho esta de acuerdo con la tendencia a formar bloques (que se
comentara en al Capitulo 2), donde las interacciones entre unidades adyacentes
(responsables de las desviaciones de la ecuacion de Fox) se minimizan debido a que las
diadas AMPS-AMPS y TH-TH son las mayoritarias (Ver Capitulo 2_relaciones de
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reactividad); el sistema se comporta desde el punto de vista térmico como una mezcla

de homopolimeros.

3.1.3.b Termogravimetria (TGA)

La degradacién térmica de las macromoléculas sigue por lo general dos tipos de

mecanismos que a menudo coexisten haciendo su interpretacion muy complicada:
1. Despolimerizacion por via radical u otros mecanismos

2. Reacciones de modificacion de polimeros portadores de grupos
funcionales laterales mediante la eliminacion de compuestos y formando
en la cadena nuevos grupos de estructura ciclica y en ocasiones,

entrecruzamientos.

Los termogramas obtenidos en este trabajo se realizaron en condiciones no
isotermas, a una velocidad de calentamiento de 10°C min™). En las Figuras 1.11, 1.12 y
1.13 representadas a continuacion, se muestran las derivadas de la pérdida de peso en
funcién de la temperatura. De esta forma se observan las variaciones de pendiente en las
curvas, y por tanto, se pueden distinguir mas facilmente los cambios en los mecanismos
de degradacion. Puesto que el mecanismo de degradacion de los sistemas HEMA.-
AMPS y THEMA-AMPS son muy parecidos, se discutiran conjuntamente para después
comentar el sistema DMAA-AMPS.

e Sistema HEMA-AMPS y THEMA-AMPS

El mecanismo de degradacion térmica de compuestos acrilicos y metacrilicos
(como el HEMA) es por lo general de tipo 1. A partir de una determinada temperatura el
polimero comienza a degradar mediante escisiones de la cadena principal. Sin embargo,

el PAMPS degrada segin el mecanismo 2 y fue estudiado por Aggour en

profundidad21-23. El proceso degradativo no implica la rotura aleatoria de la cadena
macromolecular, sino la formacién de nuevos grupos quimicos en la misma. En algunas

ocasiones, las causas de degradacion de los polimeros que contienen en su estructura



Capitulo 1: Sintesis y Caracterizacion de sistemas copoliméricos 42

grupos como -NH, -OH 6 -Cl hay que buscarlas en la reactividad de estos grupos, que
son eliminados de la cadena en forma de H,O, HCI, NHj, alcohol, etc. EI mecanismo de
degradacion del PAMPS se describe mediante tres etapas consecutivas. Una primera
pérdida de peso (181°C) correspondiente al desprendimiento de amoniaco tras la
reaccion de imidacion entre dos grupos amida adyacentes. Una segunda pérdida de peso
(218°C) debida a la degradacion los grupos sulfonicos y una tercera etapa de
degradacion (278°C) debida a la descomposicion del esqueleto polimérico y de las

imidas formadas durante la primera etapa de degradacion.

Los poli(HEMA-co-AMPS) son materiales sélidos blancos que durante su
degradacion térmica se vuelven en primera instancia amarillos y después funden y se
expanden mientras que velocidad de degradacién disminuye. La formacion de espumas
y expansion del material durante la degracion térmica es tipico de sistemas que liberan
moléculas volatiles durante su descomposicion. Las moléculas de HEMA y AMPS
pueden sufrir ciclaciones formando estructuras imida o anhidridos dependiendo de si se

produce entre dos moléculas AMPS o entre una HEMA y otra AMPS.
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Fig. 1.11: Primera derivada de los termogramas obtenidos por TGA para el sistema
HEMA-AMPS.
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La degradacion térmica del sistema THEMA-AMPS (Figura 1.12) es similar a la
del sistema HEMA-AMPS (Figura 1.11). En todos los copolimeros estudiados aparece
la etapa de ciclacion (140-210°C) correspondiente a la formacion de estructuras imida o
anhidrido entre dos mondmeros adyacentes. Al igual que en sistema HEMA-AMPS, el
perfil de degradacion corresponde aproximadamente, a la adicion de ambas
degradaciones lo que estd de acuerdo con la tendencia de estos copolimeros a la
homopolimerizacion consecutiva por la gran diferencia que existe en sus relaciones de

reactividad (ver Capitulo 2_relaciones de reactividad).

PTHEMA

THA90

THA80

N

THA70

THA60

PAMPS

\ ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ \
100 200 300 400 500

TEMPERATURA (°C)

Fig. 1.12: Primera derivada de los termogramas obtenidos por TGA para el sistema THA.

e Sistema DA

La degradacion térmica del PDMAA sigue un proceso de degradacion en bloque
por escision de la cadena principal a partir de los 330°C. La ausencia de hidrogenos
reactivos en el grupo amida que puedan reaccionar con unidades de AMPS adyacentes
hace imposible la degradacion de los poli(DMAA-co-AMPS) mediante un mecanismo
de tipo 2, cuando encontramos diadas del tipo AMPS-DMAA. Solo se producira

ciclacion de unidades monoméricas cuando existan dos unidades AMPS juntas, y por
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tanto a mayor concentracion de AMPS, mayor sera la poblacion de diadas AMPS-
AMPS contribuyendo a este mecanismo. Por esta razdn las composiciones ricas en
DMAA no presentan la etapa de ciclacion en su termograma (no se observa la aparicion
del correspondiente pico a 180 °C), como ocurre en el DA9O.

PDMAA

TEVFERATLRA(PQ)

Fig. 1.13: Primera derivada de los termogramas obtenidos por TGA para el sistema DA.
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1 INTRODUCCION

Las propiedades fisicoquimicas y el comportamiento biologico de los sistemas

poliméricos dependen de las caracteristicas microestructurales de las cadenas

sintetizadas durante el proceso de polimerizaciénl-6. La mayoria de las reacciones de
copolimerizacién siguen un perfil cinético que se ajusta al modelo modelo terminal. Se

trata del modelo de polimerizacion mas sencillo y fue descrito por Mayo y Lewis en

19447, En este capitulo se muestra la utilidad de la monitorizacién de reacciones de
polimerizacién por RMN-'H in situ para la determinacién de los dos pardmetros
cinéticos mas caracteristicos descritos por este modelo, denominados relaciones de

reactividad. Estas, proporcionan informacion clara acerca de la composicion media y de

la distribucién estadistica de secuencias de monémeros en el sistema copolimérico 8.9,

1.1 Modelo terminal de copolimerizacion

La copolimerizacion de dos monémeros My y My, produce dos tipos de especies
en propagacién, una con My al final de la cadena en propagacion y otra con M. El
modelo terminal de copolimerizacion asume que la reactividad de la especie en
propagacion depende Gnicamente de la unidad final que porta el centro activo y no de la

composicion de la cadena que le precede.

Considerando el caso de dos monémeros M; y M, , los dos tipos de especies en
propagacion seran M; y M,". Las reacciones de propagacion posibles seran:

M +M; —> My (21)

M +M, > M, (2.2)

*

My, +M; —> M,  (2.3)

* 2 *
M, +M, — My (24)
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Siendo kii, Ki2, ko1 y kop las constantes cinéticas de cada una de las reacciones de
propagacion. Se asume que el estado estacionario se alcanza rapidamente y la
concentracion de radicales permanece constante durante toda la reaccion. Esto supone,
que la velocidad a la que los radicales M1* se convierten en My* es igual que la
velocidad a la que My* se convierte en M;*, de tal forma, que el nimero de radicales
que se forman es igual al numero de radicales que se consumen. Por lo tanto, las

velocidades de reaccion (2.2) y (2.3) son iguales:
ko1 [M2 1[Mi] = kiz [M1][M] (2.5)
Las velocidades de desaparicion de los monomeros seran:

-d[M1]/dt = ki1 [M1 J[M1] + ko1 [M2 ][M4] (2.6)
- d[M,]/dt = kyo[M1 ][M2] + ka2 [M2 ][M2] (2.7)

donde se desprecia en buena aproximacién el monémero consumido en iniciacion . Y
dividiendo (2.5) entre (2.6), obtenemos:

d[M1]  ku[M1][M1] +k2[M 2 ][M1]

= - - (2.8)
d[M2] kiz[M1][M2]+k2o[M2"][M2]

La ecuacion anterior se puede reescribir introduciendo las relaciones de
reactividad de los monomeros, r1 = Kii/kio Y 12 = Kao/kz2, que expresan las reactividades

relativas de cada tipo de radical con su propio mondmero respecto del otro monémero:

diM,] _ [M;] nIM]+[M,]
dMz]  [M;] [M{]+1,[M,]

(2.9)

Esta es la ecuacion de composicion del copolimero o ecuacién de
copolimerizacién, que expresa la composicion instantanea del copolimero en funcion
de las relaciones de reactividad y de la concentracion de los mondmeros en la
alimentacion. La ecuacién de copolimerizacion puede expresarse también en funcion de

las fracciones molares, ya que la relacion dM:/dM; es la relacion Fi/F; o fraccion molar
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instantanea en el copolimero. Considerando que f; y f, son las fracciones molares de las

unidades monomeéricas, podemos llegar a la siguiente ecuacion:

F_RFR+F)

_ (2.10)
F, F((FR+nF)

La estimacion de las relaciones de reactividad en reacciones de copolimerizacion
radical es un area de gran interés tanto a nivel académico como industrial. Esto queda
reflejado en el gran nimero de articulos y publicaciones que describen y determinan

dichos parametros para diferentes sistemas copoliméricos.

1.2 Ecuacion diferencial de composicion

El punto de partida habitual para la estimacion de las relaciones de reactividad es
la ecuacion diferencial de composicidn, (Ecuaciones 2.9 y 2.10). El protocolo mas
utilizado en este caso consiste en la preparacién de copolimeros a baja conversion
cubriendo todo el rango de composiciones molares del sistema, de 0 a 1 (se acepta como
aproximacion que las cadenas formadas a cortos tiempos de reaccion cumplen la
ecuacion de copolimerizacion). Después de la determinacion de las fracciones molares
tanto en alimentacion como en el copolimero, se pueden aplicar distintos tratamientos

que ajusten estos datos a la ecuacién diferencial de copolimerizacion. A partir de parejas

f1/F1, los métodos clasicos de determinacién de las relaciones de reactividad/.10,11
utilizan diferentes linealizaciones de la ecuacién instantdnea de composicion, donde los
parametros ry y r» (relaciones de reactividad del sistema) son las dos Unicas incognitas y
son estimadas mediante la representacion grafica y el ajuste lineal por minimos
cuadrados a dicha ecuacién. Sin embargo, estas aproximaciones no son validas
estadisticamente hablando, ya que la variable independiente contiene errores, y la
dependiente no posee una varianza constante. Estas dos condiciones son necesarias para

llevar a cabo un ajuste lineal por minimos cuadrados. Como resultado O Driscoll y

Reilly12 entre otros, han demostrado que la linealizacion de la ecuacién de composicion
propuesta por Mayo-Lewis no es una aproximacion rigurosa y conduce, en ocasiones, a

graves errores con intervalos de confianza erréneos.
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Por lo tanto, la aplicacion de métodos no lineales es la aproximacion mas

correcta a la hora de estimar dichos parametros y fue propuesto por primera vez por

Behnken13. A pesar de tratarse de un proceso laborioso, se ha convertido en rutinario
con los avances informaticos de los Gltimos tiempos. Una extension del tratamiento no

lineal es el uso del modelo de “error-in-variables” (EVM), que evalta correctamente el
error en todas las variables. Fue propuesto por Van der Meer et al.14 y Patino-Leal et

al. 15, Este método estadistico tiene en cuenta el error cometido tanto en la variable
independiente como en la dependiente, es decir, tanto en la composicion en
alimentacion como la composicion en el copolimero respectivamente. Otra forma de

estimar valores de relaciones de reactividad mediante ajustes no lineales por minimos

cuadrados o por EVM, ha sido recientemente disefiado por Jenkins16.17 y esta basado

en una modificacion del esquema Q-e clasico.

1.3 Ecuacion inteqgrada

El protocolo de trabajo expuesto anteriormente y empleado por los métodos
clasicos, mediante el aislamiento de muestras a baja conversién, es tedioso y posee
errores y problemas intrinsecos ineludibles. En ocasiones se arrastran restos de
monomero residual y disolventes durante el aislamiento del polimero o se fraccionan las
muestras del copolimero. Ademas, el copolimero obtenido no corresponde al formado
instantdneamente con la composicién inicial en alimentacion, sino que se trata del
promedio de copolimeros formados hasta que la copolimerizacion se para a baja
conversion. A pesar de que esta aproximacion estd ampliamente aceptada, conlleva un
inevitable error y es especialmente acusado en el caso de parejas con muy diferentes
relaciones de reactividad, donde la composicion del copolimero es muy diferente de la
composicion en la alimentacion. La utilizacion de la ecuacion integrada no conlleva esta
limitacion y puede ser utilizada para conversiones mayores del 15-20%, ya que tiene en

cuenta la variacién de composicién12,18,

nr,-1

[M,] {[Mzol[mll}l—l{ (r, DM, 1M, -1, +1 }“‘”“‘“’ (2.11)
[Myp] [ [My]IM,] (=DM ]/ M) -1, -1

Su forma mas utilizada es la aproximacion de Skeist, desarrollada en 1946, que

relaciona la composicién del copolimero con la conversion.
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a s 4
1— M =l—|: fl i| |: f2 j| {(fl)o_é‘} (212)
My (f1)o ] [(f2)o fi-o

__h y = (1-nr) 5= d-r)
1-n) 1-n)A-ry) (2-1,-1)

siendo:

o= "2
(1-r,)

B

Mao y Huglinl9 entre otros, han propuesto nuevos métodos lineales y no
lineales para la estimacion de las relaciones de reactividad mediante la ecuacion
integrada. Los métodos lineales proporcionan buenas aproximaciones para algunos
casos, aunque fueron mas fiables a la hora de estimar estos pardmetros los métodos no

lineales.
En este capitulo se ha utilizado un ajuste no lineal por minimos cuadrados a la

solucion exacta de la ecuacion integrada de copolimerizacion (Ec.2.11) de datos de

composicion instantanea obtenidos por RMN-H in situ.

1.4 Analisis por RMN-H in situ

La determinacién de las relaciones de reactividad con pequefios intervalos de
confianza requiere técnicas analiticas sensibles, la cuidadosa planificacion de los

experimentos y el uso de métodos estadisticos de validacion.

La composicion del copolimero puede determinarse de dos formas:
indirectamente, midiendo la concentracion de los monémeros que no han reaccionado
y haciendo balances de materia para calcular la fraccion molar de monémeros en el
copolimero acumulado, o bien directamente, midiendo la composicion del copolimero
formado. En cualquiera de los dos casos es necesaria la separacion de mondémeros y
copolimero, ya que ambos poseen practicamente los mismos grupos funcionales. La
concentracion de mondémeros se mide por lo general mediante cromatografia de gases
(CG) o cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC). Por otro lado, la
determinacion de composicion en el copolimero (mediante espectroscopia de infrarrojo

(IR), ultravioleta (UV) o resonancia magnética nuclear (RMN) entre otras) es menos
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precisa por la complejidad de los espectros, pero es necesaria cuando existen reacciones

secundarias que consumen significativas cantidades de monomero.

Recientemente, varias escuelas han propuesto el uso de la espectroscopia de la
resonancia magnética nuclear, RMN, para el analisis directo del medio de reaccion de

diferentes sistemas de copolimerizacion. Ito y colaboradores han descrito el andlisis in

situ de reacciones de copolimerizacién radical por RMN20,21 y [levaron a cabo un
riguroso estudio de la cinética de reaccion, incluyendo la determinacion de las

relaciones de reactividad y la simulacion de la reaccién utilizando estos valores. Koole y

Kruft22 estudiaron la reaccion de copolimerizacién radical de nuevos ésteres

metacrilicos que contenian grupos yodobenzoilo con metacrilato de metilo y 2-

hidroxietilmetacrilato (HEMA). Mas recientemente, Mc Brierty y colaboradores23.24
han propuesto un interesante y elegante método basado en RMN-'H y FTIR para la
monitorizacién de la dindmica de curado de formulaciones acrilicas y vinilicas activadas
por radiacion UV. Los resultados obtenidos del analisis de los espectros de protén de
mezclas de HEMA, N-vinilpirrolidona y 4 0 5-t-butil-2-hidroxiciclohexilmetacrilato al
cabo de distintos tiempos de irradiacién permiten determinar la fraccion estos
componentes en funcion del grado de conversion. La comparacion de los datos
experimentales obtenidos por los espectros de RMN con la simulacion estadistica
asistida por ordenador a partir de los parametros Q-e fue excelente en todo el intervalo
de conversion, demostrando la validez del método para el estudio de sistemas de

polimerizacion complejos aungue existan reacciones de entrecruzamiento.

En este capitulo proponemos una simple y novedosa metodologia para la
estimacion de las relaciones de reactividad de los sistemas poli(HEMA-co-AMPS),
poli(DMAA-co-AMPS) y poli(THEMA-co-AMPS). EI método utiliza la solucion
integrada exacta de la ecuacién diferencial de copolimerizacion definida para el modelo
terminal, para ajustar directamente la evolucion de las concentraciones de mondémeros
obtenidas por analisis cuantitativo de RMN-'H. Si la reaccion se ajusta al modelo
terminal, un ajuste no lineal por minimos cuadrados nos da los valores 6ptimos de las
relaciones de reactividad. Se describen dos aproximaciones diferentes para obtener estos
parametros por este metodo. El proceso posee varias ventajas sobre el método estandar,

ya que al tratarse de una monitorizacién in situ, no es necesaria la manipulacion de la
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muestra, ni el aislamiento del copolimero y obtiene datos instantdneos de composicion
en el copolimero a partir del consumo del mondmero. Uno de los puntos mas polémicos
de este trabajo es la influencia del campo magnético sobre las propiedades Q-e del
sistema y por lo tanto sobre la reaccién de copolimerizacién29. Sin embargo, el trabajo
de Mc Brierty23.24 demuestra que esta influencia es muy pequefia. Ademas, la
concordancia entre las relaciones de reactividad obtenidas por este método y las
descritas en la literatura demuestran la validez del método. Esta metodologia podria

aplicarse con otras técnicas no invasivas, tales como FTIR.
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2 MATERIALES Y METODOS:

Reactivos

Los reactivos empleados en este capitulo han sido previamente detallados en el

Capitulo 1(Materiales y Métodos_Reactivos).
Copolimerizacién

La copolimerizacion HEMA-AMPS se llevo a cabo dentro de un equipo de
RMN utilizando D,O como disolvente, a 50 + 0,1°C y con persulfato aménico como
iniciador en concentracion 0,02 M. La disolucion fue desoxigenada burbujeando
nitrogeno durante 15 minutos. La concentracion total de monomero fue 0,30 M y la

fraccion molar de HEMA en la alimentacién 0,50.

Las reacciones de copolimerizacibn DMAA-AMPS se realizaron en D,0 a 40 +
0,1°C, utilizando persulfato amonico como iniciador (0,02 M) y una concentracién de
mondmero total de 0,30 M. Las fracciones molares de DMAA en alimentacion fueron
0,75,0,54y 0,33.

La determinacion de las relaciones de reactividad del sistema THEMA-AMPS
se llevo a cabo monitorizando la sintesis de los copolimeros en DMSO-dg, a 50 + 0,1 °C
y AIBN (1,5x10 M) como iniciador. La concentracién de monémeros fue 0,25 M y las
fracciones molares de THEMA 0,8y 0,6.

Con la intencion de comprobar la exactitud del método, se sintetizaron muestras
a baja conversion (< 5%) para los sistemas HEMA-AMPS y DMAA-AMPS, en las
mismas condiciones que las mencionadas anteriormente pero en H,O y en una estufa
termostatizada a la temperatura adecuada. Las fracciones molares en alimentacion
fueron Fuema 0,5y 0,2 ¥y Fpuwaa 0,75 y 0,2 respectivamente. Transcurrido un corto

tiempo de reaccion, los frascos se retiraron de la estufa y se precipitaron en un gran
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exceso de acetona, se redisolvieron en agua y liofilizaron durante 24h. Posteriormente

se caracterizaron por RMN-H.

Medidas de los tiempos de relajacion T

Con el fin de establecer un tiempo de espera entre adquisiciones adecuado para
las reacciones mas rapidas (DMAA-AMPS y HEMA-AMPS), se calcul6 el tiempo de
relajacion spin-red (T;) de los protones vinilicos, empleados en el célculo de las

concentraciones de los mondmeros.

T, se determind empleando una técnica de pulsos inversidn-recuperacion, en un
equipo Bruker 300. EI momento macroscopico M se hizo girar a lo largo del eje z, para
luego aplicar un segundo pulso de 90°. Si el tiempo entre pulsos (d;) es menor que Ty, la
componente z de magnetizacion no habra tenido tiempo para aumentar hasta el valor del
equilibrio Mo. Por lo tanto, midiendo M, a diferentes d; (en nuestro caso tomamos

valores entre 10 y 0,01 segundos), se puede llegar a determinar T;.

Anélisis por RMN-'H

Todos los experimentos se llevaron a cabo en un equipo Varian 400. Con el fin
de obtener datos cuantitativos, se utilizé una secuencia de pulsos de 7us, equivalentes a
un pulso de 90°. Se adquirié un espectro (un punto experimental) cada 60s para los
sistema HEMA-AMPS y DMAA-AMPS. El tiempo de espera entre espectro y espectro
resultd suficiente para permitir la total relajacion de los protones vinilicos, cuyos
tiempos de relajacion, Ty, nunca superaron los 1,5 s (el tiempo de espera entre pulsos
aconsejado, debe ser superior a cinco veces el tiempo de relajacion T,). Para el sistema
THEMA-AMPS se pudo aplicar un tiempo de espera entre espectro y espectro de 600s
(15 min), ya que la velocidad de copolimerizacion de este sistema copolimérico es
significativamente menor. En todas la reacciones la velocidad de giro del tubo fue de 7
Hz y cada espectro se obtuvo mediante una sola adquisicion, asegurando de esta forma
que los datos obtenidos correspondian a medidas instantdneas de
composicion/conversion y no a un promedio. La temperatura de las muestras se
mantuvo a 40 6 50 + 0,1°C con el controlador de temperatura automatico del equipo.

Dentro del tubo de RMN se introdujo un capilar de vidrio con una solucién de N,N-
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dimetilaminopiridina (DMAP, 10 % w/v) en D,O 6 DMSO-ds (dependiendo del
disolvente empleado en la reaccidn), que se utilizd6 como referencia. Las sefiales se
integraron utilizando el programa NUTS (2D Version 5.097). Las concentraciones

instantaneas en alimentacion se determinaron del siguiente modo:

Sistema HEMA-AMPS:
[HEMA]= Tt H2 (2.13)
2R
[AMPS]= Ath+hA (2.14)

3R

donde H; y H, corresponden a la contribucién de protones metilénicos asignados a
HEMA, A1, A, y Az son atribuidos a los protones acrilicos del AMPS y R a los picos de
referencia (DMAP). Las contribuciones los protones fueron normalizadas para
composiciones iniciales en alimentacion de [HEMA]=[AMPS]=0,15 mol/L. En la Fig.
2.1 se muestra la estructura quimica de los monémeros y en la Figura 2.2 los espectros

registrados a distintos tiempos de reaccion.

Sistema DMAA-AMPS:

D, + D,

[DMAA] = o=

(2.15)

_hA

[AMPS] (2.16)

donde D; y D, corresponden a las contribuciones de los protones metilénicos de la
DMAA (Figuras 2.1y 2.3). Los valores fueron normalizados utilizando la composicion
inicial en alimentacion.
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Sistema THEMA-AMPS:

[AMPS]I [(A1+A2 +-;2)_T1]+A3 (217)

[THEMA] =T, (2.18)
donde T1y T, corresponden a la contribucién de los protones metilénicos del THEMA

en la (Figuras 2.1 y 2.4). Como en los dos casos anteriores estos valores se

normalizaron respecto de la composicion inicial en alimentacion.
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3 RESULTADOSY DISCUSION

Las reacciones de copolimerizacién fueron monitorizadas por RMN-'H. En las
Figuras 2.2, 2.3 y 2.4 se muestran varios espectros de los sistemas HEMA-AMPS,
DMAA-AMPS y THEMA-AMPS a distintos tiempos de reaccion. En la Figura 2.1 se
muestra la asignacion de los protones empleados para la determinacion de las
concentraciones de los monomeros tal y como se especifico en la seccion de materiales

y métodos. La dimetilaminopiridina (DMAP) se utilizé como referencia para el analisis

cuantitativo.

Hi /CH3 D]_ D3

c—C c—C
H2 >:O D2 >:O
O\ N\
/
/CH2 HEMA H;C CHs DMAA
H,C
N\
OH

/
c=—C c=—C
T2 >:O Az —o0
o I—{N
CH; H3C — C—CHs
H,C
% H2C AMPS
THEMA SO3H
o)
OTCH?,
o)
CFs

Fig. 2.1: Estructura quimica de los mondmeros utilizados para la sintesis de
los correspondientes copolimeros junto con la nomenclatura de los protones

acrilicos y metacrilicos objeto de estudio.
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HEMA-AMPS (50:50)

DMAA-AMPS (75:25)
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Fig.2.2: Detalle de la region acrilica de espectros representativos de la reaccion
de copolimerizacion HEMA-AMPS con una fraccion molar inicial en
alimentacion de F(HEMA) = 0,50.
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ppm

Fig.2.3: Detalle de la region acrilica de espectros representativos de la reaccion
de copolimerizacion DMAA-AMPS con una fraccion molar inicial en
alimentacion de F(DMAA) = 0,75.
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t=300min M JUL LT
§ t=240min M J\J\L A
X
)
n )j
o t=180min M JJ“L
=
: MMA U
< .
E t=120min M J
T
|_
t=15min JJ JM ]
oA ArART, T A
7,75 7,25 6,75 6,25 5,75

Fig.2.4: Detalle de la region acrilica de espectros representativos de la reaccion
de copolimerizacion THEMA-AMPS con una fraccion molar inicial en
alimentacion de F(THEMA) = 0,80.

La variacion de la concentracion de mondémeros se relaciond con las relaciones de

reactividad utilizando la ecuacion integrada de copolimerizacion que describe el modelo

terminal 12,18 (Ecuacion 2.11).

Si [Mi)/[[M2] =X, [M2]=y,rn=ayr,=b

ab-1
j (1-a)(1-b)

vy, (ijlbb (1—b+(a—1)x

X, 1-b+ (a-1)x, (219)

ab-1
e (1-a)(1-b)

y=k x [1-b+(a-1)x] (2.20)
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donde k es una constante que incluye las condiciones iniciales de copolimerizaciéon. A
pesar de gque esta ecuacion es bien conocida en la literatura, el método mas utilizado

para analizar las composiciones en alimentacion y copolimero en funcién de la

conversion es el desarrollado por Skeist 26, el cuél utiliza composiciones promedio. En
nuestro caso, en cambio, hemos utilizado la solucion integrada exacta y los datos
experimentales x e y ([M2], [M1]/[Mz]) los obtuvimos del analisis in situ por RMN-H
de la reaccion de copolimerizacion. Hemos desarrollado dos aproximaciones para
estimar las relaciones de reactividad de sistemas que se ajustan al modelo terminal,

basados un ajuste no lineal por minimos cuadrados a las Ecuaciones 2.19 y 2.20.

Las Figuras 2.5 y 2.7 representan los datos experimentales obtenidos de varias
reacciones de copolimerizacion para los sistemas HEMA-AMPS y DMAA-AMPS
como ejemplo. La dispersion de los datos se atribuyo al error experimental de la RMN.
Existen fuentes de error que pueden alterar las medidas, como la preparacion de la
muestra, la integracion de las sefiales...etc. Por ello, la utilizacion de un Gnico punto
como condicion inicial (Xo, Yo) puede conducir a grandes errores en la estimacion de ry y
r, utilizando la Ecuacion 2.19. Para solventar este inconveniente se desarrollaron dos

metodologias.

3.1 Meétodo 1.

El error experimental se promedid utilizando k como tercer parametro en el
ajuste no lineal a la Ecuacion 2.20 en vez de Xo,Yo. La optimizacion por minimos
cuadrados proporcion6 los valores 6ptimos de ry, r, y k. Se aplicé este tratamiento a los
sistemas HEMA-AMPS y DMAA-AMPS, los cuales presentaron un comportamiento
muy diferente: mientras en el sistema DMAA-AMPS ambos monOmeros se consumen a
velocidades similares (relaciones de reactividad proximas a la unidad), en el sistema
HEMA-AMPS, HEMA se consume a mucha mayor velocidad, lo que se traduce en
relaciones de reactividad muy diferentes (rqema debe ser mayor que 1y rapps menor que
1).
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Figura 2.5: Concentracion molar de AMPS Figura 2.6: Diagrama de composicion

[AMPS] frente a la relacién
[HEMA]/[AMPS],
monitorizacién in situ por RMN-H de la

HEMA-

obtenido de la

reaccion de copolimerizacion

AMPS. F(HEMA) =0,50.

obtenido con las relaciones de reactividad
determinadas por el tratamiento propuesto
para el sistema HEMA-AMPS. La linea
gruesa corresponde a la region recorrida por
los datos experimentales. Los circulos
representan los datos obtenidos con los

experimentos a baja conversion.

Como consecuencia de esto, una buena eleccion de las condiciones iniciales de
reaccion para el sistema HEMA-AMPS permitié utilizar una Unica reaccion para
obtener relaciones de reactividad fiables. [AMPS] frente [HEMA]/[AMPS] es
representado en la Figura 2.5 para una fraccion molar en alimentacién inicial de 0,50.
La alta velocidad de reaccion del HEMA hace que [HEMA]/[AMPS] varie de 1 a 0,1,

mientras que [AMPS] disminuye ligeramente. El ajuste a la Ecuacion 2.20 dio unos

valores Optimos ryema=6,81 y ramps=0,116. Para estas relaciones de reactividad se

calcul6 el diagrama tedrico de composicién (Figura 2.6), donde se representd en tramo

grueso el rango de composiciones en alimentacion recorridas por la reaccion, el cuél fue

considerado suficiente para estimar de forma fiable estos parametros cinéticos. Los
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puntos experimentales obtenidos mediante las reacciones estandar a baja conversion

también estan representadas en la Figura 2.6 y estan en concordancia con el diagrama

reaccion 3 10
0,24 - R"2 = 0.97879
T r(DMAA) 1.13
0,22 4 ™ (AMPS) 0.35
1 0,8 -
0,20 4
0,18 — :Aazc eon = 0.99079 9
016 1 frvnbes E o061
_‘0,14— §_
g 0,12—. rReAazménlz 0.99157 i
< 0,10 - [(DMAA) 2.01 é 047
] (AMPS) 0.99 >
0,08 - @,
0,06—- 0,2
0,04- =
0,021
T T T T T T T T T T T T T 1 010 T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 20 25 3,0 0,0 0,2 0,4 0,6 [oX:] 1,0
[DMAAYAMPS] F(DMAA), alimentacion
obtenido.
Figura 2.7: Concentracion molar de AMPS Figura 2.8: Diagramas de composicion
[AMPS]frente a la relacién obtenidos con las relaciones de reactividad
[DMAAJ/[AMPS] a partir de la determinadas por el tratamiento propuesto
monitorizacién in situ por RMN-'H de las para el sistema DMAA-AMPS. Las lineas
reacciones de copolimerizacion DMAA- gruesas corresponden a las regiones
AMPS con una composicion molar en recorridas por los datos experimentales.

alimentacion de F(DMAA)=0,74; 0,54 y
0,33  (experimentos 1, 2 'y 3

respectivamente).

En el caso del sistema de copolimerizacion DMAA-AMPS, a altas conversiones,
es decir, cuando se alcanza el limite de deteccion de la técnica de RMN, la relacion
M1/M; ha sufrido una variacion relativamente pequefia, lo que se traduce en un pequefio
rango de puntos en el diagrama f/F. La reaccion de copolimerizacion continla en
cualquier caso recorriendo el resto de composiciones del diagrama pero por debajo del
limite de deteccién. Para solucionar este inconveniente se decidid emplear sucesivos
experimentos que solapasen cortos rangos de [M1]/[M.], es decir, empezar una reaccién
donde termino la anterior. La Figura 2.7 representa la concentracion molar de AMPS
([AMPS]) frente [DMAA]/[AMPS] para tres reacciones. El ajuste de cada una de las
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reacciones por separado conduce a las relaciones de reactividad rpmas=2,01
ramps=0,99, romaa=2,29 ramps=0,59 y romaa=1,13 rampes=0,35 respectivamente. En la
Figura 2.8 se representan los correspondientes diagramas de composicion, donde los
tramos gruesos resaltan, de nuevo, el rango de composiciones recorrido por las
reacciones. Existe una notable discordancia entre las tres curvas atribuido al error

asociado al uso de datos en cortas regiones de composicion.
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Figura 2.9: Concentracion molar corregida Figura 2.10: Diagrama de composicion
de AMPS [AMPS] frente a la relacion
[DMAAJ/[AMPS] obtenido mediante el

tratamiento propuesto en el texto.

obtenido con las relaciones de reactividad
determinadas por el tratamiento propuesto
para el sistema DMAA-AMPS. La lineas
punteadas corresponden a los diagramas de
la Figura 2.8 y los circulos representan los
datos obtenidos con los experimentos a baja

conversion.

Para solucionar este problema se aplicaron unos factores de desplazamiento de
las curvas p1 = [AMPS],juste2/[AMPS]ajuster = 8,649 para [DMAA]/[AMPS] = 1,156 (la
relacion [M;]/[M.] final e inicial para el primer y segundo experimento respectivamente)
y P2 = 30,763 = p1 x [AMPS]4justes! [AMPS]ajuste2 para [DMAA]/[AMPS] de 0,45 y siendo
[AMPS]sisi el valor tedrico obtenido por la Ecuacién 2.20 en cada caso. Debido a que xo e
Yo han sido parametrizados y x depende de la relacion [Mi]/[M2] y no de valores

absolutos de concentracion M; y M,, podemos crear estos parametros de desplazamiento
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que compatibilizan matematicamente los datos de las tres reacciones. Multiplicando los
datos de los experimentos 2 y 3 por 1/p;1 y 1/p, respectivamente, obtenemos una
representacion del siguiente tipo (Figura 2.9) la cual se ajusta a la ecuacion 2.20 y

obteniendo datos de relaciones de reactividad rpmaa=1,50 ramps=0,40.

Ademas de la considerable disminucion del error de la regresion no lineal, el diagrama
teorico de composicion obtenido con estos valores (Figura 2.10) presenta una
considerable concordancia con los diagramas anteriores (Figura 2.8) ya que se ajusta a
la reaccion 1 a altas concentraciones de DMAA (altas composiciones iniciales de
DMAA en alimentacion), mientras que a intermedias y bajas concentraciones de
DMAA se ajusta a las reacciones 2 y 3 respectivamente. Estos resultados resaltan la
gran importancia de utilizar datos que cubran todo el rango de composiciones. En la

literatura se describen valores de relaciones de reactividad para este sistema de

romaa=1,03 y rames=0,5327, aunque estos autores utilizaron muestras a relativamente
alta conversidn, por lo que posiblemente el error asociado a este hecho es el responsable
de que obtengan valores de r mas préximos a la unidad, que los valores obtenidos en
nuestro laboratorio. Existe, de nuevo, una buena concordancia con los puntos

experimentales obtenidos a baja conversion.

3.1.1 Caélculo de las elipses de confianza

De cara a valorar el error experimental de los datos , se hallaron las dimensiones

de la elipse de confianza generada a partir del método descrito por Box y colaboradores

(95% de confianza)28 y el cual se resume a continuacion. Se representaron en la Figura

2.11, para los sistemas estudiados por el Método 1.

Si tenemos un modelo biparamétrico (por ejemplo, nuestra ecuacién integrada
exacta que incluye dos parametros ry y ry) y n puntos experimentales, la suma de las
diferencias cuadraticas entre los valores experimentales yex, Y aquellos dados por el

modelo y;, para cualquier pareja de ry y r, se define como S:

S = i[yi ~ Yexp ]2 (ec. 2.21)
i=1
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F(HEMA)

8,04
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7,0
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6,0
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1,55
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-

r(DMAA)

1,454

0,10

. . . . . . . .
0,11 0,12 0,13 0,14 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
r(AMPS) 1(AMPS)

Fig.2.11: Elipses de confianza (o = 95%) de las relaciones de reactividad estimadas

mediante el Método 1.

Cada pareja r1/r2 daré lugar a un valor de S (méas grande 0 mas pequefio). La

estimacién de ry y r, por el método de ajuste por minimos cuadrados se lleva a cabo

mediante la minimizacion de S (es decir, se estiman aquellos r; y r, que dan lugar a la

Smin). Este método se puede utilizar con sistemas con parametros lineales y en buena

aproximacion con sistemas de pardmetros no lineales (como es nuestro caso).

Una caracteristica de S (suma de las diferencias cuadraticas) es que aquellos

valores de r1 y r, (en nuestro caso) que dan lugar a un mismo valor de S (mas 0 menos

alejado de Smin), se representan en el espacio paramétrico (r; frente a r, en nuestro caso,

0 viceversa) como una elipse o elipsoide. Asi, una region de confianza 1-a para ry y rp,

viene definido por un valor de S que se aleja de Spin Segun la expresion probabilistica:

(ec. 2.22)

S=SR{1+ Fa(p,n—p)}:A

valor de S que se corresponde con una elipse en el espacio r;-r, (la elipse de confianza),

siendo “Sg” la suma de los cuadrados de los residuales para los r; y r, estimados por el
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método de minimos cuadrados (es decir, Sg €S Smin), ““F,”” el valor de distribucion F con
“a”” % de confianza, “p” el nimero de pardmetros y “‘n-p”” los grados de libertad (para
n puntos experimentales). Una elipse del 90% de confianza, por ejemplo, tiene el mismo
significado que el del intervalo de confianza del 90%: si repetimos la experimentacion
muchas veces, el 90% de la region de confianza incluira el valor verdadero ri/r, y un
10% no. Por otra parte, la estimacion de errores (para un modelo de dos parametros) de
un ajuste por minimos cuadrados (lineal o no lineal), cuyos parametros dependen unos
de otros, debe realizarse mediante elipses de confianza (o regiones) y no con los
intervalos de confianza comunmente utilizados. Esto se debe a que podrian existir
valores que entran dentro de los intervalos de confianza de cada uno de los parametros
por separado, pero no en la elipse de confianza que relaciona ambos errores. De esta

forma se podrian dar por buenos valores que no lo son.

En nuestro ejemplo concreto, una vez estimados r; y r, (por medio de un ajuste
no lineal de minimos cuadrados) y conocidos Sg, n, p y Fa para un intervalo de
confianza dado (1-«), calculamos A en la ecuacion anterior y la elipse vendra dada por

la expresion:
SV n) ~ Voo [ = A (ec. 2.23)
i=1

Debido a la complejidad de nuestro modelo, para determinar los puntos de la

elipse hemos definido una funcién f(x) = A- Z donde r; es x.

x=0 | f(x) para un valor de “b”

Con la ayuda del software Mathsoft hemos calculado las parejas de puntos ri/r,
(ri/x) que hacen f(x)=0 mediante la representacion grafica de f(x) para diferentes
valores de r;. Para los valores de r; que definen la elipse, encontramos dos x (r,) que
hacen f(x)=0 (corte del eje x). De esta manera se obtuvieron los puntos que generaran la
elipse de confianza.
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3.2 Meétodo 2.

Mayo y Lewis en 1944 desarrollaron un método para determinar gréficamente
las relaciones de reactividad en el caso de sistemas obtenidos a alta conversion
utilizando la ecuacién integrada de copolimerizacion. EI método puede resumirse del
siguiente modo: partiendo de la ecuacidn 2.11 y tras una reorganizacion de términos se
llega a la expresion 2.24.

_p[Ml]
9 " - p[['\hﬂﬂfo]l

[, = _p[[l\|<|/lzlo]] (2.24) siendo p=i:2 (2.25)
0 5% v
Myl

Se lleva a cabo una reaccion a alta conversion y se determinan las
concentraciones de los mondmeros tanto al principio ([Mig]) como al final de la reaccion
([Mi]). Se eligen arbitrariamente valores positivos 0 negativos de p mediante ensayo y
error, con el fin de obtener puntos en la region significativa, y se sustituyen en la
ecuacion 2.24, conduciéndonos a diferentes valores de r,. El valor de r; se calcula
sustituyendo en la ecuacién 2.25. Se representa r, vs. r; obteniendo para cada
experimento una linea recta de pendiente positiva que aumenta a medida que aumenta
[M1]/[M2]. Por ello se necesitan dos 0 mas experimentos para estimar las relaciones de
reactividad del sistema ya que el punto de interseccidn de las rectas indicarian el valor

Optimo para este sistema.

Nuestro Método 2 es, en definitiva, una variacion del método de Mayo y Lewis.
Aplicando la ecuacion 2.19 y tomando distintos valores de Xo,Yo, €s decir considerando

distintos puntos experimentales x;y; como puntos iniciales de la reaccion del sistema
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objeto de estudio, ajustamos por minimos cuadrados el conjunto de puntos
experimentales a la ecuacion 2.19. De esta manera, obtenemos valores de ry y r, (Figura
2.13) para cada uno de los ajustes. Los datos presentan una particular tendencia lineal,
que al igual que en el modelo de Mayo-Lewis, posee pendiente positiva que aumenta al
aumentar [M;]/[M.]. El error experimental asociado a cada Xo,Yo, hace que los valores de
ri.r, se desplacen a lo largo de una linea recta para cada serie de datos obtenida con
cada una de las reacciones. Esto se debe a que las relaciones de reactividad que se
ajustan a cada grupo de puntos experimentales estan altamente relacionadas. En la
Figura 2.12 se representan el conjunto diagramas de composicion obtenidos para las
reacciones llevadas a cabo con el sistema DMAA-AMPS, considerando distintos puntos
experimentales X, y; COMO X, Yo. Por otro lado, la familia de diagramas de composicién
gue cruzan un punto de F/f coman (lo que es una simplificacidn de nuestro caso) queda

descrito por una linea recta en funcion de ry y ro.

El punto de corte de las lineas representadas en la Figura 2.13 deberia estar muy
cerca del valor de las relaciones de reactividad verdadero, independientemente del error
introducido por xo,yo. Si la técnica experimental y el desarrollo tedrico fueran
completamente perfectos, las rectas de los tres experimentos poseerian un Gnico punto
de interseccion comun y no delimitarian una region de puntos. Es decir, a mejor disefio

del experimento, menor es la region ri-r, éptima.

La gran diferencia entre el Método 2 y aquel descrito por Mayo-Lewis para
polimeros sintetizados a alta conversion es que ellos determinaban r; y r, mediante
iteraciones, con un solo dato de composicion inicial y final. Sin embargo, mediante el
Método 2, r; y r, se obtienen de la monitorizacion de las reacciones de
copolimerizacién y multitud de datos de composicién (no menos de 10). EI método de
Mayo-Lewis utiliza datos de composicion puntuales y el Método 2 obtiene datos de

composicidn instantanea en todo el rango de conversiones monitorizadas.

La ventaja del Método 2 sobre el Método 1 es que no necesita la existencia de
puntos comunes de composicion en las distintas reacciones, lo que se traduce en una
mayor versatilidad a la hora de planear los experimentos. Por ello, este tratamiento se

aplico al sistema DMAA-AMPS con el fin de comparar los resultados obtenidos por
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métodos diferentes y al sistema THEMA-AMPS ya que presentaba pocos puntos

comunes de composicion en los experimentos complicando el desarrollo del Método 1.

SISTEMA DMAA-AMPS

o
@
I
o
@
o
@
I

o
)
1
o
)
1
o
Y
I

o
’S
1

f(DMAA), copolimero
f(DMAA), copolimero
s

f(DMAA), copolimero
£

o
9
h
o
N
o
N
!

T 0.0 T T

0.0 T T 0, T T T
1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
F(DMAA), alimentacién F(DMAA), alimentacion

F(DMAA), dimentacién

Figura 2.12: Diagramas de composicion correspondientes a los diferentes ajustes llevados a
cabo con los puntos experimentales de las reacciones 1 (a), 2 (b) y 3 (¢), siguiendo el protocolo

de trabajo del Método 2.

1,2 H

104 reaccion 1

08 reaccion 2

0,6 4

{AMPS)

04

7 reaccion 3
0,2 1

0,04

02411+
00 05 10 15 20 25 30 35 40

r(DMAA)

Fig.2.13: rawmps VS 'omaa Obtenido por el Método 2.

En la Figura 2.13 se muestra el diagrama riy, r, correspondiente al sistema
DMAA-AMPS obtenido segin el Método 2. Cada punto que constituye las rectas
corresponde a los valores de las relaciones de reactividad calculados para cada una de
las reacciones. La region que definen la interseccion de las tres rectas corresponde a los
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valores de ry, r, Optimos (entre los que se encuentra el valor calculado por el Método 1:
romaa = 1,50; ramps = 0,40).

SISTEMA THEMA-AMPS

Las relaciones de reactividad de este sistema se calcularon por el Metodo 2
partiendo de fracciones molares de THEMA de 0,6 y 0,8 obteniéndose rryema= 4,54 y
rampes =0,32, tal y como puede observarse en la Figura 2.14 (el punto de interseccion

corresponde al valor de ry y r, Optimo).

reaccion 1

2,0+ reaccion 2

4 6 8 10 12

Figura 2.14: Relaciones de reactividad optimas para el sistema THEMA-AMPS calculadas
mediante el Método 2.
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4 EVOLUCION DE LA COPOLIMERIZACION CON LA
CONVERSION

A través de los valores obtenidos de relaciones de reactividad podemos estimar
tedricamente la evolucion, con la fraccion inicial en alimentacion y con la conversion,
de diferentes parametros como las fracciones molares promedio e instantanea en el
copolimero, la distribucion de secuencias monoméricas en las cadenas
macromoleculares, la longitud media de dichas secuencias, etc. Para ello, ha de

emplearse alguna de las formas integradas de la ecuacion de copolimerizacion, siendo la
mas cominmente utilizada la aproximacion de Skeist26. Sin embargo, nosotros hemos
desarrollado un algoritmo29 que nos permite usar la solucidén exacta de la ecuacion
diferencial de copolimerizacién/ para predecir la evolucién de los parametros
anteriormente mencionados con la conversién. De esta forma evitamos el uso de
aproximaciones. El desarrollo detallado de este algoritmo se encuentra al final de esta

memoria (Apéndice), en el que se describe el funcionamiento del programa y la

construccion de diagramas tridimensionales.

La finalidad de este apartado es el estudio de la evolucion de diferentes
parametros caracteristicos de las reacciones de copolimerizacion con la conversion, en
base a las relaciones de reactividad calculadas anteriormente (Tabla 2.1), empleando

para ello distintas representaciones gréaficas.

SISTEMA r rs

Poli(HEMA-co-AMPS) | 6,81 | 0,12
Poli(THEMA-co-AMPS) | 4,54 | 0,32
Poli(DMAA-co-AMPS) | 1,50 | 0,40

Tabla 2.1: Relaciones de reactividad estimadas por RMN-'H in situ de los

sistemas copoliméricos objeto de estudio.
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1,0
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E THEMA-AMPS
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S 04+
o
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HEMA-AMPS
0,0 FK———F—+—— —
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

F alimentacién

Figura 2.15: Diagrama de composicion de los tres sistemas copoliméricos
estudiados: (--) poli(HEMA-co-AMPS), (--) poli(THEMA-co-AMPS) y (--)
poli(DMAA-co-AMPS)

El comportamiento de la mayoria de los sistemas copoliméricos se encuentra
entre una copolimerizacion ideal (r; x r, = 1) y una copolimerizacion alternante (r; = r;
= 0). A medida que r; x r, disminuye desde la unidad hasta cero, aumenta la tendencia a
la copolimerizacion alternante. Se alcanza una situacion especial cuando uno de los
monomeros posee una relacion de reactividad mucho mayor que el otro. En el caso que
r,>>1yr,<<1, ambos tipos de especies en propagacion adicionan preferentemente el

monomero M;, existiendo una tendencia a la homopolimerizacion consecutiva de los

dos monomeros. Es decir, M; tiende a homopolimerizar hasta que es consumido en gran

parte y entonces M, tiende a homopolimerizar a continuacion.

Los tres sistemas estudiados presentan un comportamiento de copolimerizacion
muy diferente, como reflejan las relaciones de reactividad calculadas. Estas varian
desde valores proximos a la unidad para ambos monomeros, como en el sistema
DMAA-AMPS (rpmaa = 1,50, rames = 0,40), hasta valores muy diferentes, como en el
HEMA-AMPS (rhema = 6,81, rames =0,12), mientras que el sistema THEMA-AMPS
toma valores intermedios entre uno y otro (rrpema = 4,54, rames =0,32). La notable
diferencia en las reacciones de copolimerizacion queda reflejada en los diagramas de
composicion (Figura 2.15) que representan, de acuerdo a las relaciones de reactividad,

las fracciones molares instantaneas en el copolimero para una composicién dada en
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alimentacion. Por ejemplo, la polimerizacion de una mezcla equimolecular de
monomeros (Faimenacion = 0,5), conduce inicialmente a la formacion de cadenas
macromoleculares con un contenido molar en AMPS de 0,12, 0,20 y 0,36 para los
sistemas HEMA-AMPS, THEMA-AMPS y DMAA-AMPS respectivamente. Como
puede verse en la Figura 2.15, se producira una progresiva disminucion en la
composicion en alimentacion del monémero mas reactivo (HEMA, THEMA o DMAA).
Los graficos tridimensionales representados en las Figuras 2.16 l1la, 1b y 1c
proporcionan informacion mas clara acerca de la variacion instantanea de las fracciones
molares de HEMA, THEMA o DMAA en las cadenas de copolimero en funcion de la
conversion y la fraccibn molar en alimentacion. Estas figuras ilustran el distinto
comportamiento de los sistemas durante la copolimerizacion y en ella se ha
representado la fraccidn instantdnea en el copolimero del monémero mas reactivo
(HEMA, THEMA o DMAA) en funcion de la fraccion inicial en alimentacion y de la

conversion. Las lineas rojas, en todos los graficos, representan las reacciones de

copolimerizacion utilizadas para la preparacion de los copolimeros a conversion total
(Capitulo 1-Tablas 1.1, 1.2 y 1.3).

Debido a que el sistema THEMA-AMPS presenta unas relaciones de reactividad
intermedias y por ello un comportamiento de copolimerizacion intermedio entre los
otros dos sistemas, se compararan los sistemas de comportamiento extremo para

después comentar las reacciones de copolimerizacion del sistema THEMA-AMPS.

A pesar de ser AMPS el monomero menos reactivo en los tres sistemas
copoliméricos, su incorporacion en las cadenas macromoleculares es bastante diferente.
Mientras HEMA se incorpora con gran preferencia frente a AMPS (Figuras 2.16-1a) en
el sistema HEMA-AMPS, DMAA lo hace a una velocidad ligeramente superior en el
sistema DMAA-AMPS (Figuras 2.16-1c). Esto se debe a que la diferencia en las
relaciones de reactividad de los mondémeros es mucho mayor en el primer sistema.
HEMA se consume inicialmente a mucha mayor velocidad que AMPS y por tanto, en
los diagramas tridimensionales podemos diferenciar dos regiones bien definidas, con
una transicion aguda entre ellas. La primera region corresponde a la formacion de
macromoléculas ricas en HEMA (a bajas conversiones), mientras que la segunda region
corresponde a la formacion de macromoléculas ricas en unidades de AMPS (a altas

conversiones). Entre una y otra etapa se forman pocas macromoléculas de composicion



Capitulo 2: Estimacion delas relaciones de reactividad por RMN-"H 77

intermedia. Es decir, una vez que se consume la mayor parte de HEMA, AMPS empieza
a reaccionar formandose cadenas poliméricas con largas secuencias de AMPS, que
corresponderia al plateau inferior de la Figura 2.16-1a. En cambio, el sistema DMAA-
AMPS copolimeriza de forma mas homogénea hasta muy altas conversiones donde se
forman cadenas ricas en AMPS, tal y como se observa en la parte izquierda de la Figura
2.16-1c. Entre uno y otro comportamiento encontramos el sistema THEMA-AMPS el
cual presenta unos diagramas tridimensionales similares a los del HEMA-AMPS
(Figuras 2.16-1b), aunque su transicion entre la region rica en el mondmero mas
reactivo y el menos reactivo es menos aguda. Por lo tanto, se forman més cadenas de
composicion intermedia, aunque se sigue apreciando cierta tendencia a la
homopolimerizacion consecutiva. 'Y se diferencian dos etapas durantes la
copolimerizacién, consumiéndose preferentemente en primer lugar el monémero mas
reactivo, para después consumirse preferentemente el menos reactivo, formandose

algunas cadenas de composicion intermedia entre una y otra etapa.

En definitiva, tal y como se explico anteriormente la tendencia a la
homopolimerizacion consecutiva aumenta al aumentar la diferencia entre los valores de
las relaciones de reactividad. De esta forma, se obtendran poblaciones de cadenas
macromoleculares mas heterogéneas cuanto mas difieran estos parametros entre si. Esto

queda claramente reflejado en las Figuras 2.16-2, donde la longitud media de las

secuencias centradas en el monémero mas reactivo se representa en funcion de a

fraccion inicial en alimentacién y la conversién. Las mesetas o plateaus superiores son
artefactos del programa que representan las secuencias superiores a 20 unidades. HEMA
forma largas secuencias en los primeros estadios de la reaccion, mientras que las
reacciones con DMAA no llegan a formar estas largas secuencias salvo a fracciones en
alimentacion de DMAA muy elevadas. Por otra parte, se forman largas secuencias de
unidades AMPS en los ultimos estadios de la reaccién, una vez consumido el
monomero mas reactivo. El area de los plateaus superiores (HEMA-AMPS > THEMA-
AMPS > DMAA-AMPS) esta relacionado con la existencias de largas secuencias y es
de nuevo indicativo de la diferente heterogeneidad microestructural de las cadenas

macromoleculares.
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Figura 2.16: Evolucion de la fraccién molar instantanea en el copolimero (1) y longitud media

de secuencias (2) de HEMA (a), THEMA (b) o DMAA (c) con la fraccibn molar en
alimentacion y con la conversion.



Capitulo 2: Estimacion delas relaciones de reactividad por RMN-'H 79

En conclusion, se han descrito dos nuevas y sencillas metodologias para analizar
reacciones de copolimerizacion radical siguiendo la disminucion de las concentraciones
de los monémeros. Este protocolo utiliza el andlisis cuantitativo por espectroscopia de
RMN-'H in situ de la desaparicion de los picos de los monémeros durante la
copolimerizacion para determinar las relaciones de reactividad y asociarlo a la forma
integrada de la ecuacion de copolimerizacion. Los métodos se aplicaron para los
sistemas HEMA-AMPS, THEMA-AMPS y DMAA-AMPS. Sus relaciones de
reactividad indican que HEMA-AMPS y THEMA-AMPS en menor medida, presentan
una tendencia a la homopolimerizacion consecutiva y con ello a la formacion de dos o
mas poblaciones de macromoléculas claramente diferenciadas. Sin embargo, el sistema
DMAA-AMPS, cuyas relaciones de reactividad se acercan mas a la unidad, da lugar a

una copolimerizacion mucho mas homogénea. .
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1 INTRODUCCION

Cuando dos o mas monomeros de diferente estructura quimica polimerizan se
forman, por lo general, copolimeros quimicamente heterogéneos en vez de
homopolimeros homogéneos, considerando no sélo el peso molecular y la distribucion
de pesos moleculares, sino también la composicion quimica y estructural y la
distribucion de las unidades comonomeéricas a lo largo de la cadena macromolecular.
Dependiendo de la reactividad de los monomeros, la composicion en alimentacion y la
conversion, se obtienen macromoléculas que difieren significativamente en
composicion y en ocasiones, en compatibilidad, Ilegando a formar en caso extremo
mezclas poliméricas. Como ya se comento en el capitulo anterior, la reactividad relativa
de radicales y monomeros viene descrita por las relaciones de reactividad del sistema.
Unicamente se obtienen copolimeros homogéneos (composiciones idénticas tanto en
alimentacién como en el copolimero) en el punto azeotrépico de copolimerizaciones
azeotrdpicas o en el caso de copolimeros que sigan estrictamente un comportamiento de
copolimerizacion al azar donde r; = r, = 1. Por lo general, la composicidn instantanea
del copolimero difiere de la de la mezcla, causando una disminucion en la concentracién
del monémero mas reactivo. De esta forma se obtienen copolimeros heterogéneos, ya
que la mezcla de reaccidn varia progresivamente con la conversion. La descripcion de
estos copolimeros ha de hacerse en base a su distribucion de pesos moleculares y

composicion quimica.

La distribucion de composiciones quimicas de copolimeros al azar proporciona
gran informacion acerca de las cadenas poliméricas: distribucion de secuencias,
heterogeneidad instantanea y heterogeneidad en funcidn de la conversion entre otras.
Esta funcion de distribucion puede obtenerse bien a través de calculos tedricos basados
en algln modelo de copolimerizacion, bien via técnicas de separacion. Aparte de las
predicciones teodricas se ha mostrado muy poco interés en el desarrollo vy

perfeccionamiento de las técnicas de separacion respecto a la composicion quimica. La

distribucién de secuencias en los copolimeros pueden realizarse por estudios de RMN1,
pero obtener espectros de alta resolucion y la asignacion inequivoca de bandas puede

resultar muy complicado. Por lo tanto, parece evidente la necesidad de utilizar alguna
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técnica de separacion para el estudio de la distribucion de composicién quimica a lo
largo del copolimero y con ello, el estudio de la heterogeneidad en la distribucion de

carga en el caso de cadenas polielectroliticas. Por ejemplo, el analisis por cromatografia

de liquidos de alta resolucion (HPLC) ha sido descrita en la literatura 2 con este

propasito.

La técnica cromatografica mas empleada en la caracterizacion de polimeros es la
cromatografia de exclusion por tamafios (SEC), la cual nos proporciona informacion
acerca de la masa molecular promedio y su distribucién (Ver Figura 1.8). Sin embargo,
la caracterizacion de polielectrolitos por SEC es muy problematica ya que este tipo de
polimeros son principalmente solubles en medios acuosos y suelen producir efectos de
exclusion y adsorcién en la fase estacionaria, ademas, los efectos de agregacion de los
analitos pueden interferir en la determinacion de la masa molecular. Por otro lado, no
proporciona informacion acerca de la distribucion de composicion quimica, ya que esta
técnica separa las macromoléculas en base a su volumen hidrodinamico, que es funcién
de la composicion quimica y de la longitud de cadena, por lo que es capaz de dar
informacidn acerca del peso molecular medio y de la polidispersidad del sistema, pero

no es capaz de separar muestras de similar peso molecular y diferente composicion.

La electroforesis capilar (EC) constituye una nueva herramienta para el analisis
y caracterizacion de sistemas copoliméricos cargados ya que aprovecha la diferencia de
velocidad desarrollada por los distintos analitos polielectroliticos sometidos a la accion
de un campo eléctrico en el proceso de separacion. Por lo tanto, la mayor ventaja que
posee esta técnica es la posibilidad obtener cierto analisis quimico de los polimeros
como parte del proceso de separacion. Ademas, proporciona elevadas eficacias (10°-10°
platos tedricos por metro de columna) con minima difusion (perfil del flujo del tampdn
plano) en pequefios intervalos de tiempo (normalmente inferior a 30 minutos). Requiere
muy poca cantidad de muestra (1-10 microlitros) y es capaz de detectar en continuo. En
el caso del andlisis de polimeros, las medidas de movilidad electroforética pueden
proporcionar informacion del peso molecular, densidad de carga, hidrofobicidad e

interacciones no covalentes.
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A pesar de existir un pequefio nimero de publicaciones sobre el analisis de
copolimeros sintéticos por electroforesis capilar, se han utilizado distintas modalidades
para el analisis de la distribucién de la composicidn quimica, entre los que cabe destacar
la isotacoforesis (CITP) con la que Whitlock y colaboradores analizaron también el

sistema HEMA-AMPS3, el anélisis por electroforesis capilar frontal (FACCE) utilizado

por Staggemeier y colaboradores? en el estudio del sistema acrilamida-AMPS ¢ la

electroforesis capilar con redes poliméricas (CGE) que permiten la separacion de los

polimeros en funcién de su peso molecular®. Nuestro grupo de trabajo ha empleado con
anterioridad la electrocromatografia cinética micelar (MEKC) para el estudio del
sistema copolimérico neutro  poli(HEMA-co-vinilipirrolidona) obteniendo la

elucidacién de diferentes especies copoliméricas con distinta composicion en funcion de

su hidrofobicidad®. El grado de interaccién con el SDS del tampén y por tanto, la
movilidad electroforética de las macromoléculas, dependieron del contenido en el

mondmero mas hidréfobo, es decir, del contenido en HEMA.

Aunqgue la MEKC fue disefiada para separar compuestos no cargados’, puede
utilizarse también para la separacidn de sustancias con carga incorporando interacciones
de tipo hidréfobo e interacciones ionicas entre el analito y las micelas. De esta forma se
consigue mejorar sensiblemente la selectividad, haciéndola ideal para la caracterizacion

de copolimeros idnicos/no-idnicos.

El objetivo de este capitulo es el empleo de esta modalidad de EC para el estudio
de las reacciones de copolimerizarion radical de los sistemas polielectroliticos
poli(HEMA-co-AMPS) y poli(DMAA-co-AMPS). Fueron elegidos por tratarse de los
sistemas de comportamiento mas diferente (el sistema poli(THEMA-co-AMPS) posee
un comportamiento intermedio entre uno y otro sistema). Para ello, se llevé a cabo un
estudio exhaustivo del proceso de polimerizacion y la estimaciéon de distribucion de
composicion quimica de los copolimeros. También se determind la influencia del medio
de reaccion en la formacion de especies de bajo peso molecular durante la reaccion de

copolimerizacion.
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2 EUNDAMENTOS DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis capilar es una técnica de separacion basada en la diferente
movilidad de las sustancias bajo la accion de un campo eléctrico. Combina el poder de
separacion de la electroforesis convencional con el apoyo instrumental propio de la
cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC). La separacion de las sustancias se
lleva a cabo en el interior de un tubo capilar, normalmente de silice fundida, cuyas
dimensiones oscilan entre 10-100 cm de longitud y 25-100 um de didmetro interno,
lleno de una solucién tampén. Una fuente de alimentacion de corriente continua
suministra una elevada diferencia de potencial (5-30 kV) y gracias a la conductividad
eléctrica del tampdn se origina una corriente eléctrica entre los extremos del tubo. Cada
sustancia introducida en el capilar se desplaza por su interior a una velocidad que
depende de su carga eléctrica global, su estructura, la viscosidad del medio y la

diferencia de potencial aplicado, que son los principales responsables de la separacion.

Existen distintas modalidades de electroforesis capilar, las cuales se diferencian
fundamentalmente en la naturaleza del contenido del tubo capilar. De las siguientes
modalidades se detallaran en profundidad los fundamentos de separacién de la
electroforesis en zona libre, por ser la més utilizada, y de la electrocromatografia
cinética micelar, por ser la modalidad empleada en este trabajo.

e Electroforesis en zona libre: en este caso el capilar contiene Unicamente un
medio tamponado. La movilidad del analito depende fundamentalmente de la
relacion carga/masa.

e Electrocromatografia cinética micelar (MEKC): se afiade al medio tamponado
un tensioactivo en concentracion superior a la concentracion micelar critica, se
forman micelas y al efecto carga/masa hay que afiadir las interacciones soluto-
micela. En este caso existe una semejanza notable con la cromatografia puesto
que la micela podria considerarse como una fase pseudoestacionaria que se
mueve, de tal manera que esta modalidad tiene capacidad para separar también

sustancias no cargadas eléctricamente.
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e Electroforesis capilar en gel: El capilar esta relleno de un gel o solucién de
polimero hidrofilico. En este caso, la propiedad del soluto que determina su
movilidad es el tamafio molecular. De este manera pueden separarse polimeros
de similar relacion carga/masa en funcion de su tamafio molecular.

e Isoelectroenfoque: La separacion se produce en funcién de los puntos
isoeléctricos (pl) de los solutos. Al medio se le afiade una mezcla de anfolitos
en una gama de pHs que comprendan los pl de la mezcla a separar y se aplica
un campo eléctrico. Cada soluto se mueve hasta encontrar la zona de pH igual a
su pl, donde su carga global se anula y deja de moverse.

e Electrocromatografia: El capilar tiene un relleno parecido al empleado en
HPLC, pero el desplazamiento del tampon, que actta de fase movil, se efectia
mediante la aplicacion de una diferencia de potencial entre los extremos del
capilar.

e |sotacoforesis: La muestra se inyecta entre un tampén (denominado frontal)
cuya movilidad es superior a la del componente mas rapido de dicha muestra y
otro tampon (denominado terminal) cuya movilidad es inferior a la del
componente mas lento de la muestra. Al aplicar la diferencia de potencial las

sustancias que componen la muestra se separan en zonas entre ambos tampones.

2.1 Eaquipo de electroforesis capilar

Las partes fundamentales que componen un equipo de electroforesis capilar son

las siguientes (Figura 3.1):

1. Una fuente de alta tensién, que permite establecer diferencias de potencial de
varias decenas de kilovoltios (normalmente de hasta 30 kV con una corriente
eléctrica maxima del orden de 200 pA) entre los extremos del capilar.

2. Una columna capilar, normalmente de silice fundida. Como en
cromatografia, ésta es la parte fundamental del equipo puesto que en su
interior se produce la separacion.

3. Dos recipientes que contienen generalmente el mismo tampon que el capilar,
que permiten establecer la diferencia de potencial entre los extremos del

tubo. Para la inyeccidn se sustituye uno de estos recipientes por otro que
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contenga la muestra a analizar y se aplica presion, vacio o una pequefia
diferencia de potencial, con lo que se introduce en el capilar una banda de
muestra (casi siempre de anchura inferior a 10 mm)

4. Dos electrodos con los que se establece el contacto eléctrico entre el capilar
y los recipientes llenos de tampdn de separacion, y la fuente de tension.

5. Un detector, de funcién idéntica a los utilizados para cromatografia. La
deteccion suele hacerse en columna, es decir, en un punto del mismo capilar

de separacion.

Catodo

Fig. 3.1: Esquema bésico del equipo empleado en electroforesis capilar en zona libre.

2.2 Electroforesis capilar en zona libre (CZE)

La primera modalidad de electroforesis capilar fue desarrollada por Jorgenson y
Lukacs y sigue siendo la més utilizada. En el interior del capilar sélo se encuentra el
tampon donde se llevard a cabo el analisis. Los componentes de la muestra, una vez
inyectada seran separados en funcién de su relacion carga/masa. Entre sus ventajas cabe
destacar la posibilidad de separar simultineamente sustancias con carga positiva y
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negativa, siempre que el flujo electroosmdtico sea lo bastante elevado como para

arrastrar ambos tipos de iones.

Las sustancias, una vez inyectadas en el capilar, se ven sometidas a la fuerza

originada por el campo eléctrico aplicado, F.
V
F.=q—
e =40 L

siendo q la carga de la sustancia, V la diferencia de potencial aplicada y L la longitud del
capilar. F¢ es proporcional al campo eléctrico aplicado (E = V/L) y la carga propia de la
sustancia, que depende principalmente del pH del tampdn de separacion. A esta fuerza
se opone otra de origen viscoso debida al rozamiento, F,, cuyo valor, suponiendo que
las sustancias se comporten como particulas esféricas, viene dado por la ecuacion de
Stokes

F =6znryv,
donde rp es el radio de la particula, 7 es la viscosidad del medio y 1 es la velocidad con
que dicha particula se desplaza. EI movimiento rectilineo uniforme de las particulas se
debe a que, tras un primer momento, las fuerzas Fe y F; se igualan. La velocidad de
migracion vendra dada por

Ve = q E
67nr,

La expresion g/6znry es lo que se denomina movilidad electroforética, e, que
depende de parametros especificos de cada particula y del tampon de separacion
(directamente a través de la viscosidad o mediante su influencia sobre q y rp). La
importancia de este parametro se debe a que es el que gobierna la selectividad del
sistema de separacion a través de la relacion qg/r,, que debe ser diferente para las

sustancias que se desean separar.

El otro desplazamiento al que estan sometidas las moléculas de soluto, la
movilidad electroosmoética, e, €std asociado al movimiento global del tampon de
separacion en el interior del capilar, que es el resultado de la interaccion entre los
grupos con carga negativa del capilar y los contraiones del tampdn que, bajo la accién
del campo eléctrico, se desplazan hacia el polo negativo, arrastrando el agua de

solvatacion asociada. La observacion macroscépica es un movimiento global del
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tampdn en el interior del capilar. El valor de 1, puede calcularse mediante la siguiente

expresion
Heo = £ W(X)
n

donde y es la constante dieléctrica del medio y w(x) es la diferencia de potencial
eléctrico generada entre la pared del capilar y el tampon a la distancia x de la pared.

Este parametro es el que controla el valor del flujo electroosmaético.

El tiempo de migracion, t,, que una sustancia requiere para recorrer una
distancia | desde la entrada del capilar al punto de deteccién puede determinarse
mediante:

N B
(#eo + 1)E

Por lo tanto, cuanto mayor sea el campo eléctrico aplicado menor sera el tiempo
de migracion de las sustancias, es decir, mas rapido sera el analisis. Las sustancias que
se separan en la misma direccion que el flujo electroosmoético (cationes) tendran
tiempos de migracion menores, mientras que los que lo hacen en contra (aniones)
permaneceran mas tiempo dentro del capilar si el valor de la movilidad electroosmoética
es mayor que el de la electroforética. Las sustancias cuya movilidad electroforética sea
mayor y de sentido contrario a la movilidad electroosmotica permaneceran en el capilar
un tiempo infinito. Las sustancias sin carga se desplazan solidariamente con el flujo

electroosmotico.
Las principales limitaciones de la técnica son:

1. Bajareproducibilidad y baja sensibilidad a la concentracion.

2. Tendencia a la adsorcion de los analitos sobre la pared del capilar.

3. Falta de selectividad para sustancias con distinto peso molecular pero
igual relacion carga/masa.

4. No permite la separacion entre sustancias neutras.
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2.3 Electrocromatografia cinética micelar (MEKCQC)

La electrocromatografia cinética micelar es una modalidad de electroforesis

capilar que fue disefiada en un principio para la separacién de sustancias neutras,
aungue también puede ser utilizada para analizar sustancias cargadas. En este apartado
se explicara el comportamiento de las sustancias neutras en contacto con las micelas por
ser el méas sencillo. A todas las interacciones descritas a continuacion habra que
afiadirles las interacciones de tipo i6nico entre el analito y las micelas, las cuales

mejoran sensiblemente la selectividad.

La MEKC (Figura 3.2) incorpora un detergente en el tampon de separacién en
una concentracion superior a su concentracion micelar critica. Las micelas formadas
actian como una pseudofase estacionaria que se desplaza a lo largo del capilar. Los
analitos sin carga interaccionan con la micela por hidrofobicidad y sus movilidades
electroforéticas se modifican de acuerdo con sus solubilidades en la micela. Cada

sustancia interacciona con la micela en funcién de su coeficiente de reparto especifico,

obteniéndose de esta manera una movilidad especifica que permite su separacion.

Fig. 3.2: Esquema basico de los fendmenos que tienen lugar en el interior de un capilar de
electrocromatografia micelar. (S) soluto, (i) movilidad de la micela, (L) Movilidad global,

(ureo) movilidad del flujo electroosmadtico.
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El comportamiento de tres sustancias neutras que interaccionan de forma

diferente con las micelas seria:

1. Un compuesto N que no interacciona con las micelas y cuyo tiempo de
migracion corresponderia al del flujo electroosmotico (ty = to).

2. Un compuesto T que interacciona irreversiblemente con la micela y que tendra el
mismo tiempo de migracion que ella, (tr = tyc)

3. Un compuesto S (Figura 3.2) que interacciona parcialmente con la micela, cuyo
tiempo de migracion dependera del coeficiente de reparto del compuesto entre el
tampon y la micela, en cuyo caso ty < ts < tnc. A la diferencia de los tiempos tp,-
to se le denomina ventana de separacion y es el intervalo de tiempo en el que

todas las sustancias neutras pueden aparecer en el electroforegrama.

Esta técnica puede realizarse con micelas de distinto tipo, bien sean anionicas,
catidnicas, zwiterionicas o neutras. También puede actuarse sobre la selectividad a
través de la influencia de otros parametros tales como aditivos organicos, temperatura

de separacion, etc.

Las sustancias a separar se reparten entre la micela y el tampén de la misma
manera que en cromatografia entre la fase estacionaria y la fase movil. El factor de
retencién (coeficiente de reparto) de una sustancia en MEKC queda definido como:

nmc
kMECK =
N

donde npc es el nimero de moléculas de soluto en la fase micelar y n; es el nimero de

moléculas de soluto en el tampon.

Por ultimo, sefialar que los mayores inconvenientes de esta técnica son la mayor
complejidad del tampdn de separacion y la existencia de una ventana de separacion, en

cuyo intervalo (tn-to) deben ser separadas todas las sustancias neutras.
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3 MATERIALES Y METODOS:

3.1 Reactivos y muestras

Reactivos y polimeros

Todos los reactivos y polimeros utilizados para la realizacion de este capitulo
fueron detallados en el Capitulo 1. Las tablas 3.1 y 3.2 detallan la nomenclatura de los
materiales y la fraccion molar de uno de sus componentes, antes y después de ser
sometidos a dialisis en agua destilada durante 48 horas, para eliminar la presencia de
especies de bajo peso molecular y monémero residual que no haya sido eliminado por
precipitacion. Para ello se utilizaron membranas de celulosa regenerada de corte por
peso molecular de 3500 Daltons (Slide-A-Lyzer® Dialisis Cassette, PIERCE). Las

composiciones de los copolimeros de determinaron por RMN-H.

PHEMA |HA90 |[HA70 | HA50 | HA30 | HA10 | PAMPS
THEMA alimentacién 1 0,9 | 0,70 | 0,50 | 0,30 | 0,10 0
FHEMA copolimero 1 0,89 | 0,67 | 0,47 | 0,27 | 0,10 0
FHEMA cop_dial 1 0,92 | 080 | 0,67 | 0,51 | 0,23 0

Tabla 3.1: Composiciones molares de HEMA en los copolimeros poli(HEMA-
co-AMPS) tanto en alimentacion (fuema alimentacion), COMO en el copolimero antes
y después de ser dializados (Fremacopolimero Y Fremacop-diai r€Spectivamente).
Halladas mediante RMN-'H a 300 MHz.

PDMAA | DA90 | DA70| DAS50 | DA30 | DA10 |[PAMPS
foMAA alimentacion 1 0,9 | 0,70 | 0,50 | 0,30 | 0,10 0
FomAA copolimero 1 0,89 | 0,73 | 0,52 | 0,31 | 0,09 0
FpmAA cop_dial 1 0,89 | 0,75 | 0,57 | 0,39 | 0,16 0

Tabla 3.2: Composiciones molares de DMAA tanto en alimentacion (fpmaa
alimentacion) €OMO en el copolimero en los copolimeros del sistema DMAA-
AMPS sintetizados, antes y después de ser dializados (Fomaacopolimero Y

Fomaacop-dial réspectivamente), halladas mediante RMN-'H a 300 MHz.
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Cinéticas de polimerizacion

Se llevaron a cabo distintas cinéticas de polimerizacion en las mismas
condiciones que las descritas en el Capitulo 1. De cada uno de los reactores se
extrajeron muestras del medio de reaccion (0,5 mL) con una jeringuilla, para evitar la
oxigenacion del medio, a diferentes tiempos. La reaccion se par6 instantaneamente con
una solucion de hidroquinona (20 uL; 0,375 M) e introduciendo los viales en un bafio
de hielo. Las muestras se almacenaron en un congelador a —20°C hasta su andlisis por
electroforesis capilar. Las muestras se diluyeron 1:10 antes de ser inyectadas en la

columna capilar.

3.2 Analisis por MEKC

Todas las muestras fueron analizadas por electrocromatografia cinética micelar
(MEKC) en un equipo Beckman System 5500 (P/ACE) con detector UV (A = 200 nm),
con inyector automatico, una columna capilar de silice fundida (Composite Metal
Services) de 37 c¢cm de longitud y un didmetro interno de 50 um. La ventana de
deteccion se fijo a 30 cm del punto de inyeccion. La temperatura externa del capilar se
mantuvo a 25 °C, la inyeccién se llevd a cabo en el anodo por presién de nitrégeno
durante 5 segundos (0,5 psi) y la separacion mediante un voltaje (V) de 10 kV. Los
datos se recogieron y analizaron con la ayuda de un software “System Gold”
proporcionado por Beckman. Las medidas de composicion se realizaron en un aparato
Beckman System 5000 (P/ACE) equipado con un detector UV de fila de diodos. Se
empled la relacion de absorbancias 200/220 nm para cuantificar la composicion del
copolimero. EIl capilar se lavo después de cada inyeccion con agua (1 minuto) y el

tampon correspondiente (1 minuto).

Tampones

Todas las soluciones tampon se prepararon con agua ultrapura, purificada con
un sistema Milli-Q (Millipore Corporation). Se utilizaron ademas tetraborato sodico,
acido bérico, dodecilsulfato sédico (SDS) y acetonitrilo, todos ellos de Sigma, en la

preparacion de los tampones.
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La separacion de especies en el sistema poli(HEMA-co-AMPS) se consiguio en
tampon 100mM é&cido borico / tetraborato sédico a pH 9, con 80 mM SDS. El sistema
poli(DMAA-co-AMPS) se analiz6 en tampon 100mM &cido bdrico / tetraborato sodico
a pH 9, con 100 mM SDS, al que se le afiadio 5 % (v/v) acetonitrilo como modificador

organico.
Microcones

Una solucién dializada de HA50 fue centrifugada a través de un microcone de
celulosa regenerada de corte por peso molecular de 10000 Da (Microcone YM10,

Millipore Corporation). Tanto la fraccion filtrada como la retenida por la membrana se

recogieron y procesaron en las mismas condiciones que las mencionadas anteriormente.

3.3 Analisis conductimétrico

Se realizaron medidas de intensidad de corriente eléctrica de las muestras
extraidas durante la cinética de reaccion HEMA-AMPS (50:50). El capilar se
acondicion6 con un lavado exhaustivo con agua antes de cada medida. Seguidamente se
rellend con la muestra a analizar y se aplico una diferencia de potencial de 10 kV entre
dos viales que contenian la misma muestra. Pasado un tiempo de espera de 3 minutos
para asegurar la estabilidad de la medida, se registré el valor de intensidad de corriente
eléctrica.
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4 RESULTADOSY DISCUSION:

Se llevd a cabo el anélisis de los sistemas copoliméricos, poli(DMAA-co-
AMPS) y poli(HEMA-co-AMPS), por MEKC. Sus estructuras quimicas se encuentran

detalladas en la Figura 3.3.

S0 =S PO O S
/\

§H SOzH SO3H
poli(HEMA-co-AMPS) poli(DMAA-co-AMPS)

Fig. 3.3: Estructura quimica de los sistemas copoliméricos.

Como ya ha sido comentado, existen notables diferencias en la hidrofilia de los
tres monomeros gque constituyen los sistemas: DMAA es mas polar que HEMA (a pesar
de que los dos mondmeros son hidrosolubles, los correspondientes homopolimeros
presentan un comportamiento diferente: el poli-DMAA es soluble en agua mientras que
el poli-HEMA no lo es). Por otro lado, el AMPS es un acido fuerte que se encuentra
ionizado en todo el rango de pH del estudio. Ademas de estas diferencias de polaridad,
los dos sistemas presentan un comportamiento en copolimerizacion muy diferente,

como ya se comento en el Capitulo 2 en base a las relaciones de reactividad calculadas.

4.1 Cinéticas de copolimerizacion analizadas por MEKC

Se llevaron a cabo varios experimentos para estudiar la evolucién de dos
reacciones de copolimerizacion utilizadas como referencia, con una fraccién molar en
alimentacion inicial de 0,5. Se extrajeron alicuotas a tiempos de reaccion adecuados y se
analizaron por MEKC. Los dos métodos de separacién por MEKC utilizados en este
trabajo se desarrollaron en nuestro laboratorio probando distintos voltajes de separacién

y medios tamponados hasta la correcta optimizacion de las condiciones experimentales.
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HEMA-AMPS \ DMAA-AMPS __

Fig. 3.4: Diagramas tridimensionales de la variacion relativa de la fraccion molar instantanea de
HEMA o DMAA en el copolimero en funcion de la fraccién molar inicial en alimentacion y el
grado de conversion. La linea continua representa el curso de una reaccion equimolecular de
monomeros para cada uno de los sistemas. Las lineas a trazos corresponden a los tiempos de
reaccion de los electroforegramas representados en las Figuras 3.6 y 3.7 (conversion 0,18 170
minutos; conversion 0,74 _ 10 horas; conversion 0,84_13 horas y conversion 0,98 24 horas para
el sistema HEMA-AMPS; conversion 0_10 minutos; conversion 0,10_30 minutos; conversion
0,50_50 minutos y conversion 0,94 _ 240 minutos para el sistema DMAA-AMPS).

Con el fin de hacer méas sencilla la interpretacion de los datos obtenidos, la
Figura 3.4 se muestra la variacion de las fracciones molares instantaneas en el
copolimero en funcion de la fraccion molar en alimentacién y la conversion para los dos
sistemas objeto de estudio. En estos grafico tridimensionales, se destaca en rojo la
evolucion de una reaccién equimolecular de monémeros para cada uno de los sistemas.
Las lineas de trazos azules muestran las conversiones de algunas de las muestras
analizadas durante el estudio, que coinciden con los electroforegramas representados en

las figuras 3.5y 3.6.
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Fig. 3.5: Electroforegramas de muestras de la reaccion de copolimerizacion DA5O0 a distintos
tiempos de reaccion. (1) monémero DMAA, (2) mondémero AMPS, (*) hidroquinona, (3) region

del copolimero, ampliada en la parte derecha de la Figura.

El andlisis por MEKC nos permite monitorizar el consumo de
monomeros en la copolimerizacion y por tanto, la conversion. El pico 1 corresponde al
monomero DMAA en la Figura 3.5 y al monémero HEMA en la Figura 3.6, y el pico 2
corresponde al AMPS en ambas. El pico designado con un asterisco corresponde a la
hidroquinona, la cual se empled simultaneamente como inhibidor de radicales y como

patrén interno.
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Fig. 3.6: Electroforegramas MEKC de muestras de la reaccion de copolimerizacion HA50 a
distintos tiempos de reaccion. (1) monémero HEMA, (2) monémero AMPS, (*) hidroquinona,

(3) regidn del copolimero ampliada en la zona inferior de la Figura.
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La variacion del area de los picos 1y 2 frente al tiempo queda resumida en las
Figuras 3.7 y 3.8, de las que pueden extraerse estimaciones cinéticas basicas: el sistema
HEMA-AMPS alcanza altas conversiones después de transcurridas aproximadamente
29 horas mientras que el sistema copolimérico DMAA-AMPS lo hace después 6 horas
de reaccion (Figura 3.8). En cualquier caso, la informacién obtenida en las Figuras 3.7 y

3.8 seré de gran utilidad a la hora de discutir el mecanismo de polimerzacion.

En el caso de la copolimerizacion del sistema HEMA-AMPS (Figura 3.6), las
cadenas macromoleculares formadas en los primeros estadios de la reaccién, de menor
tiempo de analisis, es decir, de menor carga anionica, estan formadas principalmente
por HEMA y corresponden en la Figura 3.4-izquierda al plateau superior del gréafico.
Los picos que se forman después del consumo de casi todo el HEMA (plateau inferior
del gréfico), de mayor tiempo de migracién (mayor carga anidnica) estan
principalmente constituidos por unidades AMPS. Estos datos estan de acuerdo con el
consumo de mondmeros presentado en la Figura 3.7, donde el monémero HEMA se
consume casi en su totalidad aproximadamente a las 10 horas y media de reaccion (75
% de conversion), coincidiendo con la tapa de inflexion entre el plateau superior e
inferior de la Figura 3.4-izquierda. La formacion de varios picos a altas conversiones se

discutira posteriormente.

100
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Fig. 3.7: Consumo de monomeros en funcién del tiempo de reaccion para el
sistema HEMA-AMPS
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Fig. 3.8: Consumo de mondémeros en funcion del tiempo de reacciéon para el
sistema DMAA-AMPS

Por otra parte, las superficies tridimensionales de la Figura 3.4 predicen una
copolimerizacion relativamente homogénea para la reaccion DMAA-AMPS vy la
formacion de dos especies en el caso de HEMA-AMPS (especies ricas en HEMA y en
AMPS respectivamente). Los electroforegramas de la reaccion DMAA-AMPS
presentan un Unico pico ancho durante casi todo el transcurso de la reaccion (Figura 3.5)
y la aparicion, en un caso, de un pico pequefio a mayores tiempos de analisis
(probablemente debida a especies con una alta carga negativa) en los ultimos estadios
de la reaccion que corresponderia a la formacion de especies copoliméricas ricas en

AMPS, coincidiendo con los datos de consumo de monémeros de la Figura 3.8.

4.2 Analisis conductimétrico

En un trabajo anterior, Cifuentes y col. demostraron la utilidad de la electroforesis

capilar para determinar la concentracién micelar critica de detergentes idnicos mediante

el estudio de la variacion de la conductividad con la concentracién del detergente9.
Este tipo de experimento permite la obtencion de informacion utilizando un
volumen de muestra minimo y de una forma limpia y rapida. Continuando con esta idea,

medimos la conductividad del medio de reaccion durante el proceso de polimerizacion
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para el sistema mas heterogéneo (HEMA-AMPS), lo que deberia proporcionar
informacidn acerca del mecanismo de polimerizacidn de este sistema polielectrolitico.

Los resultados experimentales se representan en la Figura 3.9.

165 +
155 +

145 +

135 +
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115 T T T T T T 1
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Fig. 3.9: Corriente eléctrica en funcion del tiempo de reaccién para el
sistema copolimérico HEMA-AMPS.

La disminucion inicial de la intensidad de corriente esta relacionada con la
formacion de copolimeros ricos en HEMA que incorporan pocas unidades de AMPS
(Etapa I). Esta variacion en la conductividad se debe a que el AMPS presenta un valor
de la conductividad eléctrica, (o), diferente en su forma monomérica que cuando esta
unido a un copolimero rico en HEMA. En la Etapa Il, la intensidad de corriente se
mantiene practicamente constante debido a que basicamente se forman especies muy
ricas en AMPS. El punto de inflexion (paso de Etapa | a Etapa Il) coincide con el
consumo de la mayor parte de HEMA en la Figura 3.7. Por lo tanto, estos experimentos
nos proporcionan una valiosa corroboracién acerca del mecanismo de polimerizacion

heterogénea que se predijo tedricamente en la Figura 3.4-izquierda.
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4.3 Influencia del peso molecular y la composicion

El peso molecular juega un papel importante en la separacion de especies ionicas
por MEKC, ya que los moléculas son separadas segun su relacién carga/masa y su
hidrofobicidad. En el caso de polimeros que poseen alta densidad de carga,
uniformemente repartida, como en el caso de moléculas de ADN o del
poliestirensulfonato, la separacion electroforética de las cadenas de bajo peso molecular

puede llevarse a cabo por CZE, unicamente cuando el tamafio molecular no excede de

unos cuantos miles de Daltons[Stellwagen, 1997 #312]10. Para tamafios moleculares
superiores, la relacion carga/masa se hace constante siendo imposible la separacion. En
el caso de especies no cargadas y MEKC, la longitud de cadena también juega un papel
importante en la separacién ya que la hidrofobicidad (y como consecuencia la movilidad

electroforética de los analitos) cambia con el peso molecular.

Para determinar la influencia de la regién de bajo peso molecular de estos
compuestos, las muestras fueron dializadas utilizando una membrana de corte por peso
molecular de 3500 Daltons. Los experimentos de RMN-'H, antes y después de la
dialisis (Tablas 3.1y 3.2), demuestran la presencia de fracciones de bajo peso molecular
en ambos casos. La Tablas 3.1 y 3.2 muestran el enriquecimiento de los copolimeros en
HEMA o DMAA despues de la diélisis, lo cual estd de acuerdo con la pérdida de
cadenas ricas en AMPS durante el proceso. Este fendmeno es mas acusado para el
sistema HEMA-AMPS, el cual presenta una pérdida de AMPS en todo el rango de
composiciones mientras que el DMAA-AMPS presenta una pérdida significativa de

AMPS para composiciones altas en este monémero.

Con el fin de ayudar a la elucidacién de la region rica en AMPS en el caso del
copolimeros HEMA-AMPS, una muestra de HA50 se dializ6 y centrifugo a través de un

microcone de corte por peso molecular de 10000 Da.
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Fig. 3.10: Electroforegramas MEKC del copolimero HA50 no purificado (A), dializado
a través de una membrana de corte por peso molecular de 3500 Da (B) y de esta Gltima
muestra centrifugada con centricones de corte por peso molécular de 10000 Da (filtrado
(C) y retenido (D))

La Figura 3.10, muestra los electroforegramas del copolimero HA50 a alta
conversion no tratado y las tres fracciones obtenidas por el tratamiento anterior (<3500,
>3500<10000 y >10000). Como puede observarse, el HA50 original (Figura 3.10A) da
lugar al electroforegrama Figura 3.10B después de ser dializado, donde los picos
correspondientes a los mondmeros y oligdbmeros cortos (t, < 8 minutos) son eliminados.
Esta muestra dializada se centrifuga a través de un microcone de 10000 Da de corte por
peso molecular. El filtrado, de peso molecular entre 10000 y 3500, da lugar al
electroforegrama Figura 3.10C, donde aparece la fraccion rica en AMPS (mayores
tiempos de migracion). En la fraccion retenida, con peso molecular mayor a 10000 Da
(Figura 3.10D), aparecen los copolimeros ricos en HEMA. Por lo tanto, aunque la
didlisis (3500 cut-off) del copolimero no varia demasiado el aspecto del
electroforegrama, la centrifugacion a través del microcone (10000 cut-off) da lugar a

dos fracciones muy diferentes. Ademas, la aparicion de especies de bajo peso molecular
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parece estar relacionado con altos contenidos en AMPS, mientras que los mayores
tamarfios moleculares lo estan con el contenido en HEMA.

La formacion de macromoléculas de cadena corta en composiciones ricas en
AMPS se debe a la utilizacién de isopropanol como co-solvente en la reaccion de

copolimerizacion radical. Este co-solvente fue elegido por un lado por su baja toxicidad,

ya que ha sido clasificado por la FDA como clase 3 (menor toxicidad)ll y es

comunmente utilizado en preparaciones farmaceuticas y en formulaciones de algunos

productos del hogarl2.13, Por otro lado, se ha escogido este disolvente por el interés
biomédico de los copolimeros, los cuales se pretenden eliminar a traves del rifidn una

vez ejercida su funcion, Para ello, seria necesario conseguir un peso molecular inferior

al limite glomerular, el cual se encuentra alrededor de 30000-40000 Dal4. Una de las
formas mas comunes de obtener polimeros sintéticos con pesos moleculares

relativamente bajos, es la utilizacion de disolventes con una alta constante de

transferencia, como el isopropanol13. EI AMPS, ademas, presenta baja reactividad en
copolimerizacion radical no solo por su naturaleza acrilamida, sino también por poseer
un grupo lateral ionizado que le hace poco reactivo en medios de reaccion polares
debido a la repulsién electrostatica. Por otro lado, la transferencia al isopropanol debe
aumentar al aumentar el nimero de radicales terminados en AMPS, (asi como con la
conversion, ya que se incrementarian las restricciones de difusion de dichas especies
cargadas en medios polares). EI aumento de la relacion de transferencia debido a altas
concentraciones de radicales terminados en AMPS, se produce en los ultimos estadios
de la reaccion o cuando la fraccion molar inicial de AMPS es alta para el sistema
DMAA-AMPS.

Para determinar la influencia del medio de reaccién, se llevd a cabo una

copolimerizacion radical adicional del sistema HEMA-AMPS utilizando metanol, en

vez de isopropanol, como co-solvente. La transferencia al metanol es mucho menorld
debido a que se trata de un alcohol de cadena corta incapaz de estabilizar radicales
libres como lo hace el isopropanol. En la Figura 3.11 se encuentran representados los
respectivos electroforegramas. La reaccion que se llevo a cabo en agua:metanol (50:50)
no presenta la distribucion de picos agudos a altos tiempos de anélisis, y todo el
copolimero rico en AMPS se desplaza a altos tiempos de migracion lo que esta de

acuerdo con un mayor peso molecular. La membrana de dilisis y el tratamiento con
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microcones no extrajeron fracciones de bajo peso molecular. Este experimento
corrobora que la distribucion de picos que surgen a lo largo del electroforegrama son

fracciones de bajo peso molecular.

HA50 (MeOH:H,0)
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Fig. 3.11: Electroforegramas MEKC del copolimero HAS0 sintetizado en metanol/agua

(1:1) e isopropanol/agua (1:1).

Se realizaron una serie de analisis por MEKC de muestras a alta conversion con
el fin de estudiar el efecto de la composicion. Las muestras sintetizadas en todo el rango
de composiciones en alimentacion se dializaron (corte por peso molecular de 3500) con
el fin de eliminar todo el mondmero residual asi como los oligébmeros formados. Las
Figuras 3.12 y 3.13 representan los electroforegramas correspondientes a los sistemas
DMAA-AMPS y HEMA-AMPS respectivamente.
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Fig. 3.12: Electroforegramas MEKC de muestras copoliméricas DMAA-

AMPS sintetizadas a alta conversion.
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Las diferencias en los procesos de polimerizacion comentadas anteriormente

quedan ratificadas en las Figuras 3.12 y 3.13. La copolimerizacion DMAA-AMPS

(Figura 3.12) conduce a una distribucion de secuencias homogénea (tal y como se

describi6 en la Figura 3.4-derecha), presentando un solo pico que se desplaza a tiempos

de andlisis que dependen de la composicion media (los homopolimeros PAMPS y

PDMAA fueron utilizados como referencia). Al aumentar el contenido en AMPS,

aumenta la carga negativa de las especies macromoleculares y aumenta el tiempo de

analisis (y con un solo pico electroforéticamente diferente, excepto para DA50, que

presenta un pequefio pico a mayores tiempos y que ha sido comentado anteriormente).

Este grafico demuestra la utilidad de MEKC para diferenciar entre copolimeros

relativamente homogéneos de composicion diferente.
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Sin embargo, la influencia de la composicion en el tiempo de analisis (al

aumentar la fraccion molar en el comonoémero idnico, aumenta el tiempo de migracion)

esta limitada por la Ley de Manning o ley de condensacion de contraiones16.17. Esta
ley predice un valor de densidad de carga limite, por encima del cual el aumento en el
namero de cargas ionicas no influye sobre la movilidad de la macromolécula, es decir,
se observara una movilidad constante en todas ellas. Este hecho se observa en la Figura

3.12 para el sistema DMAA-AMPS, donde los copolimeros mas ionicos (DA30 y

DA10) migran a tiempos parecidos al del homopolimero poli-AMPS.

UA

Fig. 3.13: Electroforegramas MEKC de muestras copoliméricas HEMA-AMPS

sintetizadas a alta conversién. (H) copolimero rico en HEMA, (A) copolimero
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El sistema HEMA-AMPS, en cambio, presenta electroforegramas con un perfil
de picos mas complejos (Figura 3.13) y que también varia con la composicion. Un
primer andlisis nos dice que al incrementarse el contenido en AMPS, aumenta el area de
las fracciones ricas en AMPS (a mayores tiempos de analisis). Por otra parte, parece que
se produce un aumento en la concentracion de ciertas especies y la disminucion de otras
(y no unicamente el desplazamiento de un pico como sucede en el caso del DMAA-
AMPS). Esto puede interpretarse como un cambio en el balance de concentracion de las
distintas especies y no solo en su composicion media. En definitiva, en este caso,
MEKC es capaz de separar especies electroforéticamente diferentes formadas durante la

reaccion y monitorizar su dependencia con la composicion inicial en alimentacion.
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Fig. 3.14: Curva de calibrado utilizando el cociente 200 nm/220 nm tal y

como se describe en Materiales y Métodos.

Llegado este punto ha de hacerse hincapié en los coeficientes de extincion molar
(¢) de los distintos componentes: AMPS posee un ¢ aproximadamente dos veces
superior al del HEMA o al de la DMAA a la longitud de onda seleccionada. Esta es la
razon de la mayor sefial detectada para AMPS a la longitud de onda empleada,
obteniéndose areas mucho mayores para copolimeros ricos en AMPS que para
copolimeros ricos en cualquiera de los otros dos mondmeros. Aprovechando la
diferencia existente entre los espectros UV del poli-AMPS y del poli-HEMA, ha sido
posible estimar la composicién de cada pico de la Figura 3.13 (los nUmeros insertados
en la Figura corresponden a datos estimados de composicion de HEMA). Para ello, se
utilizaron medidas de absorbancia a 200 y 220 nm para construir la curva de calibrado

representada en la Figura 3.14. Se emplearon para ello homopolimeros y copolimeros
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sintetizados a alta conversion. De este modo se han obtenido datos de composicion
quimica aproximada utilizando un detector UV de filas de diodos con el que se
registraron valores de absorbancia a 200 y 220 nm simultaneamente. Debe tenerse en
cuenta que los datos de composicion estimados son aproximados ya que la curva de
calibrado se aleja de la linealidad en composiciones cercanas a los homopolimeros, por
lo que sblo puede utilizarse para composiciones intermedias (los picos designados como
H o A en la Figura 3.13, corresponden a copolimeros ricos en HEMA o AMPS
respectivamente, cuyas composiciones no pudieron ser determinadas por la falta de
linealidad en la curva). Cabe destacar que la composicion molar en AMPS por encima

de la cual la movilidad electroforética se hace constante es 50-60. Esto esta en
concordancia con los fenémenos predichos por la Ley de Manningl6 y con los

resultados obtenidos por Whitlock y Wheeler3 para el sisttma HEMA-AMPS por
isotacoforesis, lo que parece confirmar la utilidad de este método.

De los datos de composicion aproximada puede concluirse como regla general
gue a medida que aumenta el contenido en AMPS, aumenta el tiempo de analisis. Los
picos correspondientes a fracciones muy ricas en AMPS son principalmente cadenas de
bajo peso molecular (Fig. 3.11).

Las fracciones ricas en HEMA (H en la Fig. 3.13) no presentan una marcada
dependencia trivial con la composicién. HA90 a pesar de poseer un bajo contenido en
AMPS, se desplaza a tiempos de migracion mayores que el HA70 y el HA50. Esto se
debe a la capacidad de MEKC de separar cadenas poliméricas segun su hidrofobicidad
(el poli-HEMA no es hidrosoluble) y en el caso de copolimeros méas hidrofébicos la
interaccion con las micelas empieza a cobrar gran importancia. Por lo tanto, para
polimeros mas hidrofébicos, a medida que aumenta la hidrofobicidad de la
macromolécula, aumenta la interaccion con el SDS, disminuye la movilidad

electroforética y por tanto aumente el tiempo de migracion.
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En este capitulo se demuestra la capacidad de MEKC para caracterizar
reacciones de copolimerizacion en las que intervienen especies idnicas. Se han
estudiado los sistemas HEMA-AMPS, DMAA-AMPS, su evolucion con la conversion,
asi como la formacion de especies de bajo peso molecular. La técnica aprovecha dos
factores opuestos que influyen en el tiempo de andlisis (la carga de la molécula y su
hidrofobicidad) para obtener una valiosa informacion acerca de la distribucion de

composiciones quimicas del sistema.
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1 INTRODUCCION

La trombosis es uno de los mayores problemas asociados al uso de biomateriales

como prétesis vascularesl. Para prevenir la formacion de coagulos sanguineos suele
administrarse un anticoagulante como la heparina. Sin embargo, no se recomienda la

administracion de altas concentraciones de heparina debido a que provoca efectos

secundarios graves como trombocitopenia o hemorragia2. Por este motivo, la
investigacion se ha dirigido hacia la sintesis de superficies antitrombogeénicas que no

necesiten la administracion de agentes anticoagulantes, mediante el desarrollo de

sistemas de liberacién controlada de este tipo de farmacos3-S.

El desarrollo de nuevos materiales con buenas propiedades en contacto con la

sangre requiere el disefio de materiales no trombogénicos con una alta fiabilidad®. Se
han llevado a cabo numerosas estrategias para mejorar la antitrombogeneidad de dichos
materiales, especialmente la de los utilizados en fabricacion de protesis de pequefio

diametro (4 mm o menos).

En el disefio de protesis vasculares se suele utilizar politetrafluoroetileno
expandido (PTFEe) ya que su estabilidad y propiedades mecanicas son excelentes y
presenta una baja incidencia de oclusion por trombosis o hiperplasia de la capa intima
vascular. Sin embargo, estos fendmenos si ocurren con protesis de PTFEe de pequefio
didmetro, no siendo recomendable su utilizacion como bypass o en la reconstruccion del
arbol vascular por debajo de la rodilla. El fracaso asociado a este tipo de protesis podria
deberse a que un aumento de la relacion superficie/volumen produce un aumento en la
velocidad de activacién de los factores de coagulacion, complemento, plaquetas... ya
que chocan contra una superficie menos tromborresistente que una vena normal, 0 que
la disminucion del flujo en las vasos de pequefio diametro produce un aumento en el
tiempo de contacto de los componentes de la sangre con la superficie, que puede activar
los procesos de agregacion o coagulacion. En la actualidad las investigaciones se
dirigen hacia la modificacion superficial del PTFEe, de manera que se mantengan las
propiedades fisicoquimicas del mismo, disminuyendo la adhesion proteica y plaquetaria

fundamentalmente, disminuyendo de esta forma, la trombogeneidad del material.
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La modificacion superficial puede realizarse mediante modificacion quimica,

injerto, recubrimiento con polimeros con grupos funcionales adecuados o adsorbiendo

selectivamente moléculas bioldgicamente activas o biomiméticas’. Uno de los métodos
mas ensayados consiste en la inmovilizacion de grupos sulfonicos en la superficie que
se encontrara en contacto con la sangre. Estos grupos se incorporan con la intencion de
conseguir cierta similitud con la heparina, cuyos grupos sulfénicos han sido asociados a

su actividad anticoagulante8-13. Estos grupos, repelen la adsorcion de proteinas, la

adhesion de células e inhiben factores de coagulacién por repulsion electrostatica.
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Figura 4.1: Estructura quimica de la heparina, el Triflusal y del sistema copolimérico

poli(THEMA-co-AMPS), objeto de estudio en este capitulo.
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Por otro lado, se han inmovilizado en el lumen de los vasos sintéticos diversos
agentes que, bien inhiben la adhesion o agregacion plaguetaria como la aspirina o la
prostaciclina, bien estimulan la anticoagulacion como la heparina, o la fibrinolisis

como la urokinasa, o bien inhiben la hiperplasia del intima vascular como la fraccién

no anticoagulante de la heparinal4. Nuestro grupo ha demostrado recientemente que la
aplicacion de recubrimientos poliméricos derivados del acido acetilsalicilico y del

Triflusal (Disgren®) en la superficie interior de protesis vasculares de pequefio

diametro, disminuye la adhesion y agregacion de plaquetas en su superficiel®-17. En
estos sistemas, el agente activo se une covalentemente al esqueleto de un polimero
bioabsorbible por polimerizacion directa de la droga funcionalizada con otro monémero
biocompatible. Asi, se obtienen materiales no s6lo con actividad farmacolégica sino
también con propiedades de dosificacion controlada de farmaco, capaces de mantener
un nivel elevado de droga en plasma durante largos periodos de tiempo de forma
controlada, es decir, sin alcanzar niveles toxicos ni caer en por debajo de los niveles

efectivos.

El sistema copolimérico poli([(2-acetiloxi)-4-trifluorometil]benzoato  de
metacriloiloxietilo)-co-acido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfonico) (poli(THEMA-co-
AMPS)) fue sintetizado con el fin de combinar ambas estrategias. Es decir, se han
incorporado simultaneamente y de manera covalente grupos sulfonicos y un farmaco
antiagregante  (Triflusal). Este sistema es atractivo como recubrimiento
farmacologicamente activo de protesis vasculares y/o como sistema de liberacion de
controlada de Triflusal. En este capitulo se realiza un estudio preliminar que evaltua
cuatro copolimeros estadisticos del sistema THEMA-AMPS. Para ello se estudi6 la
cinética de liberacion in vitro del farmaco anclado al esqueleto polimérico, se evaluaron
las propiedades antiagregantes en condiciones estaticas y la biocompatibilidad in vivo

empleando rata Wistar como modelo experimental.

1.1 Propiedades y mecanismo de accion del Triflusal

Con el fin de inhibir los procesos cardiovasculares trombogénicos se han
desarrollado numerosos farmacos antiagregantes plaquetarios, entre ellos el Triflusal.
Este farmaco esta relacionado estructuralmente con el &cido acetilsalicilico y por tanto,
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forma parte de la familia de los salicilatos. Su espectro de accion es diferente al del
acido acetil salicilico ya que presenta accion antiagregante plaquetaria pero carece de
actividad antiinflamatoria. Su sintesis surge a mediados de los afios 70 con el fin de
encontrar un farmaco antiagregante plaquetario con menos efectos secundarios que la
aspirina. Resultd ser una excelente alternativa ya que posee una accion mas selectiva

sobre la ciclooxigenasa plaquetar frente a la endotelial.

Las plaquetas se activan principalmente por estimulacién del ciclo del
fosfatidilinositol, que origina la formacién del inositol-trifosfato (IP3) y activa la sintesis
del tromboxano A, (TxA2) que es una de las moleculas enddgenas con actividad
vasoconstrictora y procoagulante mas potente. EI T A, facilita la salida del calcio al
citoplasma plaquetario y provoca la agregacion de las plaquetas, proceso mediado por el
complejo receptor glucoproteina Ilb/Illa (GP lib/llla). Por otro lado, existe un
mecanismo defensivo que es el sistema AMP./GMP. que tiende a preservar el calcio
dentro de sus depdsitos evitando asi la agregacion plaquetaria. Los principales
responsables de esta activacion son por un lado la prostaciclina y la adenosina, que
elevan los niveles de AMPg, y por otro el 6xido nitrico endotelial que incrementa el
GMP,.

El Triflusal inhibe la agregacion de las plaquetas mediante un mecanismo de
accion dual: inhibicion de la produccion de TyA, e incremento de la tasa

intraplaquetaria de AMP,. Es decir, consigue en primer lugar disminuir la produccion de

T.A, ya que se trata de un inhibidor irreversible de la ciclooxigenasa plaquetaria por

acetilacion de su centro activo. Este efecto también lo presenta su principal metabolito
en el organismo, el acido 2-hidroxi-4-trifluorometilbenzéico (HTB), lo cual potencia la
accion del Triflusal. Sin embargo, este farmaco apenas presenta efecto sobre la
ciclooxigenasa del endotelio vascular por lo que respeta la sintesis de prostaciclina. Por
lo tanto, se trata de un inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa plaquetaria ya que la
concentracion de farmaco necesaria para inhibir la funcion plaquetaria en un 50% es
900 veces menor que la necesaria para inhibir la sintesis vascular de prostaciclina

humana. En segundo término, el Triflusal incrementa la tasa de AMPS._por inhibicién

de la AMP, fosfodiesterasa plaquetaria, efecto que presenta principalmente el HTB.
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2 MATERIALES Y METODOS:

2.1 Medidas de hinchamiento

Se realizaron medidas de hinchamiento de los copolimeros objeto de estudio en
soluciones tampon de concentracion 100 mM, a pH 2, 7,4y 10,0 y 150 mM de fuerza
ionica, a 37 °C. El grado de hinchamiento se determind gravimétricamente a distintos
tiempos de analisis en términos de agua absorbida, es decir, a partir del peso de la

muestra hinchada respecto de la muestra seca segun la siguiente ecuacion:

. _P-P
% agua absorbida = — 5 9 %100
0

siendo P; el peso de la muestra hinchada a un tiempo “t” y Py el peso de la muestra seca.
La superficie de las muestras se secd cuidadosamente con papel de filtro antes de cada

pesada.

2.2 Estudio de la liberacién del farmaco

Se estudio el proceso de liberacién de farmaco en medio acuoso a pH’s 2,0, 7,4
y 10,0 de los copolimeros THA80 y THAG0 tomados como modelo. Se monitorizé la
liberacion del principal metabolito del Triflusal, el &cido 2-hidroxi-4-

trifluorometilbenzéico (HTB), debido a la poca estabilidad del farmaco en medio

acuosol8. Se utilizaron peliculas de copolimero (25 mg) dentro de un soporte de
poliéster perforado, y se sumergieron en 10 ml de solucion tampon. A determinados

tiempos de analisis se tomaron muestras de 0,2 ml que se repusieron por medio fresco.

La cuantificacion del HTB se realiz0 por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) en fase inversa con deteccion ultravioleta. EI equipo empleado en
este trabajo constd de una bomba Perkin-Elmer LC-250, un detector UV Perkin-Elmer
LC-95 y una columna Waters uBoundapak C-18 de 3,0 x 300 mm. Como fase movil se
utiliz6 una disolucion metanol/solucion acuosa de PIC® A (Waters) (60:40)
microfiltrado y desgasificado, a una velocidad de flujo de 1 ml min™. La deteccion se

produjo a una longitud de onda de 305 nm. Las medidas se realizaron a intervalos de
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tiempo similares a los correspondientes a las medidas de hinchamiento con el fin de
relacionar la influencia del grado de hidrofilia y la solubilizacion de los sistemas en los

procesos de liberacion.

2.3 Medidas de angulo de contacto

Las medidas de contacto se realizaron utilizando el método “sessile drop”
empleando disolventes de tensién superficial conocida: agua (y. = 72,8 mJ m™), glicerol
(y. = 63,4 mJ m?) y diyodometano (y. = 51,8 mJ m™). Siendo y, la energia libre

superficial del liquido. La energia libre superficial tanto de homopolimeros como

copolimeros se calcularon por el método de Owens19.

2.4 Recubrimiento de las protesis

Las protesis vasculares de politetrafluoroetilino expandido (PTFEe), Gore-
Tex®, fueron homogéneamente recubiertas afiadiendo 100 pl de disolucion de polimero
al 20 % (p/v) en THF o THF/etanol segun la solubilidad de cada polimero. El disolvente
se dejo evaporar a temperatura ambiente durante 24 horas. Este proceso se repitio dos
veces. De esta forma se obtuvieron recubrimientos homogéneos con una ganancia de

peso del 11,4 + 0,5 %.

2.5 Adhesion plaquetaria

Los ensayos de adhesidn plaquetaria se realizaron en condiciones estaticas sobre
las protesis de Gore-Tex® previamente recubiertas con los materiales polimeros. Las
protesis se fijaron en contenedores cilindricos de 8 mm de didametro y 10 mm de
profundidad. Se utilizé plasma rico en plaquetas (PRP) de voluntarios humanos sanos.
Para ello se centrifugaron 40 ml de sangre total a 1500 r.p.m durante 4 minutos y se
aislo el sobrenadante (PRP). Sobre cada una de los contenedores se afiadieron 100 ul de
PRP permitiendo el contacto del plasma con la protesis vasculares durante 1 hora, 1 dia
y 3 dias. Las muestras se mantuvieron a 37 °C en una estufa de cultivos con atmosfera

de CO; al 5 % durante el tiempo que dur6 el experimento.
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2.6 Ensayos de biocompatibilidad in vivo

Para este estudio se utilizaron 4 ratas hembra Wistar de entre 200 a 250 g de
peso. En todas las ratas se implanté una pieza de material en forma de pastilla de 5 mm
de didmetro previamente esterilizada sumergiéndola en etanol al 70 %. Los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sédico (40 mg kg™, i.p) y se les afeitd el area
dorsal. Se les realiz6 una incision de 1 cm de longitud en el musculo dorsal en
condiciones asépticas. Las muestras se colocaron en esta cavidad y la piel se cerré con
hilo de sutura. A los 15 y 60 dias, se sacrificaron por sobredosis de éter de dietilo y se
extrajeron los implantes junto con el tejido circundante para el posterior anélisis

histoldgico.

Figura 4.2: Fotografia del proceso de implantacion del material polimero
esterilizado sobre el mdsculo dorsal de una rata Wistar anestesiada.

El estudio histoldgico se realizé utilizando tinciones de hematoxilina-eosina. En
primer lugar se fijaron las muestras en formol al 10% en tampon fosfato, pH 7,4,
durante al menos 5 dias. Las muestras se embebieron en parafina y se seccionaron en
laminas de 5 um. Por ultimo se tifieron con hematoxilina y eosina. Las muestras se
observaron en un microscopio éptico (Leitz Dialux 22) y fueron fotografiadas con una
pelicula 100 ASA Kodachrome.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

Se sintetizaron cuatro copolimeros de contenido molar en alimentacion de
AMPS de 0,10, 0,20, 0,30 y 0,40, con la intencion de obtener materiales polimeros con
posible aplicacion como recubrimiento de protesis vasculares de pequefio diametro. Las
composiciones anteriormente mencionada se encuentran dentro del rango de
insolubilidad en agua y por tanto, dentro del limite de aplicacion de los materiales. La
introduccién de unidades AMPS en la estructura contribuye no so6lo a la incorporacion
en las macromoléculas de grupos sulfonicos ionizados (biolégicamente activos, como se
menciond anteriormente), sino también a mejorar la adhesion y aumentar la hidrofilia
(humectabilidad), siendo ambas propiedades criticas en el comportamiento biolégico de
los materiales. El balance hidrofilico/hidrofébico y consecuentemente la energia libre
interfacial en solucion acuosa, dependera en gran medida de la composicién, ya que el
mondmero THEMA es relativamente hidrofobico y el AMPS es més hidrofilico debido

especialmente a su naturaleza ionica .

3.1 Medidas de angulo de contacto

La energia superficial del sélido (SES) es un pardmetro clave en la interaccion
de un material con proteinas y células, y por tanto, en su hemocompatibilidad. Se han
determinado las componentes de la energia libre interfacial de los cuatro copolimeros a
partir de la medidas de los angulos de contacto de tres liquidos de tension superficial
conocida, empleando la metodologia de Owens19 que se resume mediante las siguientes

ecuaciones:
d P
Vs=Vs TVs

(1+cosO)y 12= (7 1) 2 + ("1 ") 2

donde & es el valor del angulo de contacto, %y # son la energia superficial del sélido y
del liquido y % %" %y #° son las componentes dispersiva y polar de la energia
superficial del sélido y del liquido respectivamente. La Figura 4.3 representa la
variacion de %® y %", asi como de la tensién superficial total de los materiales

sintetizados en funcion del contenido molar en THEMA.
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Los valores de los angulos de contacto se recogen en la Tabla 4.1. La
componente polar disminuye al disminuir el contenido en AMPS, de acuerdo con la
disminucion de la hidrofilia atribuida al componente iénico. La componente dispersiva
se mantiene practicamente constante. La SES de los copolimeros no se ajusta a la regla
de aditividad molar. La desviacion de los datos obtenidos experimentalmente hacia
menores valores respecto de las regla tedrica de aditividad molar, podria estar
relacionado con reagrupamientos moleculares dentro de las cadenas, que conducirian a
dominios superficiales ricos en el monémero THEMA. La tendencia que presenta el
sistema a la “homopolimerizacion” consecutiva durante la sintesis (ya comentada en el
Capitulo 2), que conduce a la formacion de largas secuencias de uno y otro monémero

en las cadenas macromoleculares, podria dar lugar a estos reagrupamientos moleculares.

SES (mN/m)

O T T T T 1
o 02 04 06 08 1

fTH EMA

Figura 4.3: Variacion de la energia superficial del sélido (@) y de las componentes
dispersiva (@) y polar (=) en funcion de la composicién del copolimero. Las rectas

corresponden a los valores teoricos calculados segun la regla de adicién molar.

La tension critica superficial (oc) es un pardmetro muy valioso usado

frecuentemente en la literatura en la estimacién y prediccion de la hemocompatibilidad

de un material. A principios de los afios 70, Robert Baier y sus colaboradores20
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desarrollaron una hipotesis que relacionaba las caracteristicas superficiales y la
biorreactividad. Segln este autor, la compatibilidad de un material con la sangre se
consigue minimizando la adhesion de los componentes sanguineos y la superficie
artificial, siendo o, uno de los parametros mas importantes a determinar. La hipétesis se
basa en medidas de angulos de contacto, 6, para la determinacion de enegias
superficiales y sugiere que tensiones criticas superficiales cercanas a 22 mN/m

presentan una minima adhesion. Por ello, o ha sido calculado mediante el método de

Zisman21 y se encuentra representado en la Tabla 4.1, que expresa la media + el error
estandar de almenos diez medidas. Este método calcula o, como una aproximacion a la
tension superficial del solido. Para ello se colocan gotas de liquidos con tension
superficial conocida y que difieran considerablemente entre si, sobre el material que se
desea estudiar y se mide el angulo de contacto. Se hace una representacion gréafica de la
tension superficial del liquido frente al coseno del &ngulo de contacto (cos )
obteniéndose una linea recta. Se extrapola la recta a cos 6 = 1 obteniéndose asi c.. Los
valores de o obtenidos para los copolimeros ensayados varian entre 26 y 33 mN/m, los

cuales se encuentran dentro o cercanos del rango minima bioadhesion y méxima

hemocompatibilidad descrito por Baier (entre 20 y 30 mN/m)20,22

Composicion Angulo de contacto e SES
(mN/m) (mN/m)

fruema Bagua Bglicerina | Odiiodometano Ys' st ¥s
Poli(AMPS) 0 0.00+1.74 |44.39+3.31|46.67+1.83 | 194.05 | 36.2 | 28.4 | 64.6
THA60 0.63 [68.85+4.25(73.78+3.91 | 54.48+2.26 | 33.17 [11.7|26.6|38.3
THA70 0.69 [74.77+£5.31(73.20+8.13 | 54.82+2.17| 32.11 | 7.4 |29.6|36.9
THAS80 0.81 |77.29+2.86 | 70.34+4.50 | 54.96+3.72 | 28.23 | 6.9 [28.0|34.9
THA90 0.90 [73.08+5.24(70.48+1.97 | 55.63+5.30| 26.60 | 9.4 [25.1|34.5
Poli(THEMA) 1 81.18+2.36 | 72.06+4.95 | 54.39+2.76 | 31.54 | 4.8 |30.6(35.4

Tabla 4.1: Angulos de contacto en agua (Qagua), glicerina (Ogiicerina) Y diiodometano
(Odiiodometano) asi como energia superficial del soélido (ys), componente polar (ys°) y

dispersiva (ys") de los copolimeros poli(THEMA-co-AMPS) y homopolimeros
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3.2 Estudio del hinchamiento y la liberacion

Los copolimeros hinchan y alcanzan el equilibrio en medio acuoso en pocas
horas, alcanzando valores de contenido en agua maximos de entre 25 y 150 %, tal y
como se registra en la Figura 4.4. El grado de hinchamiento aumenta considerablemente
con el contenido en AMPS, debido al mayor caracter hidréfilo del componente i6nico
comparado con la unidad de TH. Las cinéticas de hinchamiento siguen un perfil muy
particular, alcanzando un maximo de absorcidn a los pocos minutos para después perder
hasta un 50% del medio absorbido. Esto podria deberse al efecto del contraion o a que

puedan existir fracciones de bajo peso molecular ricas en AMPS (Figura 4.5).
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Figura 4.4: Dependencia del Hinchamiento méaximo de los copolimeros THEMA-
AMPS en funcion del pH
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Figura 4.5: Cinéticas de hinchamiento de los copolimeros THEMA-AMPS a pH 7,4
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Figura 4.6: Representacion esquematica de la hidrdlisis de las macromoléculas en medio

acuoso para dar lugar a Triflusal y a HTB, su principal metabolito.

Estos sistemas van a sufrir en medio acuoso la hidrdlisis del enlace débil que une

el farmaco con el esqueleto polimérico (Figura 4.6). Por ello se ha llevado a cabo el

estudio de liberacion in vitro a pH baésico, fisiolégico y acido de los copolimeros

THAB80 y THAGO. Las cinéticas de liberacion se encuentran representadas en la Figura

4.7,

mat

expresadas en porcentajes (derecha) o pumoles/g de polimero (izquierda). Los

eriales estudiados presentan una interesante cinética de liberacion de orden cero, que

a pH 7,4 se mantiene durante 6 meses. Este comportamiento resulta muy interesante a la

hora de utilizar este material como recubrimiento de protesis vasculares con actividad a

larg

o plazo, sin embargo, siempre es arriesgado extrapolar los resultados in vitro al

verdadero comportamiento in vivo.

PH=2 PH=7.4 PH=10
THA 60 3.6 13.1 65.9
THA80 2.6 11.6 62.4

Tabla 4.2: Constantes cinéticas de liberacion (umol farmaco / g polimeros x dia)
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Esta cinética de liberacion de orden cero ha sido descrita con anterioridad para

sistemas acrilicos similares portadores de farmacos23 y puede atribuirse al incremento
de la hidrofilia del sistema a medida que se libera el farmaco, ya que al desprendese
Triflusal al medio, la matriz polimerica cambia progresivamente de THEMA a HEMA,
mas polar que el mondémero de partida. De la pendiente de la recta representada en la
parte izquierda de la Figura, se pueden determinar las constantes cinéticas recogidas en
la Tabla 4.2.

La velocidad de hidrolisis aumenta considerablemente a pH alcalino (como
cabria esperar) debido a la naturaleza del enlace éster cuya susceptibilidad a ser
hidrolizado aumenta a este pH. Ademas, la composicion también ejerce gran influencia
en la liberacién. A mayor contenido en AMPS, mayor es el hinchamiento y mayor la
velocidad de liberacidn. Esto se debe a que el aumento de la hidrofilia de los materiales
incrementa la accesibilidad de las moléculas de agua al enlace éster susceptible de ser

hidrolizado.

2500 4
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Figura 4.7: Monitorizacion de la liberacion de TH en medios acuosos tamponados a pH 2 (¢),
pH 7,4 (m) y pH 10 (A) a partir de THAG60 (simbolos huecos) y THAS80 (simbolos coloreados)

en valores absolutos (izquierda) y en % de liberacion (derecha).
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Sin embargo, como el nimero absoluto de moléculas de farmaco aumenta al
disminuir la cantidad de AMPS, los perfiles de liberacion de ambos copolimeros
(expresado como pg de droga/g de recubrimiento; parte izquierda de la Figura 4.7) son
muy similares, debido a la relacion existente entre el incremento de la hidrofilia y la

disminucion de moléculas de farmaco por gramo de material.

3.3 Adhesion de plaquetas

Los resultados que se obtienen de tests in vitro que evallan las interacciones
sangre-biomaterial, proporcionan gran informacion a nivel celular acerca de las

interacciones plaqueta-superficie y plaqueta-plaqueta.

La adhesion plaquetar y el grado de activacion de las mismas se considera un

indicador de la trombogeneidad potencial del biomaterial ensayadol0. Estos parametros
no son suficientes a la hora de clasificar un material como trambogénico, y no predicen
la extension de los efectos trombogénicos locales o sistémicos, pero numerosos estudios
han demostrado que la acumulacion y activacion de plaquetas en la superficie del

material a cortos intervalos de tiempos, pueden provocar el fracaso del material,
especialmente en el caso de protesis vasculares de pequefio diametro24. Por lo tanto,

estos experimentos cortos deberian ser apropiados para detectar materiales altamente

trombogénicos por la rapida acumulacion de plaquetas activadas en su superficie.

La adhesion y grado de extension de las plaquetas estan fuertemente
relacionados con su grado de activacion en las superficies poliméricas. Inicialmente
mantienen su forma de disco propia del estado no activado (area 10-15um?). Cuando se
activan emiten pseuddpodos y adquieren forma circular (area 45-50 pum?). Lin y
colaboradores2® describieron, entre uno y otro estado, cinco etapas de activacion

basandose en el grado de extensidn de las plaquetas. Tanto la adhesion de las plaguetas
como el grado de activacion de las mismas fueron evaluados empleando ESEM.
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Figura 4.8: Micrografias de ESEM de las superficies de Gore-Tex®: (a) no recubierto; (b)
recubierto con THA80 y (c) recubierto con THA9O.

Se recubrieron protesis de Gore-Tex® con los copolimeros obteniéndose
recubrimientos homogéneos (Figura 4.8) con una ganancia de peso del 11,4+0,5%. La
serie A corresponde al control (Gore-Tex® sin recubrir) y las series B 'y C a las protesis
recubiertas con THA80 y THA90 respectivamente. La presencia de los grupos
sulfonicos en las cadenas copoliméricas confiere una mayor adhesion de las cadenas a la
superficie del Gore-Tex® comparado con el homopolimero y ademas, los
recubrimientos son estables durante mayores periodos de tiempo. Esto fue confirmado
mediante microscopia ESEM. Del mismo modo, la agregacion plaquetaria en las
superficies de la proétesis puede ser controlada por las caracteristicas del recubrimiento.
La Figura 4.9 muestra la retencion de las plaquetas en la superficie de protesis
recubiertas y sin recubrir en funcion del tiempo. Como puede apreciarse las plaquetas
estan menos agregadas en el caso de las superficies recubiertas con THA80 y THAQ0.
Ademas, como se observa en las micrografias, las plaquetas no han emitido
pseuddpodos, lo que indica la no activacion de las mismas. Por lo tanto, y como ha sido
descrito previamente en la literatural0.15, 1a presencia de grupos sulfénicos y/o la
liberacion de Triflusal durante largos periodos de tiempo previene la adhesion y
activacion de las plaquetas.
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1.1.1 CONTROLES THAS80 THA90

-

Figura 4.9: Micrografias de ESEM de las plaquetas adheridas a (a) superficies no recubiertas de

Gore-Tex®; a-1: 60 min de tratamiento; a-2: 24 h de tratamiento y a-3: 4 dias de tratamiento;
(b) recubiertas con THA80; b-1: 60 min de tratamiento; b-2: 24 h de tratamiento b-3: 4 dias de
tratamiento y (c) recubiertas con THA90, c-1: 60 min de tratamiento; c-2: 24 h de tratamiento y

c-3: 4 dias de tratamiento.
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3.4 Compatibilidad in vivo de los implantes copoliméricos

El estudio de la biocompatibilidad in vivo de los biomateriales y dispositivos
médicos es un paso imprescindible a la hora de ensayar un material que vaya a estar
implantado en humanos. A pesar de que los ensayos in vitro proporcionan informacion
fundamental acerca de algunas interacciones celulares y moleculares con los
biomateriales, no pueden reemplazar a los ensayos in vivo . Por ello, los modelos
animales son necesarios ya que:

1. Deben existir interacciones de distinto tipo de células con el material implantado

y entre si

2. Deben actuar factores paracrinos y endocrinos alrededor del implante

3. La implantacion del material en el ser vivo altera las interacciones de las celulas
con los componentes insolubles de la matriz extracelular y con moléculas
solubles reguladoras

4. Deben existir interacciones con las células sanguineas, proteinas y moléculas

presentes en todo ser vivo

Ademas, el ser vivo ha de responden a:

1. EIl “espacio muerto” creado por el implante

2. Agentes solubles que son liberados por el material

3. Particulas insolubles liberadas del material

4. Las interacciones quimicas entre la superficie del material y las moléculas
bioldgicas que lo rodean

5. Las alteraciones en las propiedades mecénicas en el tejido circundante al
implante provocado por la diferencia del modulo de elasticidad entre el implante

y el tejido circundante.

Los multiples procesos que tienen lugar en respuesta a la implantacion de un
biomaterial en un ser vivo, pueden resumirse en tres: (1) reaccion cicatrizante al trauma
post-operatorio, (2) aparicion de una reaccion inflamatoria crénica y (3) adaptacion del
tejido circundante a los cambios producidos por el implante. Se deben elegir aquellos
modelos animales que mejor simulen la respuesta del cuerpo humano, seleccionando

ademas, el lugar de implantacion segun la vascularidad, la naturaleza de las células
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parenquimales (capacidad de mitosis y migracion) ya que determinan la capacidad de
regeneracion, la presencia de células reguladoras y el efecto de la deformacién en el

comportamiento de las células parenquimales.

La simple presencia de un implante crea un espacio muerto en el tejido que atrae
macrofagos hacia la interfase tejido-biomaterial. Estos macrofagos, junto con los
fibroblastos que forman la cicatriz, crearan por lo general, una capa de células bien
definidas que envolvera el implante. A esta reaccién tipica se le denomina
encapsulacion fibrética. La presencia de macrofagos (células reguladoras) en la
interfase puede influir en la respuesta a cuerpo extrafio, ya que estas células tienen la
capacidad de liberar agentes proinflamatorios si son estimuladas por los movimientos

del material o si este libera al medio sustancias toxicas.

Se ha elegido el musculo paravertebral de las ratas, conejos y perros como un
sitio de implantacion estandar para detectar el efecto de las sustancias liberadas por un
implante. Debido al relativo movimiento entre el implante y el mdsculo, ademas de la
limitada capacidad de regeneracion del musculo esquelético, se crea tejido fibroso
alrededor de la superficie del biomaterial. EI grosor de la capsula fibrosa en este lugar
de implantacion se ha relacionado con el movimiento relativo del implante en este

emplazamiento.

Nosotros hemos elegido la rata Wistar como modelo experimental para ensayar
la biocompatibilidad in vivo de estos materiales copoliméricos y se ha realizado un
profundo estudio histoldgico con el fin de evaluar la respuesta tisular al biomaterial. Se
han observado las caracteristicas morfoldgicas del material implantado y del tejido a
diferentes tiempos de implantacion. La morfologia y los patrones de tincion, tanto de las
células como de la matriz extracelular, han proporcionado gran informacion acerca de la

respuesta del tejido circundante al implante.
3.4.1 Observacion macroscopica
Todas las ratas sobrevivieron al periodo de tiempo desde la intervencion hasta el

sacrificio. La herida, cicatrizacién y trauma quirargico fueron normales ya que no se

observaron cambios visuales en el aspecto ni en el comportamiento de los animales. La
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observacion macroscopica de los animales a los 15 y 30 dias después de la operacion

mostro una completa cicatrizacion de la herida para todos los materiales.

3.4.2 Observacion microscopica

Después de 15 dias post-implantacion, el tejido circundante mostr6 una aguda
reaccion inflamatoria (Figura 4.10 y 4.11). Esta reaccion es normal cuando un cuerpo
extrafio se implanta en un animal y tiene lugar una interaccion dinamica entre el animal
y el implante. Las células inflamatorias, los fibroblastos y la produccion de colageno se
dispara, conduciendo a la encapsulacion del material y a la correcta cicatrizacion del
implante. Ademas, después de 30 dias post-implantacion (Figura 4.12 y 4.13) el grado
de la reaccidn inflamatoria ha disminuido considerablemente y ha sido reemplazada por
tejido fibrético en los dos copolimeros. Estos resultados indican que THA60 y THAS80

presentan una buena biocompatibilidad.

Figura 4.10: Micrografia del tejido donde THAG0 fue implantado: (a) formacién de una capsula

fibrosa (tincién Hematoxilina y Eosina, x10) extraido a los 15 dias post-operacion.
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Figura 4.11: Micrografia del tejido donde THA80 fue implantado: (a) inflamacion aguda

(tincion Hematoxilina y Eosina, x10) extraido a los 15 dias post-operacion.

Figura 4.12: Micrografia del tejido donde THA60 fue implantado: (a) tejido normal (tincion

Hematoxilina y Eosina, x10) extraido a los 30 dias post-operacion.
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Figura 4.13: Micrografia del tejido donde THA80 fue implantado: (a) tejido normal (tincion

Hematoxilina y Eosina, x10) extraido a los 30 dias post-operacion.

En este capitulo se han evaluado cuatro composiciones distintas del sistema
poli(THEMA-co-AMPS) con posible aplicacion como recubrimientos de protesis
vasculares sintéticas (Gore-Tex®) de pequefio didmetro . Estos materiales presentan
estabilidad en medio acuoso y una cinética de liberacion de orden cero del farmaco
antiagregante (Triflusal) durante largos periodos de tiempo. Su grado de humectabilidad
y tension critica superficial se encuentran dentro de la zona descrita por Baier como de
minima adhesién. Los datos obtenidos de agregacion plaquetaria en condiciones
estaticas indican que la presencia de grupos sulfénicos y la liberacion del farmaco
antiagregante y tal vez, la actividad en su forma macromolecular (como ha sido descrito
para otros farmacos poliméricos), favorecen la no agregacion de las plaquetas en la
superficie de los materiales. Los ensayos de biocompatibilidad in vivo utilizando en rata
Wistar como modelo experimental han dado lugar a resultados muy positivos.
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1 INTRODUCCION

1.1 Complejos polielectroliticos (PEC)

Los complejos polielectroliticos (PEC) resultan de la interaccion de
macromoléculas que poseen grupos ionicos complementarios. Por lo general, se forman
bien mezclando soluciones de policationes y polianiones, bien polimerizando
mondmeros con grupos ionicos adecuados en presencia de un polimero plantilla
(“template  polymerization). Las fuertes interacciones coulémbicas entre
polielectrolitos que poseen grupos idnicos complementarios conducen a la agregacion
espontanea de los componentes de la solucidn. Estas interacciones especificas entre las
moléculas confieren al complejo unas propiedades fisicas y quimicas especiales, ya que
es capaz de controlar la velocidad de flujo de solutos y la especificidad de este flujo,
mediante cambios en las condiciones ambientales en las que se encuentra el complejo.
Por ello, este tipo de materiales ha sido utilizado como sistemas de liberacion
controlada de farmacos, para separacion de proteinas, como recubrimientos

anticoagulantes, en la sintesis de membranas de dialisis, como biosensores, etc .

La formacion de complejos entre polianiones y policationes con grupos ionicos
fuertes y pesos moleculares comparables forman sistemas agregados (tipo huevo
revuelto ““scramble egg™) que por lo general, conducen a la floculacién macroscépica
del complejo. El grado de agregacion se controla fundamentalmente mediante la
concentracion de la solucién. En sistemas concentrados, los complejos polielectroliticos
se forman casi estequiométricamente como coacervados que son solubles Unicamente en
disolventes especificos, como por ejemplo, mezclas ternarias agua-acetona-bromuro
potasico. La caracterizacion de este tipo de sistemas es extremadamente compleja. En
disoluciones altamente diluidas (<10 g/ml) conducen a dispersiones de particulas
coloidales que pueden estudiarse por los métodos estandar. La formacion de los PEC
esta condicionada por las caracteristicas de sus componentes (densidad de carga, rigidez

de las cadenas y posicion de los restos ionicos) y del entorno quimico en el que se

encuentran (pH, fuerza iénica, temperatura, concentracion...)1.
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Dentro de los polimeros mas utilizados en la obtencion de este tipo de complejos
se encuentra el quitosano (1,4)-[2-amino-2-desoxi-B-glucano] (CHI), un polisacarido
natural que se obtiene de la N-desacetilacion catalitica de la quitina, dando lugar a una
macromolécula que contiene unidades glucosamina y unidades de N-acetilglucosamina
(Figura 5.1). Es por tanto, un polisacérido basico que a pH neutro o bé&sico, posee
grupos amino libres, mientras que a pH acido estos grupos se encuentran protonados
haciéndole soluble en agua. Su solubilidad depende de la distribucion de los grupos
amino libres en la molécula. Se trata de un polielectrolito lineal a pH &cido, con una alta
densidad de carga, que puede interaccionar en solucion acuosa con polianiones de
distinto tipo (heparina, alginato sodico, carboximetilquitina, poli(acido acrilico)...etc)

para formar complejos polielectroliticos2

CH,OH CH,OH
0 (0]
H 0 H 0
X X-y
NH, NHCOCH;

Figura 5.1: Estructura quimica del quitosano (CHI)

El quitosano ha sido empleado en numerosas aplicaciones biomédicas como
soporte para ingenieria tisular, suturas reabsorbibles, agente hipocolestirémico, sistemas

de liberacion controlada de farmacos, inmovilizacién de enzimas, agente cicatrizante,

etc3-2. Entre sus caracteristicas mas importantes se encuentran su biodegradabilidad y

su alta biocompatibilidad dentro del organismo humano.

En este capitulo se describe la sintesis y caracterizacién de PEC formados a base
de quitosano y copolimeros que incorporan AMPS en su estructura (poli(HEMA-co-
AMPS) y poli(DMAA-co-AMPS)), sintetizados en presencia del quitosano como
plantilla (“template polymerization”), o por mezcla de disoluciones acuosas de ambas

macromoléculas. El primer método de sintesis permite la formacion de hidrogeles con
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gran capacidad de absorcion de agua (hinchamiento), que resultan muy apropiados para
su utilizacion como sistemas de liberacion controlada de farmacos macromoleculares,
farmacos que presenten interacciones especificas con la matriz polimérica o f&rmacos
poco solubles en agua. Esto se debe, ademas de a su alto grado de hinchamiento, a su
gran cantidad de grupos funcionales, apropiados para interaccionar activamente con un
farmaco incorporado en su estructura. Las cinéticas de liberacion de farmacos dependen
de numerosos parametros ademas de la geometria del dispositivo de liberacion. Es decir,
estan condicionadas por las propiedades de la matriz polimérica que forma el sistema
(geometria, peso molecular, cristalinidad y temperatura de transicion vitrea) y por las
propiedades del propio farmaco (concentracion inicial, interacciones farmaco-polimero,
presion osmotica y solubilidad del farmaco). La combinacion y control de todos estos
parametros, permitira la obtencion de sistemas de liberaciéon controlada apropiados para
cada requerimiento. En este sentido, se han estudiado algunos de los PEC sintetizados
en presencia de quitosano como dispositivos de liberacion controlada de teofilina. La
teofilina es un broncodilatador potente que se utiliza en la fase inmediata del ataque
asmatico, con un indice terapéutico muy estrecho. Su posologia es complicada y
requiere una administracion muy particular. Una primera etapa de liberacion rapida
como tratamiento de choque, seguida de una segunda etapa lenta de mantenimiento de
los niveles de teofilina dentro del limite terapéutico. Los PEC ensayados presentaron

unos perfiles de liberacion de este farmaco muy prometedores.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

El quitosano de bajo peso molecular (Mr ~ 150000) de grado de acetilacion 19
% fue suministrado por Fluka. Antes de ser utilizado se purificé hinchandolo en agua
destilada (1 % p/v) al que se le afiadié unas gotas de acido acético glacial (Normasol,
99,5 % pureza) hasta llegar a un pH aproximado de 4. La solucion viscosa se filtra con
el fin de eliminar todo el residuo sélido insoluble y el filtrado se precipita con una
solucion de hidroxido sodico al 40 %. El solido se aisla por filtrado y posteriormente se
liofiliza durante 48 horas. Los mondmeros y copolimeros empleados en la sintesis de

estos PEC han sido descritos en el Capitulo 1 (Materiales y Métodos).

2.2 Interaccion del quitosano con el monémero AMPS

En primer lugar, se estudiaron las interacciones entre el CHI y el mondémero
AMPS (AMPSm). Para ello, se disolvieron diferentes proporciones de quitosano en
soluciones acuosas del monomero AMPS. Las mezclas de partida se nombrardn como
CHI-AMPSm (20:80), CHI-AMPSm (30:70), CHI-AMPSm (40:60) o CHI-AMPSm
(50:50), dependiendo de la composicion molar de las mezclas. Estas se dejaron bajo
agitacion magnética durante el tiempo necesario para la completa disolucion del
polisacarido. Posteriormente se precipitaron en etanol, con el fin de eliminar el
monomero residual que no haya interaccionado con el quitosano, y el precipitado se
secd a vacio hasta peso constante. Por Gltimo, se analizaron por FTIR (Perkin-Elmer
1720) y los espectros obtenidos se compararon unos con otros con el software del
equipo (OMNIC-4.1).

2.3 Sintesis de los complejos polielectrolpiticos

Las reacciones de polimerizacion en presencia de quitosano se llevaron a cabo
en agua destilada como disolvente, empleando persulfato amdnico como iniciador, a 50
°C. La concentracion global de monomeros fue 0,3 M y las fracciones molares en
alimentacion se encuentran especificadas en la Tabla 5.1. Los complejos se
denominaron DA50-Q, DA70-Q, DA90-Q y HA50-Q. HA70-Q, HA90-Q HA95-Q



Capitulo 5: Sintesis y Caracterizacion de PEC 145

dependiendo del tipo de sistema al que pertenezcan (DA: Sistema DMAA-AMPS; HA:
Sistema HEMA-AMPS) y de la composicion molar de DMAA o HEMA que incluyan.
La letra “Q” indica que los materiales contienen un 20% en peso de quitosano en
alimentacion (excepto el HA95-Q, que incluye un 25% en peso de quitosano).

El AMPS fue disuelto en el agua con el fin de obtener el pH &cido necesario para
disolver el quitosano. Después de la completa solubilizacion del quitosano, se afiadio a
la mezcla de reaccion el segundo mondmero y se burbujed nitrogeno durante 30
minutos. Posteriormente se afiadio el iniciador y la disolucion se introdujo en una estufa
a 50 °C, durante 24 horas. La disolucién homogénea y viscosa, mezcla de los reactivos,
da lugar a un precipitado blanco y un sobrenadante mucho menos viscoso que la mezcla
de reaccion de partida. Ambas fases fueron aisladas, para su posterior andlisis. El
precipitado se lavé con agua para eliminar el copolimero no injertado o no unido por

medio de enlaces idnicos al quitosano.

2.4 Caracterizacion

Todas las muestras (tanto su fase precipitada como el sobrenadante) fueron
analizadas por RMN-'H (Varian 300) y FTIR (Perkin-Elmer 1720). Ademas, los
precipitados se visualizaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM-
Philips).

2.5 Medidas de hinchamiento

Debido a la poca consistencia de los PEC sintetizados por este método, las
medidas de hinchamiento se realizaron en el interior de unas cesta de malla metalica
para proteger el material. La capacidad de absorcion de agua con el tiempo de los
compuestos sintetizados se estudié en soluciones tampén a pH 2, 7,4 y 10, con una
fuerza ionica 0,1 M a 37 °C. Los resultados fueron expresados como:

P-P
% =——20x100
I:)0

siendo P; el peso de la muestra hidratada a tiempo “i” y Pg el peso de la muestra seca.
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Ademas se registraron los maximos de hinchamiento de los materiales en todo el

rango de pH’s.

2.6 Liberacion de teofilina del sistema HA-Q

La prepararon pastillas de 100 mg PEC con 25 mg de teofilina, por mezcla
mecénica de ambos compuestos y compresion de la mezcla final (3 toneladas), para
obtener pastillas de 1 cm de didametro y 110 + 0,07 um de espesor. La liberacion se llevo
a cabo en tampodn fosfato a pH 7,4. Las pastillas se introdujeron en botes cerrados con
20 ml del tampon, y todo ello, en el interior de una estufa a 37 °C. A diferentes tiempos
se tomaron alicuotas de la solucién tampén (0,5ml) que se reemplazaron por tampdn
fresco. Las muestras se almacenaron en un congelador a —20 °C hasta su analisis por
UV (A = 350 nm)(espectrofotometro UV-Visible, Perkin-Elmer).
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3 RESULTADOSY DISCUSION

Cuando el proceso de polimerizacion de los PEC tiene lugar en presencia del
quitosano (CHI), en primer lugar se produciran las interacciones CHI-mondmero
anionico (apartado 3.1). Una vez iniciada la polimerizacion se produciran eventuales
reacciones de transferencia de los radicales poliméricos en crecimiento a los grupos

funcionales de los ciclos que constituyen el CHI, incluyendo tanto a los grupos amino

como a los grupos —OH presentes en su estructura®. Ademas, algunos autores defienden

que el sistema de iniciacion redox (persulfato amdnico), también producira reacciones

de transferencia a los ciclos de pirano del CHI 7. Este tipo de reaccion de injerto se
produce con gran frecuencia entre polisacaridos y mondmeros vinilicos al utilizar
iniciacion radical via redox. El sistema iniciador mas empleado con este proposito son
las sales de cerio, con las que se ha conseguido injertar acrilonitrilo,

dimetilaminoetilmetacrilato, 2-hidroxietilmetacrilato, etilenglicol monometilacrilato,

acrilamida y vinil prirrolidona en el esqueleto polisacéarido del quitosanoS.

En la obtencion de los PEC obtenidos en presencia de quitosano sintetizados en
este capitulo, se utilizo persulfato amonico como iniciador y por lo tanto, pueden sufrir
estas reacciones de injerto dando lugar a redes entrecruzadas. Si la estructura posee la
densidad de puntos de entrecruzamiento adecuada, se pueden llegar a formar estructuras
tridimensionales insolubles incluso cuando los grupos idnicos no se encuentran
ionizados, tal y como ocurre en el sistema HA-Q. Las propiedades de este tipo de
complejos se veran condicionadas por la hidrofilia de los monémeros, la proporcion de
polimero plantilla, la cantidad de grupos ionizables y su capacidad para formar enlaces

iGnicos que creen puntos de entrecruzamiento fisico en la estructura.

3.1 Interacciones guitosano-monomero AMPS

Se han estudiado las interacciones que tienen lugar entre el quitosano y el
mondmero AMPS (AMPSm) con el fin de determinar la formacién del complejo entre
ambas especies y en qué medida se forma. Se mezclaron soluciones acuosas de CHI y
AMPSm en diferentes proporciones. EI monémero acido siempre se afiadié en exceso,

con el propdsito de disolver el polisacarido. Las mezclas CHI-AMPSm se precipitaron
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en etanol, con el fin de aislar el complejo (el AMPSm es soluble en este disolvente).
Asi, el AMPSm que no interacciona con el CHI, permanecera en solucion, mientras que
el complejo precipita. Este se aislé por centrifugacion y se lavé varias veces con etanol,
posteriormente se seco a vacio hasta peso constante. Su analisis por FTIR (Figura 5.2)
confirma que se obtiene el mismo producto (99 % de correlacion entre unos compuestos
y otros), independientemente de la mezcla de reaccion, y que este precipitado esta
formado por ambos compuestos. Ya que se distinguen bandas caracteristicas del CHI
(3500-3300 vibracién NH-,0H-; 1651 cm™ amida I, 1577cm™ amida II, 1377 cm™ CH,
y las bandas caracteristicas de los polisacaridos a 1153, 1030 y 1077 cm™) y bandas
caracteristicas del AMPS (3420-3490 cm™ vibraciones NH- y OH-, 1647 cm™ amida I,
1522 cm™ amida Il y 1393 cm™ CH,, las bandas debidas a los grupos sulfénicos se
observan entre 1224-1153 cm™). Ademés, se observa el desplazamiento y cambio de
intensidad de algunas de las bandas, especialmente en la region donde aparecen los
grupos sulfonicos (que se desplazan a mayores frecuencias y cambian de intensidad).
Ademés, el hombro ancho que aparece a 2500 cm™ se puede atribuir a la formacién de
grupos NHs". Todo esto sugiere que tiene lugar la interaccion i6nica de ambas especies
y por tanto, el CHI actuard como plantilla de la polimerizacion, dando lugar a una

polimerizacion dirigida.

CHI-AMPSM
(20:80)

CHI-AMPSM
(30:70)

CHI-AMPSmM
(40:60)

T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

vem®

Figura 5.2: Espectros de FTIR del complejo CHI-monémero AMPS obtenidos por

mezcla de soluciones acuosas de ambos compuestos.
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3.2 Caracterizacion de los PEC

Las dos fases que se obtuvieron tras la polimerizacion de los copolimeros en
presencia de quitosano se analizaron por separado. Los espectros de RMN-'H
demostraron que tanto el sobrenadante, como el precipitado (PEC) tenian el mismo
contenido en mondmeros, y que Unicamente el precipitado presentaba quitosano en su
estructura. Esto indica, que la reactividad relativa del los mondmeros no se ve afectada
por la presencia del quitosano, aunque si podria afectar a la velocidad de

polimerizacion.

La Tabla 5.1 muestra la composicién de los PEC obtenida mediante RMN-'H.
En ella se muestran las composiciones tanto en alimentacion como en el complejo
después de la polimerizacion, aislamiento y purificacion del material. Con el fin de
comprender el comportamiento de los sistemas, se debe comparar la proporcion de
grupos sulfénicos (AMPS) y grupos amino libres (CHI, se ha de tener en cuenta el
grado de desacetilacion de la molécula). De esta forma se puede tener una idea de las
interacciones idnicas que puedan tener lugar entre ambas macromoléculas. Del mismo
modo, estas interacciones daran gran informacion acerca del comportamiento de los

sistemas en medios acuosos tamponados.

Fracoide mofar | Fracoion molar | Fracoion molar | Fracoion molar
HEAA AnMps £1AA4 CHT

Alirment PEC Alirment PEC Alirment PEC Aliment PEC
£A580-07 = = 43 25 43 26 14 29
LAZO-Q S S 26 24 (e 56 1z 20
£AGI-(} S S g9 ] 20 a2 11 12
HAS0-(7 4z S 4z S S S 16 S
HAZ0-7 &0 i 26 20 S S 14 14
HASI-Q 20 76 g 9 S S 1z 15
HAGS-(} 20 a0 4 3 S S 16 17

Tabla 5.1: Composicion molar de los PEC sintetizados por “template” determinada por
RMN-'H.

La Figura 5.3, muestra el espectro infrarrojo del complejo HA70-Q, de los
homopolimeros PHEMA y PAMPS, ademas del espectro del CHI. Se observan bandas
caracteristicas de todos los componentes del sistema y ademas, se observa el
desplazamiento de algunas de estas bandas como resultado de la interaccion entre

grupos funcionales.
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PHEMA

CHI

HAT70

HA70-Q
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Figura 5.3: Espectros de FTIR del PEC HA70-Q, del copolimero HA70, de sus
correspondientes homopolimeros (PHEMA y PAMPS) y del quitosano (CHI).

T DAGHAE 200 am HA70-Q

Figura 5.4: Imagenes de SEM de los complejos sintetizados por “template” a diferentes

aumentos. Debe tenerse en cuenta que las fotografias han sido tomadas a diferentes aumentos.
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Los materiales obtenidos por este método forman redes tridimensionales cuyo
tamafo de poro viene gobernado por su capacidad de absorcion de agua. Fueron
visualizados por microscopia electrénica de barrido (SEM). En la Figura 5.4 se
muestra el aspecto de algunos de estos compuestos. Los complejos del sistema DA-Q,
son muy diferentes unos de otros: DA50-Q forma laminas desordenadas, DA70-Q
forma una estructura mas organizada en forma de celdas alargadas y DA90-Q forma una
red fina tipo marafia. Sin embargo el sistema HA-Q forma estructuras muy similares,
parecidas a la estructura del HA70-Q, similar a su vez a la del DA70-Q (notese la
distinta magnificacion de las imagenes).

3.3 Estudio del hinchamiento de los complejos obtenidos con plantilla

La disolucién de un polimero soluble se produce mediante una primera etapa de
difusion del disolvente en el interior de la masa del polimero hinchandolo, hasta lograr
la separacion de las cadenas y su incorporacion en la disolucion. Cuando un polimero
no es soluble, Unicamente se produce la etapa de hinchamiento. Este proceso esta
directamente relacionado con el caracter hidrofilico del polimero. En este apartado se
han estudiado los procesos de hinchamiento y disolucién de los PEC sintetizados con
plantilla (“template polymerization”), con el fin de comprender los parametros que
gobiernan el comportamiento de estos materiales en soluciones acuosas tamponadas a
distinto pH y de esta forma, elegir los complejos apropiados para la liberacién
controlada de teofilina.

El sistema HA-Q da lugar a hidrogeles con gran capacidad de absorcion de agua
gue mantienen su estructura a lo largo de todo el experimento (excepto la formulacién
HAS50-Q). En la Figura 5.5 se muestran la variacion del grado de hinchamiento de los
materiales con el tiempo. En ella se observa un primer periodo de difusion rapido (entre
1y 2 horas dependiendo del material) hasta que se alcanza el equilibrio. De las cuatro
formulaciones sintetizadas, solo tres permanecen estables a lo largo de todo el ensayo (2
meses) puesto que HA50-Q comienza a perder peso a las pocas horas de empezar el
analisis. HA50-Q es el PEC con mayor AMPS en su estructura y por tanto, el que
presenta mayor cantidad de grupos ionicos (mas hidrofilico). La entrada masiva de

moléculas de agua en su estructura débilmente entrecruzada, provoca que el PEC no

soporte su propio peso y termine disolviéndose9.
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Figura 5.5: Variacion del grado de hinchamiento con el tiempo de () HA50-Q, ( ) HA70-Q,
(®)HA90-Q vy (A)HA95-Q en midio acuoso tamponado a pH 2 y 37 °C, a tiempos cortos de

analisis.

El hinchamiento de estos sistemas esta directamente relacionado con la cantidad
de grupos idnicos presentes en su estructura, asi como el grado de ionizacion de los
mismos. Por lo tanto, a la hora de interpretar el comportamiento de los sistemas con el
pH, se han de tener muy presentes tanto la composicién molar de cada uno de los
componentes, como el pK, de cada una de las especies idnicas. EI AMPS presenta

grupos sulfonicos en su estructura, cuyo grado de ionizacion puede considerarse igual a

la unidad®. El quitosano presenta grupos amino libres en su estructura y un pKa chi =
6,3. Si observamos la Figura 5.6 en la que se representa la variacion del maximo de
hinchamiento en el rango de pH entre 2 y 12, para el PEC HA70-Q, observamos que el
maximo de hinchamiento esta gobernado por el grado de ionizacién del CHI. Es decir, a
pH’s en los que el CHI esta ionizado o parcialmente ionizado (pH < pKa (6,3)), se
forman enlaces idnicos que entrecruzan la red con mayor efectividad y disminuyen la
hidrofilia, haciendo mas dificil la entrada de agua en la estructura tridimensional
(disminuyendo el hinchamiento). Sin embargo, a pH > pK; (6,3) el maximo de
hinchamiento permanece practicamente constante. A pesar de no existir enlaces ionicos
entre las macromoléculas, la estructura tridimensional se mantiene. Esto se debe a los
puntos de entrecruzamiento creados en las reacciones de transferencia, comentadas

anteriormente en el apartado 3.1.
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Figura 5.6: Variacion del maximo de hinchamiento con el pH, del PEC HA70-Q.

En la Figura 5.7 se muestran los maximos de hinchamiento de los complejos
polielectroliticos registrados a pH 2, 7,4 y 10. El asterisco indica que el PEC se disuelve
a lo largo del experimento. Por lo tanto, los datos de hinchamiento de HA50-Q no son

significativos y en definitiva no son comparables con las demas formulaciones.

Como puede observarse en el diagrama de barras, el comportamiento de los PEC
a pH > pKj cri (6,3) es muy similar, y el hinchamiento aumenta al aumentar la

proporcién en AMPS (ya que es la Unica especie ionizada en este pH).

Sin embrago, a pH < pKj cai (6,3) el perfil de absorcion de agua es muy
diferente. La capacidad de hinchamiento estd gobernada por la densidad de puntos de
entrecruzamiento por enlace ionico, y por tanto, por la proporcion de grupos sulfonato y
grupos amino libres ionizado que puedan interaccionar. HA70-Q contiene mayor
cantidad de AMPS que CHI en su estructura. A pH = 2, una vez ionizados los grupos
amino y formados los enlaces idnicos, quedaran menos grupos sulfénico sin
interaccionar que a pH's 7,4 y 10 y en consecuencia, la estructura entrecruzada tendra

menor capacidad de absorcion de agua.

En la Tabla 5.1, se observa que HA90-Q contiene una cantidad similar de
grupos iénicos complementarios (9 % AMPS y 12,15 % grupos amino libres o anillos

desacetilados de CHI). Esto implica un mayor nimero de enlaces ionicos en la



154 Capitulo 5: Sintesis y Caracterizacion de PEC

estructura y una menor proporcion de grupos ionicos libres y en definitiva un menor

hinchamiento a este pH.

2000 - B HA50-Q 0 HA70-Q mHA90-Q mHA95-Q

1600 -
1200 - *

800 ~

% hinchamiento
*
*

400 -

pH=2 pH=7.4 pH=10

Figura 5.7: Maximos de hinchamiento del los PEC HA-Q.

HA95-Q es el PEC con mayor cantidad de grupos amino libres (13,77 % grupos
amino libres, frente a un 3% de AMPS en la estructura). Una vez formados los enlaces
ionicos, quedaran grupos amino ionizados sin interaccionar que contribuyen a aumentar
la hidrofilia del material a este pH. En estas condiciones el PEC presentard una carga

global positiva, mientras que HA70-Q la presenta negativa.

Los complejos polielectroliticos DA-Q forman también estructuras

tridimensionales débilmente entrecruzadas que absorben grandes cantidades de agua en

su estructura, pero tal y como se ha descrito en otras ocasiones?, la gran hidrofilia de la
DMAA provoca la entrada masiva de agua al sistema que estos materiales débilmente
entrecruzados no pueden soportar su propia masa y terminan por disolverse. Su
comportamiento el medios acuosos tamponados pueden resumirse como una primera
etapa de difusion de agua en la estructura (1-2 horas), un pseudoequilibrio y una ultima
etapa de disolucion que en algunos casos, solo se observa a tiempos de analisis largos
(Figura 5.8). La etapa de pseudoequilibrio y la de disolucion dependen tanto de la

composicion e hidrofilia del material como del pH del medio tamponado.
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Figura 5.8: Representacion gréafica del estudio gravimétrico de absorcion de agua de los PEC
DA50-Q (@), DA70-Q (m) y DA90-Q (A) en medio acuoso tamponado a pH 10 y 37 °C a

tiempos cortos (izquierda) y tiempos largos de andlisis (derecha).

Las diferencias observadas en el comportamiento de ambos sistemas podria estar

relacionadas con la menor hidrofilia del monémero HEMA.

3.4 Liberacion de teofilina

La teofilina (Figura 5.9) es una metilxantina empleada en el tratamiento de la
fase inmediata del ataque asmatico y su efecto principal es la dilatacion de los
bronquios. La estrechez de los margenes entre la dosis terapéutica y de seguridad, el
problema de interaccion con otros farmacos y la posibilidad de efectos a largo plazo
sobre el sistema nervioso central han provocado la intranquilidad de muchos autores
que han sugerido que este farmaco no deberia ser el principal en el tratamiento del

asma. No obstante, las preparaciones de liberacion sostenida pueden ser provechosas

para tratar el asma nocturnalO. Debido a las grandes variaciones interindividuales en la
eliminacién de la teofilina, el ajuste de la dosis debe ser individualizado y establecido
por el médico. En el tratamiento de las crisis asmaticas severas se recomienda el uso de
la via intravenosa. En las crisis leves 0 moderadas pueden ser Utiles las teofilinas orales
de liberacion répida. En estos casos, se recomiendan tratar al paciente con una dosis de

ataque de 5-6 mg/kg y posteriormente ajustar la posologia segin la tolerancia que

presente el individuo al farmacoll. Por lo tanto, es importante disponer de dispositivos

de dosificacion controlada que proporcionen este tipo de perfil de liberacion, es decir,
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una primera etapa de liberacion rapida, seguida de una etapa de liberacion lenta o

mantenimiento durante periodos mas largos de tiempo.

T
ch\N N>
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Figura 5.9: Estructura quimica de la teofilina

Los hidrogeles que absorben grandes cantidades de agua son especialmente
indicados en el caso de farmacos poco solubles en agua, farmacos que presenten
interacciones especificas 0 macromoléculas. Nuestros PEC HA-Q pertenecen a este tipo
de hidrogeles y se utilizaron con el fin de conseguir matrices de liberacidn controlada de
teofilina. La teofilina, es una molécula basica que presenta un pK, = 8,77 y un pKy =
13,5-11,5. Es soluble en agua caliente, en solucion alcalina y solucion &cida e insoluble
en disolvente organicos. La liberacion del farmaco se monitorizo por espectroscopia UV

y se consiguieron los perfiles de liberacion que aparecen representados en la Figura
5.10.
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Figura 5.10: Liberacién controlada de teofolina de los PEC (#) HA70-Q, () HA90-Q
y (A) HA95-Q, en tampon fosfato 0,1 M, pH 7,4 y fuerza i6nica 0,1 M, a 37 °C.
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Los perfiles de liberacion obtenidos para estos tres materiales son muy
interesante para la liberacion sostenida de la teofilina. En los tres casos se produce
una primera etapa de liberacién rapida que coincide con la etapa de difusion de
agua en la matriz macromolecular (Figura 5.5) y una segunda etapa de liberacién
mas lenta que se mantiene durante dias. La cinética de liberacion esta estrechamente
relacionada con el proceso de absorcion de agua de la matriz polimérica y con la
naturaleza acida o basica de la misma. Si unicamente influyese el hinchamiento del
sistema, se obtendria una velocidad de liberacion que variaria en este sentido
HA70-Q > HA90-Q > HA95-Q. Sin embargo, las interacciones especificas
polimero-farmaco juegan un papel importante en el proceso de liberacion. La
teofilina (basica) interacciona en mayor medida con aquellos PEC que incorporan
mayor proporcion de moléculas acidas (AMPS). Asi se obtiene que el perfil de
liberacion mas rapido es el de HA95-Q (con menor proporcion de AMPS y mayor
de CHI).

En definitiva, en el proceso de liberacién sostenida de teofilina de las
matrices poliméricas intervienen dos caracteristicas de las moléculas
conjuntamente: su capacidad de absorcion de agua (hinchamiento) y la basicidad o
acidez de la matriz polimérica. La combinacion apropiada de mondémeros y CHI
podria dar lugar a numerosos perfiles de liberacion diferentes, apropiados para el
tratamiento de este tipo de enfermedades respiratorias.
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1 INTRODUCCION

Tal y como se describié en la introduccion, un biomaterial se define como
“cualquier material, natural o sintético, utilizado para la fabricacion de dispositivos

biomédicos destinados a interaccionar con un medio biol6gico, para mejorar o

reemplazar las funciones de los tejidos vivosl™. El requisito fundamental para que un
biomaterial pueda ser utilizado con fines biomédicos es que pueda coexistir con el
organismo humano sin que desencadene un efecto inapropiado o no deseado, es decir
debe ser biocompatible. Se puede decir que un material es biocompatible si resulta
inerte 0 presenta una interaccién apropiada y positiva con el medio fisioldgico. La
evaluacion de la biocompatibilidad de un biomaterial, generalmente se refiere a la
determinacion de las interacciones bioldgicas que tienen lugar entre un dispositivo
biomédico y el entorno vivo. Estas deben determinarse mediante la magnitud y duracion
de las alteraciones en los mecanismos homeostaticos. Por lo general, un biomaterial
debe ser no-toxico, no-carcinogénico, no-trombogénico, debe tener unas propiedades
mecénicas apropiadas para su aplicacion, no debe causar reaccion inmunolégica y si

degrada, los nuevos productos formados deben ser a su vez no-téxicos. La norma ISO

109932 recoge todas las especificaciones a tener en cuenta y los ensayos que deben

realizarse durante el disefio de un nuevo dispositivo biomédico.

La interaccion de la superficie de un biomaterial con la sangre es el primer

evento que tendra lugar tras su implantacién, siendo la adhesion de las proteinas

plasmaticas el paso més rapido después de la adsorcién de agua e iones inorganicoss.
La adsorcion de proteinas influye en las interacciones celulares con la superficie del
material, es decir, determinadas células pueden no adherirse a la superficie de un
material, pero pueden llegar a hacerlo si existen ciertas proteinas sobre su superficie.
Por lo tanto, las proteinas adsorbidas mediaran la adhesion celular al biomaterial. Debe
tenerse en cuenta que no solo el tipo y la cantidad de proteinas adsorbidas determinan la
actividad bioldgica de un dispositivo, sino también la organizacion y conformacion de

las mismas. Por lo tanto, la adsorcion de proteinas en la superficie de un biomaterial

puede ser la clave para mejorar o disefiar un biomaterial biocompatible?.
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La actividad celular local en el lugar donde se coloca un implante juega un papel
principal en el destino y funcionalidad del biomaterial y en la recuperacion y
cicatrizacion del tejido que lo rodea. Los cultivos celulares proporcionan un modelo de
investigacion de las interacciones entre células y el medio que las rodea, por ejemplo, su
respuesta a factores de estimulacion y el contacto con un biomaterial. Todos los
materiales con posible aplicacién clinica deberian someterse a un riguroso “screening”
in vitro de toxicidad y biocompatibilidad. Estos ensayos poseen ciertas ventajas sobre la
experimentacion in vivo, ya que permiten el estudio detallado de un tipo particular de
células sin la complejidad asociada a los modelos in vivo y deberian utilizarse como
estudio preliminar antes de recurrir a un modelo animal. Los cultivos celulares, con un
namero limitado de variables, permiten la directa observacion de las interacciones
celula-biomaterial. Ademas, el microentorno de los sistemas de cultivo puede ser
disefiado, modificado y mantenido para estudiar el efecto de distintas variables en

condiciones controladas.

La biocompatibilidad de un hidrogel esta directamente relacionada con su
capacidad de absorcion de gran cantidad de agua. Su permeabilidad al agua, iones y
pequefias moléculas permiten el paso de nutrientes, metabolitos y productos de desecho
de los tejidos circundantes. Ademas, su suave consistencia reduce la irritacion del tejido
receptor por efectos mecanicos o de friccion. El alto grado de hidratacidn alcanzado por
estos materiales proporciona una tension interfacial polimero-tejido muy baja o nula,
reduciendo la adhesion proteica y celular a un minimo. Ademas, los microdominios
hidrofilicos-hidrofébicos influiran en las caracteristicas de las proteinas adsorbidas y
por tanto en la adsorcion celular, favoreciéndola o impidiéndola. Dependiendo de la

aplicacion del biomaterial buscaremos uno u otro efecto.

Las buena biocompatibilidad que suelen presentar los hidrogeles ha hecho que
estos materiales se hayan utilizado en casi todos los campos de aplicacion médica:
recubrimientos (suturas, catéteres, sensores...), dispositivos de liberacion controlada de

farmaco (antibidticos, anticoagulantes, anticuerpos, enzimas, anticonceptivos...) 0 como

materiales homogéneos (lentes de contacto, corneas artificiales, dentaduras...)2:6
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El objetivo de este capitulo fue evaluar la citotoxicidad de algunos de los
materiales sintetizados en el Capitulo 5: los complejos polieletroliticos (PEC) HA-Q y
DA-Q, sintetizados por copolimerizacion de los mondmeros correspondientes en
presencia de quitosano. Su alto grado de hinchamiento y porosidad, les proporcionan
buenas caracteristicas para ser utilizados como dispositivos de liberacion controlada de

farmaco, ya que las células no se adhieren en su superficie.
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2 MATERIALES Y METODOS

La biocompatibilidad de los materiales HA-Q (HA70-Q, HA-90-Q y HA95-Q)
se testd sobre los materiales tal y como se obtuvieron (Capitulo 5: Materiales y
Métodos). Para ello se hicieron pastillas por compresion, de 1cm de didmetro y
aproximadamente 100 um de espesor. Sin embargo, la mayor hidrofilia y menor
consistencia de los PEC DA-Q (DA50-Q, DA70-Q y DA90-Q) hizo imposible su
manipulacion para este tipo de ensayos, ya que las pastillas terminaban por disgregarse
a lo largo de los experimentos. Por ello, el sistema DA-Q fue entrecruzado con vapor de
glutaraldehido durante distintos tiempos de reaccion (24 horas, 48 horas y 5 dias), la

nomenclatura que tomaremos a continuacion se detalla en la Tabla 1.

Tiempo reaccion DA50-Q

DA50-Q

DA70-Q
DA70-Q

DA90-Q
DA90-Q

No entrecruzado

24 horas DA50-Q-24glut | DA70-Q-24glut | DA90-Q-24glut
48 horas DA50-Q-48glut | DA70-Q-48glut | DA90-Q-48glut
5 dias DA50-Q-5glut DA70-Q-5glut DA90-Q-5glut

Tabla 7.1: Nomenclatura de los materiales del sistema DA-Q entrecruzados y no entrecruzados.

El medio de cultivo, los aditivos y los discos de Thermanox™ (TMX) y
policloruro de vinilo (PVC) fueron suministrados por Life Technologies, y todo el
material de plastico para el cultivo por Becton-Dockinson. La tripsina, el tampon
fosfato (PBS), el ascorbato y el MTT los administré Sigma. Los demas reactivos fueron
obtenidos de Merck. Todas las muestras fueron esterilizadas mediante irradiacion
gamma, utilizando una dosis de 2,5 Mrad (Swann Morton, UK) siguiendo estrictamente

los métodos estandar para dispositivos médicos.

2.1 Cultivo celular in vitro

En primer lugar se obtuvieron cultivos primarios de celulas osteoblasticas

(HOB) mediante su aislamiento de cabezas de fémur de pacientes sometidos a una

artroplastia de cadera siguiendo el protocolo de trabajo descrito por Di Silvio en 19957,

las células se cultivaron a 37°C y atmosfera de CO, al 5%.
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Figura 7.1: Pasos para obtener un cultivo celular primario de células osteoblasticas (HOB) a

partir de una cabeza de fémur.
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El medio de cultivo fue “Dubelco’s Modified Eagle’s Médium” (DMEM),
complementado con un 10% de suero fetal bovino (FCS), un 1% de aminoacidos no
esenciales (NEAA), 0,02M de tampon acido [4-(2-(hidroxietil)-1-piperazinetano-
sulfénico] (HEPES), L-Glutamina 2 mM, 100 unidades ml™* de penicilina y 100 pg ml™
estreptomicina y 150 pg ml™de ascorbato. EI medio de cultivo se cambi6 cada tres dias.
Cuando los frascos alcanzaron la confluencia, las células se digerieron utilizando
tripsina (Sigma) al 0,02% en PBS y HEPES 0,02 M. La suspension de celulas se
centrifugo a 2000 rpm durante 5 minutos y el precipitado se resuspendidé en medio de
cultivo utilizando una jeringuilla para romper los agregados. La viabilidad de las células
se observé mediante su tincion con “Tripan Blue” y la densidad celular se calculo
mediante un hematocitometro. La suspensién original de células se diluyd hasta la
densidad deseada y se homogeneizé con la ayuda de una pipeta Pasteur antes de

sembrarlas sobre los materiales.

2.2 Tests de citotoxicidad

Se realizaron métodos tanto directos, como indirectos, para determinar la
citotoxicidad de los materiales. En los métodos indirectos, la citotoxicidad se mide tras
exponer a las células a los extractos acuosos de los materiales obtenidos a distintos
tiempos de elucién. Los ensayos indirectos se basan en la medida de la accion de
enzimas mitocondriales sobre sales de tetrazolio (MTT), la accion redox de células en el
medio de cultivo (Alamar Blue) y el uso de tintes de viabilidad (Neutral Red). En los
ensayos directos, las células se ponen en contacto directo con los materiales y después
de diferentes tiempos se tratan con tintes fluorescentes capaces de diferenciar las células

vivas de las muertas.

2.2.1 Medio de elucién

Se obtuvieron extractos acuosos tanto de los materiales ensayados, como de los
controles (Thermanox™: control negativo; PVC: control positivo). Se introdujeron las
muestras (110 mg) en tubos Falcon con 20 ml de medio de cultivo sin ascorbato (este
reactivo interfiere con el ensayo MTT). Los tubos colocaron en un rotor a 37°C vy el

medio se recopil6 al cabo de diferentes tiempos (4 horas, 24 horas, 48 horas y 7 dias).
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Los extractos obtenidos se almacenaron a —20°C hasta su analisis. Todo el protocolo de

trabajo se realiz6 bajo condiciones estériles.

2.2.2 Ensayo MTT

El ensayo MTT mide la accion de las deshidrogenasas mitocondriales de las

células vivas sobre la sal de tetrazolio: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT)8. La sal es transformada por las enzimas en cristales azules
insolubles, que absorben a 570 nm. Las enzimas que realizan esta accién solo se

encuentran en células vivas, y el color azul producido es proporcional al nimero de

células vivas presentes?. Este ensayo fue elegido por su gran sensibilidad10.

Se sembraron células HOB en microplacas estériles de 96 pocillos en una
densidad de 1x10* células/pocillo en medio de cultivo completo hasta que alcanzaron la
confluencia. En este momento el medio se reemplazo por el correspondiente extracto
(100ul/pacillo). Las placas se colocaron en una incubadora a 37°C, aire humidificado y
atmosfera de CO, al 5%. Al cabo de 24 horas, se afiadio una solucion de MTT en PBS a
37°C a cada pocillo para dar una concentracion final de 0,5mg/ml y las placas se
volvieron a meter en la incubadora durante 4 horas. Después, se desecha el exceso de
medio de cultivo y MTT y se afiaden 100 ul de dimetilsulféxido (DMSO) a cada
pocillo, con el fin de disolver los cristales formados. Las microplacas se agitan durante
10 minutos para asegurarnos que los cristales se disuelven en el DMSO y se midi6 la
absorbancia a 570 nm, con una longitud de onda de referencia de 630 nm, en un lector
de microplacas Dynatech MR700. Para evaluar el efecto citotoxico de los extractos de
los materiales, los resultados fueron normalizados respecto al control negativo (TMX =
100 %) vy se realizaron test estadisticos de ANOVA (p<0,05).

2.2.3 Ensayo Alamar Blue

El Alamar Blue es un indicador redox que responde a la reduccion u oxidacion

del mediol1,12, En este ensayo se produce fluorescencia y cambio de color en respuesta

a la reduccion quimica del medio de cultivo por la accion del crecimiento y division

celularl3,
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Al igual que en el ensayo MTT, se sembraron células HOB en microplacas
estériles de 96 pocillos en una densidad de 1x10* células/pocillo en medio de cultivo
completo hasta que alcanzaron la confluencia. En este momento el medio se reemplazo
por el correspondiente extracto (100ul/pocillo). Al cabo de 24 horas de incubacion, se
reemplazé el extracto por 100 ul de una disolucion de Alamar Blue (Alamar Blue
(Bioscource) al 10% en medio DMEM sin “phenol red”). Pasadas tres horas de
incubacion, la fluorescencia creada se midié en un fluorimetro Fluoroskan, empleando
una longitud de onda de excitacién de 510 nm y una longitud de onda de emisién de
590nm. Para determinar el efecto de los extractos de los materiales sobre las HOB, los
resultados fueron normalizados respecto al control negativo (TMX = 100 %) y se

realizaron test estadisticos de ANOVA (p<0,05) respecto al mismo (TMX).

2.2.4 Ensayo Neutral Red

El ensayo Neutral Red (NR) mide la actividad lisosomal de las células y esta
basado en la determinacion espestroscopica del hidrocloruro de 3-amino-m-

dimetilamino-2-metilfenazina (NR) almacenado por en los lisosomas de células

viables10,14,15 Como en los dos casos anteriores, los resultados fueron normalizados
respecto al control negativo (TMX = 100 %) y se realizaron test estadisticos de

ANOVA (p<0,05) respecto al mismo (TMX), con el fin de evaluar la respuesta celular.

2.3 Microscopia

2.3.1 Microscopia optica

En los ensayos indirectos, la morfologia de las células expuestas a los extractos
de los materiales, fue observada cada dia para detectar los efectos citotoxicos de los
mismos. Durante el ensayo directo(Vida/Muerte), se examind regularmente la
morfologia de las células HOB sobre TMX (control negativo) mediante un microscopio

oOptico, con el fin de monitorizar cualquier cambio o anomalia en los cultivos.
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2.3.2 Microscopia confocal: Ensayo Vida/Muerte

Se utiliz6 una combinacién de ““calcein AM™, un tinte no fluorescente que es
transformado por las células vivas en *“calcein” fluorescente, y “ethidium homodimer-
17, tinte que pasa a través de las membranas dafiadas para unirse al ADN16, para
determinar la viabilidad de las células HOB sembradas en contacto directo con los

materiales.

Las células HOB se sembraron en micromasa sobre los materiales secos o

previamente hinchados en una densidad de 1,5x10° células mI* durante 24 horas. El

medio de cultivo se reemplazé por una disolucién (100 pl) de 1ug mi™ de los dos tintes
anteriormente mencionados. Después de una hora de incubacion, las muestras se

visualizaron en un microscopio confocal (Nikon).
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sistema HA-O

Los resultados obtenidos mediante el ensayo MTT sugieren que los extractos
liberados al medio por el sistema HA-Q a las 4 horas de poner el material en contacto
con el medio, ejercen un efecto perjudicial sobre la actividad mitocondrial de las
células. Sin embargo, se recuperan niveles normales o incluso superiores de actividad
mitocondrial con las alicuotas de 24 horas, 48 horas y 7 dias de los materiales en

contacto con el medio de cultivo (Fig 7.2).

MTT HA-Q W 4h O 24h W 48h B 7d
150
120 -

90 -

%

60 -

30

TMX PVC HA70-Q HA90-Q HA95-Q

Figura 7.2: Resultados del ensayo MTT del sistema HA-Q y de los controles negativo (TMX) y

positivo (PVC). Los resultados son la media + desviacion estandar (DS), para n=8.

Los ensayos Alamar Blue y Neutral Red no detectan cambios en el
metabolismo celular y actividad lisosomal de una poblacion de HOB expuesta a

alicuotas eluidas de los materiales HA-Q, respectivamente.

Por lo tanto, se pueden sacar conclusiones similares de los tres ensayos
indirectos que monitorizan diferentes aspectos de la actividad celular. Todos los
extractos toxicos (mondmero residual, cadenas de bajo peso molecular...) se liberan
durante las primeras 4 horas del ensayo de elucion y las células recuperan niveles
normales en las siguientes horas. La informacion obtenida por los tres experimentos

confirma los mismos resultados. Sin embargo, la mayor sensibilidad de el ensayo
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MTT10 hace que sea el Gnico en detectar el efecto negativo de los productos liberados

por los materiales.

Alamar Blue HA-Q

W 4h O24h W48h WM 7d

140 -
120 -
100 -
80 -

%

60
40 ~
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TMX PVC HA70-Q HA90-Q HA95-Q

Figura 7.3: Resultados del ensayo AB para el sistema HA-Q y de los controles negativo

(TMX) y positivo (PVC). Los resultados son la media + desviacion estandar (SD), para n = 8.

3.2 Sistema DA-Q

El sistema DA-Q fue entrecruzado utilizando para ello vapor de glutaraldehido
durante diferentes tiempos de reaccion, obteniendo los materiales detallados en la Tabla
7.1

HZC‘:/ \C‘:Hz HZC‘)/ \C‘:Hz HZC‘:/ \(‘ZHZ
C C N CH_ CH ) CH_ CH
— \ / AN HO/ \O/ \OH \O/
" W © HO \o

Figura 7.4: Esquema de la estructura en equilibrio del glutaraldehido en solucién acuosa.

El glutaraldehido es un reactivo muy utilizado en el campo de la medicina, que
ha sido ampliamente utilizado como agente de entrecruzamiento para la preparacion de

protesis y para el entrecruzamiento de proteinas y polisacaridos en el disefio de

dispositivos de liberacién controlada de farmacos.17.
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Figura 7.5: Esquema de la reaccion del glutaraldeido con aminas primarias.

La ventaja del glutaraldehido frente a otros es que reacciona rapidamente y es
capaz de extenderse distintas distancias entre moléculas, ya que una solucién acuosa de
glutaraldehido esta formada por una mezcla de especies en equilibrio (aldehido libre,
hemiacetales poliméricos ciclicos y varios polimeros o,B-insaturados) (Figura 7.4). De
esta forma es capaz de reaccionar con un mayor nimero de grupos amino de las

moléculas obteniendo redes fuertemente entrecruzadas, en las que se retarda la

biodegradacion y aumenta la estabilidad estructural18,19,

El glutaraldehido polimerizado reaccionard con las aminas primarias del
quitosano para formar un enlace imino estabilizado (base de Schift) y no reacciona

mediante una adicion tipo Michael (Figura 7.5).

Los extractos liberados al medio de los materiales DA-Q durante las primeras
cuatro horas del experimento, resultaron citotoxicos en todos los casos, segun los datos
obtenidos mediante el ensayo MTT (Figura 7.6). La toxicidad aumenta
considerablemente con el tiempo de entrecruzamiento con glutaraldehido. Esto
significa, que el efecto citotoxico descrito, probablemente se debe a los restos de

glutaraldehido que permanecen sin reaccionar en la superficie de los materiales. Sin
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embargo, la respuesta recupera niveles normales con los siguientes extractos,

confirmandose los resultados expuesto por Gendler et al.20, quienes defendian que los
efectos citotoxicos del glutaraldehido residual desaparecian por eliminacién o

inactivacion del mismo, tras un lavado exhaustivo de los materiales.

a b
MTT DA-Q MTT DA-Q-48 glut
Wdh D2dn masnh m7d H4h O24h H48h E7d
120 4 120 -
90 | 901 L 1
® 60+ = 60
I
30 304
04 04
TMX PVC DA50 DA70 DA90 TMX PVC DA50 DA70 DA90
(48h-glut) (48h-glut) (48h-glut)
C d MTT DA-Q-5 glut B 4h O24h W 48h W 7d
MTT DA-Q-24 glut
B 4h 0124h W 48h W 7d
- T
B3 B
TMX PVC DA50 DA70 DA90 TMX PVC DA50 DA70 DA90
(24h-glut) (24h-glut) (24h-glut) (5d-glut)  (5d-glut)  (5d-glut)

Figura 7.6: Resultados del ensayo MTT del sistema DA-Q entrecruzado a diferentes tiempos de
reaccion (a: no entrecruzado; b: 1 dia de reaccidn; c: 2 dias de reaccion; d: 5 dias de reaccién) y

de los controles negativo (TMX) y positivo (PVC).

Los ensayos Alamar Blue y Neutral Red detectan Unicamente la citotoxicidad
de los extractos de los materiales entrecruzados con vapor de glutaraldehido durante 5
dias. Esto se debe, como ya se indico anteriormente, a la menor sensibilidad de estos

ensayos respecto al MTT.
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3.3 Microscopia confocal: Ensayo Vida/Muerte

El ensayo Vida/Muerte llevado a cabo mediante microscopia confocal es un
ensayo cualitativo y directo, con el que se pretendia tener una idea de la morfologia y
supervivencia de las células en contacto con los PEC. No se llevé a cabo el recuento de
calulas vivas y muertas, pero se observo la fluorescencia de las células tefiidas y

sembradas en toda la superficie del material.

Existen notables diferencias entre los resultados obtenidos para los hidrogeles
secos y previamente hinchados. Cuando la siembra de las células se realizé sobre los
materiales secos, se observaron pocas células sobre la superficie de los hidrogeles. Su
morfologia se mantenia redonda, y no se observo en ningln caso indicios de adhesion
celular (pseudopodos o aplanamiento de las células). Este comportamiento es muy
comun en el caso de células en contacto con superficies muy hidrofilicas. Ademas, la
mayoria de ellas estaban muertas. Es decir, el nucleo de las HOB se observo tefiido de
rojo, lo que indica que el “ethidium homodimer” atravesé las membranas dafiadas de las
células muertas y lleg6 hasta el nucleo para unirse al ADN nuclear (Figuras 7.7-ay 7.9-
a). Esto indica que la viabilidad de las células se ve tremendamente afectada por el
proceso de hinchamiento de los materiales, y probablemente sufran un proceso de
deshidratacion severa durante el mismo. En las Figura 7.7 las células que se observan
sobre la superficie del DA70-Q poseen una morfologia redondeada y sus nucleos
aparecen tefiidos de rojo. El sistema HA70-Q (Figura 7.9) muestra el mismo
comportamiento, las células que se encuentran sobre la superficie presentan el nucleo

tefiido de rojo.

Sin embargo, cuando la siembra se realiz6 sobre los materiales previamente
hinchados, se observo que la morfologia celular se mantenia redonda (materiales muy
hidrofilicos) y las pocas células que permanecian sobre el material tenian un aspecto
mucho mas sano que en el caso anterior, ya que la estructura celular se mantenia tefiida
de color verde y existian muchos menos nucleos de color rojo. Como puede observarse
en las Figuras 7.8 y 7.10 no aparece nada en la Imagen a (no existe dafio en la
membrana y el “ethidium homodimer” no llega a tefiir el nicleo). Ademas en la Figura
7.10 se muestran dos células en division, signo de que el ambiente en el que se

encuentran es mucho menos agresivo que en el caso de las muestras no hidratadas.
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Figura 7.7: Imagen de
microscopia confocal de
HOB sobre DA70-Q.

Figura 7.8: Imagen de
microscopia confocal de
HOB sobre DA70-Q
hidratado

Figura 7.9: Imagen de
microscopia confocal de
HOB sobre HA70-Q.

Figura 7.10: Imagen de
microscopia confocal de
HOB sobre HA70-Q
hidratado.

Las distintas imagenes corresponden a: imagen del nlcleo dafiado de las células en las que el

“ethidium homodimer” se ha unido al ADN (a), imagen de la membrana celular tefiida por

accion del “calcein” fluorescente (b), imagen conjunta del nicleo y la membrana celular (c).

Por lo tanto, los datos obtenidos mediante los test in vitro de citotoxicidad,

indican que los materiales no presentan una accion citotdxica sobre las células HOB si

son exhaustivamente lavados (durante al menos 4 horas) e hidratados antes de ponerlos

en contacto con las células.
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1 INTRODUCCION

Las interacciones superficiales de los biomateriales poliméricos son
fundamentales a la hora de determinar ciertos comportamientos, tales como la respuesta
de cuerpo extrafio o la biocompatibilidad. De hecho, muchos esfuerzos en el disefio de
materiales biocompatibles se dirigen hacia el control de las interacciones superficiales,
ya que la superficie del material posee una reactividad particular inevitablemente
diferente a la del interior del mismo. Los instrumentos médicos modernos estan hechos
de materiales como metales, ceramicos y polimeros. Debido a la mayor energia libre
superficial de los metales y ceramicos, sus superficies se recubren con polimeros
bioldgicamente inertes en aplicaciones en contacto con el medio fisioldgico. De hecho,
polimeros que forman peliculas homogeéneas proporcionan mejor biocompatibilidad que

las superficies originales y se han utilizado ampliamente en circuitos extracorpéreos,

catéteres de drenaje, injertos vasculares, membranas de dialisis...etcl.

A la hora de estudiar la hemocompatibilidad de un biomaterial, determinar la
interaccion de las plaquetas con éste es primordial. Sin embargo, antes de la adhesion de

las plaquetas, se absorben rapidamente proteinas plasmaticas sobre la superficie del

material2:3, las cuales influyen notablemente en las interacciones de la sangre con el
mismo. La composicion y reversibilidad de dicha adsorcion depende principalmente de
las caracteristicas superficiales del polimero. Por lo tanto, la actividad anticoagulante o
antitrombogénica del material polimero viene determinada por sus caracteristicas
superficiales. No se pueden especificar qué parametros son los mas importantes para
entender las respuestas biologicas a las superficies (probablemente interactdan varios de
estos parametros simultaneamente), pero se han publicado numerosos estudios sobre la
rugosidad, la distribuciébn de grupos funcionales aniénicos y la densidad de
interacciones electrostaticas en el polimero, balance hidrofébico/hidrofilico en la

superficie, separacién de microdominios heterogéneos, etc#. Por la tanto, uno de los
mayores retos que se le plantean al cientifico para mejorar la funcionalidad de los
biomateriales es controlar la adhesion proteica, bien favoreciendo cierto tipo de

conformaciones, o bien reduciendo la cantidad de proteinas sobre la superficie®.
El fibrindgeno parece ser un componente muy importante de dicha capa protéica

ya que es capaz de inducir la adhesion y agregacion plaquetaria por interaccion directa
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con los receptores plaquetarios GPIIb/111a6. Ademas, Chinn et al. demostraron que la

adhesion plaguetaria se inhibia casi por completo cuando el plasma era deficiente en

fibrinégeno’. Por otro lado, se sabe que la adhesién y activacién de plaguetas se ve
significativamente reducida sobre materiales recubiertos con albumina. Esto se debe a

que la membrana plaquetaria no tiene receptores de albimina y por tanto, no

interacciona especificamente con ella.

Como ya se ha comentado en el capitulo anterior, el quitosano es un polimero

basico semisintético que se obtiene de la quitina. Sus propiedades quimicas y bioldgicas
le hacen tremendamente atractivo para su aplicacion en el campo de los biomateriales®-
12, sus propiedades més destacables son su biocompatibilidad, biodegradabilidad, nula

toxicidad (sus productos de degradacién son metabolitos naturales)13, su capacidad de

atrapar lipidos acidos y de formar filmes, recubrimientos, fibras, particulas y

disoluciones. Sin embargo, ha sido descrito como un material que activa tanto el

complementol4, como los sistemas de coagulaciéndd. Esto se debe a que absorbe gran

cantidad de fibrindgeno y otras proteinas plasmaticasi6. Y se ha demostrado que el

grado de activacion de los sistemas de coagulacion estd intimamente relacionado con el

grado de acetilacion del quitosano16.17.

El principal objetivo de este capitulo ha sido el estudiar la formacién de PEC por
interaccion directa de moléculas con cargas complementarias y la adsorcién en la
superficie de estos materiales de proteinas plasmaticas de interés biomédico. Una de las

estrategias mas utilizadas a la hora de buscar recubrimientos hemocompatibles es el

recubrimiento de los dispositivos biomédicos con un hidrogel18, ya que la pequefia
tension interfacial que se establece entre el gel hinchado y el flujo sanguineo, reduce la
adsorcion de proteinas plasmaticas y por tanto, la adhesion de plaquetas a la superficie.
Otra de las estrategias empleadas (y ya comentada en esta memoria) para inhibir la
adhesion plaquetaria en materiales polimeros es modificar su carga eléctrica superficial.
Ha sido descrito en la literatura que algunos materiales cargados positivamente son

trombogénicos, mientras que aquellos cargados negativamente tienden a ser no-

trombogénicos19. Esto sugiere que las interacciones electrostaticas que tienen lugar

entre los conductos vasculares y la sangre también controlan los fendmenos que



Capitulo 7: Aplicacion de la SPR al analisis de PEC 181

desencadenan la cascada de coagulacién. Por otro lado, los grupos sulfénicos han sido

relacionados con cierta capacidad anticoagulante de la heparina20.

Se han empleado muchas técnicas de analisis superficial a la hora de caracterizar
biomateriales, aunque muy pocas son capaces de monitorizar las interacciones
dindmicas que surgen en un ambiente fluido, mas similar al que existiria in vivo.
Algunas de estas técnicas incluirian la elipsometria, la reflexion interna total, las guias
de onda dieléctricas monomodo y la resonancia de plasmén. El conjunto de todas ellas
nos ofrece la posibilidad de estudiar fendmenos dindmicos en un amplio rango de

superficies.

Con el fin de obtener recubrimientos hidrofilicos y con grupos sulfonicos en su
estructura, se han formado complejos polielectroliticos insolubles “quitosano-
copolimero sintético con AMPS en su estructura”. De esta forma aprovechamos las
buenas caracteristicas descritas para el quitosano (entre las que habria que destacar
desde el punto de vista préctico, su capacidad para formar peliculas) y las de los
polimeros sintéticos, negativamente cargados por grupos sulfénicos (biol6gicamente

activos) en sus cadenas laterales.

La resonancia de plasmon superficial (SPR) es capaz de monitorizar cualquier
proceso dindmico21, tales como adsorcién22.23 o degradacion24, en un niimero amplio
de superficies con interés biomédico29, a tiempo real, sin necesidad de marcar el analito

ni de complicados procesos preparativos y con una elevada sensibilidad3:26. Es capaz
de obtener rapidamente informacion acerca de la velocidad de adsorcion y de su
extension, permitiendo la determinacion de propiedades dieléctricas, cinéticas de
asociacion/disociacion y constantes de afinidad de interacciones especificas ligando-

ligando2”.

En este capitulo estudiaremos mediante SPR, en primer lugar, la formacion de
complejos polielectroliticos entrecruzados fisicamente mediante enlaces idnicos, por
mezcla directa de macromoléculas con grupos iénicos de carga opuesta y la posibilidad
de formar materiales multicapas. En segundo lugar, se determinara la interaccion de

estos materiales preparados in situ con dos de las proteinas plasmaticas mas abundantes
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en el plasma y de mayor significado en los ensayos de hemocompatibilidad, la albimina
(4,0 g/dl) y el fibrindgeno (0,3 g/dl).

1.1 Teoria de la Resonancia de Plasmén Superficial (SPR)

La SPR se basa en un fenémeno 6ptico asociado a la oscilacion de densidad de
carga en la interfase entre dos medios que poseen constantes dieléctricas de signos
opuestos (por ejemplo un metal y un dieléctrico). La excitacion Optica de un plasmén
superficial se produce mediante una onda evanescente y se consigue cuando un rayo de
luz incide en la interfase entre la capa metalica y el medio dieléctrico a un angulo
determinado, denominado &ngulo de resonancia. La excitacion del plasmon superficial
provoca un descenso muy grande de la reflectancia del metal. Si se mide la intensidad
del haz reflejado en funcién del angulo de incidencia de la luz, se observa un minimo
muy pronunciado para el &ngulo de resonancia. El &ngulo de resonancia depende

fuertemente del indice de refraccion del medio colindante a la ldmina metélica.

Para excitar una onda de plasmon superficial con una onda electromagnética
incidente en la superficie, se deben cumplir las condiciones de resonancia, es decir, que
los vectores de propagacion del plasmon superficial y de la onda electromagnética
deben ser iguales. Los plasmones superficiales inicamente existiran si la permeabilidad
eléctrica del metal y el medio dieléctrico son de signo contrario. Estas condiciones sélo
se cumplen para frecuencias del infrarrojo o del visible con algunos metales. La
eleccion del metal es critica, ya que debe presentar electrones libres. Los metales mas
apropiados son la plata, el oro, el cobre y el aluminio siendo los dos primeros los méas
comunmente utilizados. La plata, porque proporciona picos de resonancia muy agudos y
el oro por su estabilidad. En general los plasmones superficiales se producen con
frecuencias del rango del visible con grandes pérdidas a medida que nos desplazamos
hacia el IR. La determinacion del espesor dptimo de la capa metalica es fundamental a
la hora de obtener el valor de reflectancia minimo y depende de las constantes dpticas
del metal y de la longitud de onda de la luz (el espesor 6ptimo del oro es 45 nm a una
longitud de onda de 790 nm). Existen dos formas de excitar dpticamente y alcanzar las
condiciones de resonancia: mediante reflexion total con estructuras prismaticas
acopladas o empleando redes de difraccion. La primera es la més utilizada debido a su

simplicidad y se le denomina configuracién Kretschmann (Figura 6.1).
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Figura 6.1: Esquema de un aparato de SPR con configuracion Kretschmann y

de su unidad de deteccion.

El angulo de resonancia es muy sensible a los cambios que se producen en el
indice de refraccién en las proximidades de la superficie metalica y cualquier cambio en
el indice de refraccidén, como por ejemplo una interaccidén quimica, se puede detectar a

través de cambios en el angulo de resonancia (Figura 6.1).

El &ngulo de resonancia depende de la longitud de onda incidente, del indice de
refraccion del prisma, del metal y de la capa de muestra que se desea detectar. Si
unicamente el dltimo cambia, la SPR puede utilizarse para monitorizar cambios en el
indice de refraccién de las capas adsorbidas en la superficie metalica. Los cambios en el
indice de refraccion, pueden relacionarse con variaciones de masa y por tanto se pueden
relacionar con interacciones especificas entre las moléculas de analito depositadas

previamente en la superficie metalica y sus receptores especificos.

Cuando se utiliza luz monocromatica para excitar la respuesta de la SPR, existen
dos formas de medirla: seguir la variacion del angulo de resonancia acoplado o seguir la
intensidad de la luz reflejada a un angulo fijo. En este trabajo se utilizara el segundo
método. Para ello se elige un angulo a la mitad de la anchura del valle de resonancia y
se mide la intensidad de la luz reflejada para ese angulo. De esta forma se pueden
registrar cambios a tiempo real debido a que las variaciones del indice de refraccion
pueden medirse con una alta sensibilidad. Esta forma de medida sélo puede utilizarse
cuando los cambios en el indice de refraccién son pequefios, como seria el caso de

interacciones biomoleculares. Ademas de la monitorizacién in situ de las interacciones,
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se puede obtener informacion acerca de la especificidad, concentracion y cinética de

dichas interacciones.

1.2 Aplicaciones de la SPR

Las aplicaciones de esta técnica son numerosas y en continuo aumento3. Entre
otras cabria destacar el estudio de las propiedades dpticas de una capa metalica, medidas

de espesor de filmes y de indices de refraccion de capas organicas sobre superficies
metélicas22, estudio de la adsorcion de proteinas a biomateriales? y la adsorcion de

gases en superficies para su utilizacién como biosensores26.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

La albmina de suero bovino n° A0281, BSA (pl = 4,9; 68 kD; > 99 % pureza),
y el fibrindgeno de plasma bovino n°. F8630 (pl = 6,0; 340 kD, 75 % de proteina, 10 %
citrato de sodio y 15 % cloruro de sodio) fueron suministrados por Sigma y se
utilizaron sin previa purificacion. El quitosano de bajo peso molecular (Mr =~ 150000)
de grado de acetilacion 19 % fue suministrado por Fluka y el método de purificacion

empleado con este compuesto ha sido descrito anteriormente (Capitulo 5).

2.2 Resonancia de Plasmoén

Todas las medidas se llevaron a cabo en un prototipo de Sensor SPR
desarrollado en el Departamento de Biosensores del Instituto Nacional de
Microelectrénica del CSIC (Figura 6.2).

Futudindo

Figura 6.2: Fotografia del aparato de SPR empleado en este trabajo .

La fuente de luz es un diodo de laser de 3 mW (670 nm) que se divide en dos
haces iguales mediante un divisor de haz. La luz se hace incidir a través de un prisma

semicircular sobre una lamina de oro de 41 nm. La luz reflejada es detectada por un
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fotodiodo cuadrante, amplificada y digitalizada por una tarjeta de adquisicion. Los datos
digitales se transmiten a un PC, donde se procesaron a tiempo real. Esta configuracion
permite la realizacién de medidas simultaneas independientes o el uso de una de las
cubetas como referencia. Esto es de gran importancia a la hora de discriminar las
variaciones de intensidad provocadas por inestabilidad del laser y cambios en la
temperatura, asi como para diferenciar la sefial debida a la reaccion de reconocimiento

frente a las de los cambios de indice de refraccién de la disolucion.

2.3 Preparacion de la muestra

Sobre la superficie metalica se depositdé una capa de quitosano mediante “spin-
coating”. Se cubrio la placa metalizada con una solucion acuosa de quitosano de 5
mg/ml y se hizo girar con una aceleracion de 75 y una velocidad de 120 durante 30
segundos. Posteriormente, las muestras se secaron en una estufa a 180 °C durante 30

minutos.

2.4 Interacciones polielectroliticas quitosano-copolimeros

Sobre la capa de quitosano se hicieron pasar a una velocidad de 10 pl min™
diferentes soluciones acuosas de los homopolimeros PDMAA, PAMPS vy de los
copolimeros HA30 y HA70 del sistema HEMA-AMPS, y DA30 y DA 70 del sistema
DMAA-AMPS en concentracién 1x10 M. Ademas, se estudiaron las interacciones de
los complejos polielectroliticos con las proteinas BSA vy fibrindgeno. Para ello se
prepararon disoluciones proteicas de concentracién 1 mg ml™ en PBS (Sigma), pH 7,4

que se pasaron a una velocidad de flujo constante de 1 ul min™.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando una superficie artificial se pone en contacto con la sangre, pasados unos
segundos se adsorben sobre su superficie proteinas plasmaticas, para después producirse
la adhesion de plaquetas. A nivel molecular la estructura superficial tiene un efecto en la
adsorcion de proteinas y éstas a su vez sobre la adhesion de las plaquetas. En este
capitulo, se ha seguido por SPR la formacién de recubrimientos poliméricos in situ,
mediante la deposicidn sucesiva de capas (“capa a capa”). La deposicién de sustancias
sobre la placa original, queda reflejado en las curvas de SPR como cambios en la
intensidad de luz reflejada a un angulo fijo, cercano al angulo de resonancia. En la
Figura 6.3 se muestra la respuesta que registrara un aparato de SPR ante la adhesion y
NO adhesion de sustancias en la superficie del sensor (la placa metalica o la placa

metalica previamente recubierta).
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Figura 6.3: Esquema del registro del aparato de SPR ante la adsorcion (« ) y la NO adsorcién

(®) de sustancias sobre la superficie del sensor.

El aparato de SPR es sensible a los cambios de indice de rafraccion en las
proximidades del sensor, que registrara curvas similares a la de la Figura XXX. Si en
primer lugar hacemos pasar sobre el sensor una solucién que contenga moléculas que se
adhieren en su superficie (« ), el aumento de masa sobre la mismo, que conlleva un

aumento del indice de refraccion, se traduce en un salto de la sefial que registra el
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aparato. La magnitud del escalon serd proporcional a la cantidad de sustancia adherida
sobre la superficie. Si por el contrario pasamos sobre la superficie del sensor una
solucién de moléculas que no se adhieren a la misma (@), tras un primer aumento de la
sefial, ésta recupera la linea base, alcanzando los niveles originales. La variacion en la
sefial se debe a la diferencia en el indice de refraccion entre la solucion tampon y el

tampon que incorpora la molécula (@).

El objetivo de este apartado es el estudio de la formacion de complejos
polielectroliticos in situ por interaccion directa de macromoléculas con grupos ionicos
complementarios, mediante SPR. Los PEC se formaron a base de quitosano y
poli(HEMA-co-AMPS) o poli(DMAA-co-AMPS). Sobre una fina pelicula de quitosano
(con grupos —NHs") colocada previamente sobre el sensor, se pasd una disolucion de
copolimero portador de AMPS (con grupos —SOg3’), detectando la interaccion entre
ambas macromolécula por cambios en la sefial de resonancia. Practicamente todos los
complejos polielectroliticos sintetizados en este apartado, poseen el mismo perfil de
adhesion. En todos los sistemas se observd que tras una primera inyeccion del
copolimero en el circuito, se produce una primera etapa de adsorcion debida a la
adhesion del copolimero por enlace iénico entre el grupo amino ionizado del quitosano
y el sulfonato del AMPS (Figura 6.6). Y una segunda etapa en la que se deposita una
capa de copolimero que se une al resto mediante uniones débiles inespecificas. Este
segunda etapa se detecta en la curva de plasmon mediante un cambio en la pendiente de
la curva (Figura 6.4, “a”).

Si se hace pasar sobre el complejo CHI-copolimero una disolucién de quitosano,
éste no vuelve a depositarse, ya que la sefial recupera los niveles de partida, y por tanto,
no se obtienen sistemas multicapa (CHI-copolimero-CHI). Si posteriormente se hacen
pasar soluciones de copolimero sobre el PEC, se observa que las capas de copolimero
unidas mediante interacciones débiles pueden seguir uniéndose sucesivamente,
guedando registradas en la curva como escalones de la misma pendiente e intensidad.
Estas interacciones débiles se pierden al cambiar las condiciones del medio (cambio de
agua a PBS, y con ello, cambio del pH y la fuerza iénica del medio), permaneciendo

unida Unica y exclusivamente la capa unida mediante enlace iénico.
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3.1 Sistema quitosano-HEMA:AMPS
Quitosano-Poli(HEMA-co-AMPS) (70:30)

7,0
HAT0 [1x10°M] PES - e
65 _ |
Quitosano
[1x10°M]
6,0

JHAT70 [1x10°°M]
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S 511V
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Figura 6.4: Diagrama de la respuesta de SPR a tiempo real de la interaccién macromolecular

entre quitosano y el copolimero HA30

Quitosano-Poli(HEMA-co-AMPS) (30:70)
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Figura 6.5: Diagrama de la respuesta de SPR a tiempo real de la interaccion macromolecular

entre quitosano y el copolimero HA30
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La interaccion de los distintos complejos con la albdmina y el fibrindgeno es
significativamente diferente de un sistema a otro. Cuando se hace pasar una disolucién
de proteinas plasmaticas sobre una capa de quitosano (Figura 6.7), observamos que

sobre su superficie se produce la adhesion tanto de la albimina, como del fibrindgeno,
siendo la adhesion de esta Gltima una de las causas de su mala hemocompatibilidad16,
ya que activa tanto el complementol4, como los sistemas de coagulaciénld. Cuando la
superficie del quitosano es modificada por la formacion de complejos con los
copolimeros poli(HEMA-co-AMPS), la adhesion de estas proteinas plasmaticas es
inhibida totalmente (Figura 6.8) .

*89*8

HEMA: AMPS
Q“a‘Quitosano

Figura 6.6: Esquema de las

interacciones idnicas que tienen lugar

en los complejos polielectroliticos
quitosano poli(HEMA-co-AMPS).
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Figura 6.7: Diagrama de SPR a tiempo real Figura 6.8: Diagrama de SPR a tiempo real
y éangulo fijo de las interacciones del y éangulo fijo de las interacciones del
quitosano con las proteinas plasmaticas complejo quitosano-HA30 con las proteinas

BSA vy fibringeno. plasméticas BSA y fibrindgeno.
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El monomero HEMA ha sido descrito en numerosas ocasiones como
hemocompatible, debido a su capacidad para formar hidrogeles de bajo tension
superficial y por el balance hidrofilico/hidrofébico de su superficie que forma

microdominios permitiendo la adecuada organizacion de las proteinas plasmaticas en su

superficie28. Sin embargo, en esta ocasion no se produce la adhesién de proteinas sobre
la superficie, indicando que la organizacion en microdominios se rompe con la
presencia del AMPS en las cadenas macromoleculares. Se forma un complejo
polielectrolitico hidrofilico que repele la adhesion tanto de la albumina como del

fibrindgeno en todas las formulaciones ensayadas.

3.2 Sistema quitosano-DMAA:AMPS

Los complejos quitosano-poli(DMAA-co-AMPS) presentan un comportamiento

diferente frente a la adhesién de albimina y fibrindgeno. Alencar de Queiroz et al.29
estudiaron la adhesion de proteinas plasmaticas sobre superficies modificadas de PTFE
injertadas con cadenas de PDMAA. Observaron la disminucion de la adsorciéon de
fibrindgeno y un aumento en la adsorcion de albdmina para polimeros y copolimeros
injertados que incorporaban DMAA en sus cadenas. Estos resultados concuerdan con
las interacciones registradas por SPR de la BSA y fibrindgeno con el quitosano tratado
con PDMAA (Figura 6.9).
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|BSA[1Img/mL] [Img/mL] 1 [Img/mL]
6,85 717 BSA [Img/mL]
7,0
6,80 1 1
] 6,9 -1
6,75 6,81
S 6704 M
> ] > 66
6,651 1
] 6,51
6,60 1 64|
| 63
6,551 ]
T T T T T T T T T 6v2 T T T T T T T T T T 1
4000 4200 4400 4600 4800 5000 5200 5400 5600 5800 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 6.9: Diagrama de SPR a tiempo real
y angulo fijo de las interacciones de las
proteinas plasmaticas BSA vy fibrindgeno

con el complejo quitosano-PDMAA .

Figura 6.10: Diagrama de SPR a tiempo
real y angulo fijo de las interacciones de las
proteinas plasmaticas BSA y fibrindgeno

con el complejo quitosano-PAMPS .
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Por otro lado, ha sido descrita la formacién del complejo BSA-PAMPS30.
Mattison et al. demostraron que a pesar de que la carga global de la proteina es negativa
(p! Bsa = 4,9), interacciona fuertemente con el AMPS. Este comportamiento se da en la
naturaleza en numerosas ocasiones, y se debe a que las proteinas poseen heterogeneidad
de carga, presentando regiones positivas y regiones negativas. Si existen sitios de unién
en aquellas zonas de carga opuesta a la carga global la proteina interaccionara con un
sustrato del mismo signo que ella, de aqui su interaccion con el AMPS. Esta interaccion
ha sido confirmada haciendo pasar una disolucion de BSA sobre el complejo quitosano-
PAMPS (Figura 6.10). Como puede apreciarse, la BSA se adhiere sobre la superficie,
sin embargo el fibrindgeno no lo hace. Mediante la union quitosano-PAMPS se

consigue una interaccion selectiva de la BSA frente al fibrindgeno.

Los complejos quitosano-poli(DMAA-co-AMPS) sintetizados en esta seccion
presentan un comportamiento parecido al descrito por Alencar de Queiroz et al., ya que
estos materiales inhiben la adhesion del fibrindgeno, mientras que la albdmina sigue
interaccionando con su superficie (Figura 6.12).
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Mediante la SPR se ha monitorizado la formacion de complejos
polielectroliticos a tiempo real y se ha diferenciado entre interacciones estables e
interacciones débiles e inespecificas entre dos moléculas por cambio en las condiciones
del medio (variacion del pH, la fuerza idnica...). Ademas se han monitorizado la
interaccion de proteinas plasmaticas con la superficie de biomateriales sin necesidad de

marcajes, ni complicados ensayos de derivatizacion.

Se ha conseguido toda una gama de recubrimientos poliméricos homogéneos
que podrian mejorar la hemocompatibilidad del quitosano, conservando por otra parte,
todas sus buenas propiedades. Los complejos a base de quitosano y poli(HEMA-co-
AMPS) inhibe la adhesion de BSA y fibrindgeno. Y lo que es mas interesante en cuanto
a hemocompatibilidad se refiere, los recubrimientos quitosano-poli(DMAA-co-AMPS),

adhieren BSA, pero evitan la adhesion de fibrindgeno.
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CONCLUSIONES

1. Se han sintetizado polimeros i6nicos que incorporan acido 2-acrilamido-2-metil-
propanosulfonico en su estructura. Este monémero se ha combinado 2-hidroxietil-
metacrilato (HEMA), N,N-dimetilacrilamida (DMAA) y el derivado metacrilico
portador del Triflusal (THEMA), obteniendose materiales con propiedades muy
diferentes. Los sistemas HEMA-AMPS y DMAA-AMPS son solubles en medio

acuso, mientras que las formulaciones ricas en monémero THEMA son insolubles.

2. Se han desarrollado dos nuevas y sencillas metodologias para determinar las
relaciones de reactividad de sistemas copoliméricos que se ajusten al modelo
terminal. Para ello, se monitoriza por RMN-'H in situ la disminucién de la
concentracion de los monomeros y se relaciona con la solucion integrada exacta de

la ecuacion de copolimerizacion.

3. Se ha demostrado la capacidad de la electrocromatografia cinética micelar (MEKC)
para caracterizar reacciones de copolimerizacion en las que intervienen especies
ionicas. La técnica aprovecha dos factores opuestos que influyen en el tiempo de
analisis, la carga de la molécula y su hidrofobicidad, en el estudio de los sistemas
HEMA-AMPS y DMAA-AMPS, su evolucién con la conversion, asi como la

formacion de especies de bajo peso molecular.

4. Se han sintetizado formulaciones del sistema poli(THEMA-co-AMPS) ricas en el
mondémero THEMA con el fin de obtener polimeros insolubles con propiedades
antiagregantes, para el recubrimiento de protesis vasculares de pequefio didmetro.
Estos materiales poseen actividad en su forma macromolecular y son capaces de
mantener cinéticas de liberacion de Triflusal de orden cero durante largos periodos
de tiempo. Las formulaciones presentaron una buena adhesion a las protesis y buena

biocompatibilidad in vitro.
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Se han sintetizado complejos polielectroliticos (PEC) en presencia de quitosano
como plantilla (“template polymerization™) obteniendo como resultado hidrogeles
débilmente entrecruzados sensibles a las condiciones del medio. Los PEC
responden la pH del medio dependiendo del grado de ionizacion de los monomeros
ionizables, de la composicion molar de sus componentes y de la densidad de puntos
de entrecruzamiento tanto fisico como quimico entre las macromoléculas. Han sido
estudiados como dispositivos de liberacion controlada de teofilina, obteniendo
perfiles de liberacion muy prometedores, ya que se ajustan a los requerimientos del

organismo para este fermaco.

Se ha estudiado la citotoxicidad in vitro de los PEC sintetizados por “template”
observando que los materiales, después de un exhaustivo lavado, no liberan
sustancias toxicas al medio. Las células osteoblasticas no se adhieren a la superficie
de los hidrogeles previamente hidratados. Sus propiedades les hacen muy

interesantes en el campo de la liberacion controlada de farmacos.

Se ha monitorizado mediante Resonancia de Plasmon Superficial (SPR) la
formacion in situ de PEC por interaccion directa de macromoléculas con grupos
ionicos complementarios. Ademds, se ha estudiado la interaccion de estos
complejos con proteinas plasmaticos de interés biomédico. Los PEC sintetizados
presentaron una disminucion de la adhesion proteica (sistema quitosano-
poli(HEMA-co-AMPS) o lo que es mas interesante en cuanto a recubrimientos
hemocompatibles se refiere, una selectividad en la adhesion proteica (sistema
quitosano-poli(DMAA-co-AMPS)

Por ultimo, se presenta el desarrollo del programa “CONVERSION” para la
prediccion de la evolucion de las reacciones de copolimerizacion radical (que sigan
el modelo terminal) con la conversion, de gran cantidad de parametros, como son:
las fracciones molares instantaneas y acumuladas en el copolimero, fracciones
molares de cualquier tipo de secuencia o la longitud media de bloques de uno y otro

componente
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APENDICE

DESARROLLO DEL PROGRAMA
“CONVERSION” PARA LA PREDICCION DE
LA EVOLUCION DE LA REACCION DE
COPOLIMERIZACION (MODELO TERMINAL)
CON LA CONVERSION
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APENDICE 1: Desarrollo del programa “CONVERSION” para la
prediccion de la evolucidon de la reaccidon de copolimerizacion [modelo
terminal] con la conversion.

La ecuacién de Mayo-Lewis! (Ecuacién A.1) gobierna la adicién de monémeros
en copolimerizacion radical para el modelo terminal. Sin embargo, si se quiere describir
la evolucion de la reaccion con la conversion bajo este modelo terminal o de primer

orden de Markov, se debe recurrir a una de las formas integradas de la ecuacion de

copolimerizacion, siendo la aproximacién mas comtnmente utilizada la de SkeistZ. En
este apartado se desarrolla un algoritmo que permite emplear la solucion integrada
exacta de la ecuacion diferencial (Ecuacion A.2), para predecir tedricamente y sin llevar
a cabo ninguna aproximacion, la evolucion con la fraccion inicial en alimentacién y con
la conversién de diferentes parametros, como las fracciones molares promedio e
instantanea en el copolimero, la distribucion de secuencias, la longitud media de las

mismas, etc.

dWl]:rl[Ml]Jr[Ml][MZ] o en fracciones molares f—m
d[Mz] rz[Mz]"'[Ml][Mz]

Ecuacion A.1: Ecuacion de Mayo Lewis. [M;] = concentracién molar del monémero i. F; =

1
f, r,F+FF,

fraccién molar en la alimentacién. f; = fraccion molar en el copolimero. r; y r, = relaciones de

reactividad

M,] [[MZO][Ml]jl_'iz (rll)([[[::/lﬂz]]}rﬁl =y

64 e

Ecuacion A.2: Solucion integrada de la Ecuacion A.1, [Mjp]=concentracion inicial del monémero

i y [Mi]= concentracién del monémero i a un tiempo t.

El algoritmo desarrollado ha sido programado en BASIC (el programa se ha
llamado CONVERSION) y tiene carécter general, es decir, predice el desarrollo de una
reaccion dada para cualquier valor de r; y r,, es decir, para cualquier pareja

copolimérica. En términos de reactividades diferenciales entre los componentes 1y 2 de




APENDICE 1: “CONVERSION”

202

una pareja copolimérica, hay cuatro posibles reacciones, tal y como se ha representado

en los diagramas de composicion de la Figura A.1.

1,0

0.8

0,6

0,4

f copolimero

0,2

0,0

1,0

0,8

0,6

04

f copolimero

0,2

0,0

r1=0.1
1r2=10
: T T T T T
0,0 0.2 04 0,6 08 1,0
F alimentacién
r1=0.1
1r2=0.1
aze6tropo 1
PAZ
T T T T T T
00 0.2 04 06 08

F alimentacion

10

f copolimero

f copolimero

1,0

08

0,6

04

0,2

0,0

1,0

0,8 -

0,6

04

0,2

0,0

r1=10
r2=0.1
T T T T T T T T
0,0 0.2 04 0,6 08 10
F alimentacién
r1=10
1 r2=10
azeotropo 2
_ PAZ
T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0

F alimentacién

Figura A.l: Diagramas de composicién correspondientes a los cuatro tipos posibles de

reacciones de copolimerizacion. a: rn<ly r,>1; b:r>1yn<l;c:in<lyrn<lyd:r>lyrn>1

Si el diagrama queda por debajo de la diagonal en todo el rango de fracciones

molares (ocurre cuando r; < 1y r, > 1), la alimentacion se va enriqueciendo en el

mondmero 1 (menos reactivo), con el resultado de que la reaccion evoluciona con la

conversion hacia la formacion de sistemas progresivamente mas ricos en 1. El caso

opuesto, cuando r; <1y r; > 1, se representa por un diagrama situado por encima de la

diagonal. En este caso la reaccion evoluciona con la conversion hacia la formacién de

sistemas progresivamente mas ricos en el componente menos reactivo, 2. A estos dos
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casos (que en realidad son el mismo, considerando 1 como 2 y viceversa), hay que
sumarles los dos posible sistemas azeotrépicos (SAZ). En estos casos hay dos regiones
diferenciadas en el diagrama de composicion: aquellas separadas por el punto
azeotrépico (PAZ). En el PAZ, la fraccion en el copolimero no varia con la conversion
porque es igual a la fraccion molar en alimentacién. En el primer tipo de SAZ, cuando r;
y 2 son menores de la unidad, las reacciones evolucionan con la conversion hacia los
homopolimeros. Es decir, reacciones con fracciones molares en alimentacion menores
que el PAZ, consumen preferentemente mondémero 1, de forma que las cadenas
macromoleculares que se van formando a lo largo de la reaccion se enriquecen
progresivamente en mondmero 2; y reacciones con fracciones molares mayores que el
PAZ tienen la tendencia opuesta. Finalmente, el segundo tipo de SAZ (cuando ry y r;
son mayores de la unidad) muestra un comportamiento bien diferente. En este caso las
reacciones no tienden hacia los homopolimeros sino hacia el PAZ. La region de
fracciones molares por debajo del PAZ consume preferentemente monémero 2, de
forma que las cadenas macromoleculares que se van formando a lo largo de la reaccion
se enriquecen progresivamente en mondémero 1. La region por encima del PAZ, en
cambio, consume preferentemente monémero 1y la reaccion evoluciona hacia sistemas
mas ricos en el componente 2. Este tipo de comportamiento no es, en cualquier caso,

muy relevante, pues no se da en la préactica.

La Figura A.2 muestra un esquema simplificado del algoritmo utilizado y la
Figura A.3 las lineas mas representativas de CONVERSION. El programa discrimina
en primer lugar entre los cuatro tipos mencionados de copolimerizacion y define un
paso positivo o negativo dependiendo de si el medio de reaccién consume
preferentemente uno u otro mondémero. A continuacién el programa se direcciona a la
rutina comin generadora de puntos (lineas 10000 en adelante), donde se inicia un
barrido en todo el rango de fracciones molares iniciales en alimentacion, con la ayuda
de un contador. Cada uno de estos puntos es considerado como inicio de una reaccion y
la rutina escribe primero los puntos a conversion cero (generando el diagrama de
composicion). Posteriormente predice la evolucion con la conversion (para esta
fraccion inicial definida por el contador) utilizando las Ecuaciones A.1 y A.2. El
programa da por terminada la reaccion cuando la conversion es superior a 0.9999,
pasando a predecir la siguiente. En el caso de los azebtropos, hay una redefinicion del
signo del paso en el punto azeotropico tal y como se explica en la Figura A.3.
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entradar,yr, [€

v v v

r1<lyr<1 r<=lyr>=1 1>=1y <=1 r>1yr>1
(azeobtropo 1) (azeobtropo 2)
célculo de la fraccion célculo de la fraccién
molar del punto molar t}e! punto
azeotropico azeotropico
FAZ=(r,-1)/(ry+r5-2) FAZ=(r,-1)/(ry+r5-2)
Y Y

\) \j

contador = 1007? }T» fin del programa

[M4]q = contador, [M,], = 100-contador
fraccion inicial en alimentacion, Fo=M1/(M1+M2)

Aplicacion de Mayo Lewis, ec. 1 salida
determinacion de la fraccién instantanea inicial | ——> For fo
en el copolimero, f, '

‘ M;1=Mq, MzzMzo ‘

M1/My=(1+step)M3/M,
célculo F (alimentacion)

Y

en caso de sistema azeotropico

. 2 no, azedbtropo 2
step =+0.1 no, azeétropo 1 F<FAZ~ p! -

si

aplicacion de la ecuacion integrada, ec. 2 salida
célculo de [Mq] —>» | conversion
célculo de la conversion

\
célculo de la fraccién acumulada del copolimero
aplicaciéon de Mayo Lewis, ec. 1 salida F
determinacion de f (copolimero) —> | f, secuencias
célculo de la distribucion de secuencias instantanea

Y .

conversion > 0.9999? } » fin del programa

ino

‘ contador=contador +1

Figura A.2: Representacion esquematica del desarrollo del algoritmo CONVERSION.
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CONVERSION

10 INPUT “sistema “, SIS$

20 INPUT “r1 “,R1

30 INPUT “r2 “, R2

40 OPEN “O”, #1, “C:"+SIS$+".dat”

90 IF (R1<1 AND R2<1) THEN GOSUB 1000
100 IF (R1>1 AND R2>1) THEN GOSUB 2000
110 IF (R1<1 AND R2>1) THEN GOSUB 3000
120 IF (R1>1 AND R2<1) THEN GOSUB 4000
130 CLOSE

140 END

1000 FAZEOTROPO=(R2-1)/(R1+R2-2)
1010XAZEOTROPO=FAZEOTROPO/(1-
FAZEOTROPO)

1050 PASO=-0.1

1060 LIMITEINFERIOR=0

1070 LIMITESUPERIOR=XAZEOTROPO
1080 GOSUB 10000

1090 PASO=+0.1

1100 LIMITEINFERIOR=XAZEOTROPO
1110 LIMITESUPERIOR=1

1120 GOSUB 10000

[2000-2120]igual que [1000-1120] pero con pasos de
signo contrario.

3000 PASO=+0.1

3010 LIMITEINFERIOR=0
3020 LIMITESUPERIOR=1
3030 GOSUB 10000

3040 RETURN

A

[4000-4040] IGUAL QUE [3000-3040] pero con paso
de signo contrario.

10000 FOR N=1 TO 99
10010 M10=N

10020 M20=100-N

10030 X0=M10/M20

10040 FO=M10/(M10+M20)

10050 CONSTANTE=((F0)"2)*R1+FO*(1-FO)+R2*((1-
10060 F0)*2))

10070 FCO=CONSTANTE/(1+CONSTANTE)

10080 PRINT #1, FO, 0, FCO

10090 X=X0

10100 X=X+PASO*X

10110 IF XRIMITEINFERIOR THEN GOTO 10210
10120 IF XRIMITESUPERIOR THEN GOTO 10210
10130 M2=M20*((X/X0) (R2/(1-R2)))*((1-R2+(R1-
1*X)/(1-R2+(R1-1)*XO)N(R1T*R2-1)/((1-R1)*(1-R2))))
10140 M1=X*M2

10150 F=M1/(M1+M2)

10160 CONSTANTE=((F)"2)*R1+F*(1-F)+R2*((1-
F)"2)

10170 FC=CONSTANTE/(1+CONSTANTE)

10180 CONVERSION=(M10+M20-M1-
M2)/(M10+M20)

10190 PRINT #1, FO, CONVERSION, FC

10200 IF CONVERSION < 0.9999 GOTO 10100
10210 NEXT

10220 RETURN

Entrada de rly r2

Discriminacion de los sistemas. Hay cuatro
posibilidades, tal y como se muestra en la figura 1

Ejemplo de sistema azeotrépico 1, cuando rly r2 son
menores de 1. En este caso hay que considerar dos
regiones a la hora de generar los puntos teodricos:
fracciones iniciales en alimentacion menores del punto
azeotrépico que consumen mas rapidamente el
monémero 1 y evolucionan hacia su agotamiento, y
fracciones iniciales en alimentacién mayores del punto
azeotrépico que consumen preferentemente el
monoémero 2 y evolucionan hacia su agotamiento. Por
ello se define un paso negativo o positivo. Este paso
es el que usa posteriormente la rutina coman (a partir
de la linea 10000) para generar puntos con la
conversion. Una reaccion que consuma
preferentemente el monémero 1 necesita un paso
negativo puesto que a medida que avanza la
polimerizacion, la fracciéon molar de este monémero 1
disminuye. Por ello la linea 3000 define un paso
negativo (rl<ly r2>1, es decir, consumo preferente de
2) mientras que la 4000 lo define positivo antes de
redireccionar al programa a la rutina comun en 1000

Rutina de aplicacion de la ecuacién integrada y de la
ecuacion de Mayo Lewis. Generaciéon de los puntos
fraccion instantanea en el copolimero (FC) en funcién
de la conversion y de la fraccién inicial en la
alimentacion (F0). Si en necesario se pueden
incorporar las lineas necesarias que generen las
fracciones molares acumuladas en el copolimero (a
partir de M10-M1 y de M20-M2), las fracciones
molares de diferentes secuencias (a partir de las
ecuaciones que definen las  probabilidades
condicionales p11, p12, p22 y p21) o la longitud media
de bloques.

Figura A.3: Lineas mas significativas del programa CONVERSION.
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Como ejemplo, se ha aplicado a los cuatro sistemas modelo utilizados en la
Figura A.1 para las cuatro parejas de valores de r; y r, de 0.1 y 10. Los puntos
obtenidos, fraccidn instantanea en el copolimero frente a la conversion y a la fraccién
inicial en la alimentacion, han sido representados con la ayuda del programa SURFER
dando lugar a las cuatro superficies de la Figura A.4. Las superficies tridimensionales

obtenidas son muy similares a las construidas por el método clasico, es decir,

empleando la aproximacién de Skeist3:4.
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Figura A.4: Dependencia de la composicién instantanea del copolimero (f) en funcion de la
composicion inicial en alimentacion y la conversion, para los cuatro sistemas anteriormente
mencionados. a: <l y rp>1; b: r>1y r<l; ¢: n<ly rn<lyd: r>1yr>1 Las lineas gruesas
corresponden al curso de las reacciones comenzadas en fracciones molares en alimentacion de 0,7 y

0,3 tomadas como ejemplo.
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Una caracteristica de estas superficies tridimensionales es que su corte con
conversion cero da lugar al diagrama de composicion de la Figura A.1. Para facilitar la
discusion, se han dibujado para cada sistema los caminos de reaccion correspondientes
a copolimerizaciones con fracciones molares iniciales en alimentacion de 0.3 y 0.7. Se
aprecia claramente el caracter altamente heterogéneo de la mayoria de las reacciones, el
cual esta relacionado, obviamente, con una eleccion de relaciones de reactividad
alejadas de uno (0.1 y 10). En el caso de parejas copoliméricas con valores de estos
pardmetros r; y r, cercanas a 1, las reacciones de copolimerizacion tienen lugar de una
manera mucho mas homogénea, tal y como se describio para el sistema DMAA-AMPS
en los Capitulos 2 y 3. Sin embargo, para sistemas con una alta reactividad diferencial
de los dos componentes (como son los ejemplos de la Figura A.1), esta prediccién

tedrica puede tener gran importancia.

Mientras que las reacciones del ejemplo de azeo6tropo d, que tienden con la
conversion hacia el punto azeotrdpico, transcurren relativamente homogéneamente, las
reacciones del ejemplo de azedtropo ¢, que tienden hacia los homopolimeros, muestran
un comportamiento muy interesante. Ambas reacciones forman inicialmente
copolimeros con una composicion cercana a la azeotropica, pero a partir de
conversiones superiores al 50 %, toman caminos divergentes, de forma que por debajo
del PAZ las composiciones finales de las cadenas son muy ricas en 2, mientras que por
encima del PAZ, se forman cadenas muy ricas en 1. Los ejemplos a y b son en realidad
la misma copolimerizacion donde los componentes son 1y 2 6 2 y 1 respectivamente.
Se aprecia en ambos casos, la formacidén de dos especies a lo largo de la reaccion.
Inicialmente se forman cadenas ricas en el componente mas reactivo, y una vez
consumido una gran parte del mismo, se forman macromoléculas cada vez mas ricas en
el componente menos reactivo. Un andlisis global de la reaccion, sin embargo, no nos
ofrece esta valiosa informacion. En este sentido, la Figura A.5 muestra
comparativamente las fracciones molares instantdnea y acumulada para el ejemplo a (r;
= 0.1 y r, = 10). La composicion media se incrementa lentamente hasta alcanzar
I6gicamente la composicidn inicial en alimentacion. Esta tendencia no refleja, sin
embrago, la distribucion real, altamente heterogénea, de las composiciones en las

cadenas, que tendra cierta influencia en las propiedades de los materiales.
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Figura A.5: Fraccion molar acumulada (izquierda) e instantanea (derecha) en el copolimero en
funcion de la fraccion molar en alimentacion y la conversion, para el sistemar; = 0,1y r, = 10.
Las lineas gruesas representan el curso de las reacciones empezandas en fracciones molares en

alimentacion de 0,3 y 0,7 tomadas como ejemplo.

Ademés de la fraccion instantanea (o la acumulada) en el copolimero, el
programa puede predecir la evolucion con la conversidn de otros parametros o aspectos
de la reaccion como son las fracciones molares de secuencias o la longitud media de
cadenas. Como ejemplo en la Figura A.6 se muestran las fracciones molares centradas
en 1y 2 para uno de los sistemas modelo (r; = 0.1 y r, = 10). Las fracciones molares
obtenidas estan de acuerdo con la discusién previa y con el caracter altamente
heterogéneo de la reaccién que da lugar a la formacién de dos especies predominantes,
cada una de ellas rica en uno de los componentes. En este caso, el componente 2 es
mucho mas reactivo que 1y a bajas conversiones y altas composiciones iniciales de 2,
se forman preferentemente triadas 222, mientras que a altas conversiones y altas

composiciones iniciales de 1, se forman triadas 111. Las heterotriadas (112+211, 212,
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221+122 0 121) se forman en pequefia proporcion a los largo de la diagonal que separa

la formacion de las dos especies predominantes.
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Figura A.6: Fracciones molares de las triadas centradas en uno (arriba) y en dos (abajo) para el

sistemar;=0,1yr,=10

En conclusién, se ha desarrollado un programa [CONVERSION] capaz de
predecir, para una reaccion de copolimerizaciéon binaria que se ajuste al modelo
terminal, la evolucion con la conversion de gran cantidad de pardmetros, como son:
fracciones molares instantaneas y acumuladas en el copolimero, fracciones molares de

cualquier tipo de secuencia, o longitud media de blogues de uno u otro componente.
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