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RESUMEN

Se estudiaron diferentes formulaciones de hidrogeles (HG) de poliacrilamida,
poli(acrilamida-co-acido acrilico), poli(acrilamida-co-acido maleico), poli(acrilamida-
co-4cido itaconico) e hidrogeles semi-interpenetrados de poliacrilamida/quitosano y
poliacrilamida/polihidroxibutirato, con el fin de evaluar sus interacciones moleculares
con iones de calcio (Ca®*) en solucién, derivados del oxalato de calcio (CaC,04), uno de
los constituyentes mas comunes encontrado en calculos urinarios. Los HG fueron
caracterizados mediante estudios cinéticos de absorcion de agua, espectroscopia
infrarroja con trasformada de Fourier (FTIR) y microscopia optica (MO), donde se
determind la capacidad de absorcidn de agua y las constantes cinéticas de hinchamiento,
asi como los grupos funcionales presentes en las diferentes formulaciones y la
morfologia de los HG, respectivamente. En el caso de los sistemas HG-Ca’" se
determind, mediante las variaciones en la capacidad de absorcion de agua (%H) y de
calcio (qe), al igual que las variaciones en los espectros infrarrojo, que las formulaciones
de hidrogeles que tenian en su estructura grupo carboxilos formaron grupos carboxilatos,
propiciando la interaccién, de tipo i6nica, con el Ca** en solucién. También se
identificaron tres muestras de célculos urinarios mediante analisis morfoconstitucional,
donde uno de ellos estaba constituido por un 70 % de oxalato de calcio monohidratado
(COM). Este célculo fue disuelto y empleado para la formacién del sistema HG-Calculo
(HG de poli(acrilamida-co-acido itaconico)). Mediante analisis por espectroscopia FTIR
se evidenciaron las bandas correspondientes a la interaccion de los grupos carboxilato
con el calcio del célculo, asi como también bandas correspondientes con el anién oxalato
lo que sugirié que el oxalato de calcio se deposito en la matriz del polimero. Para una
mejor comprension de las interacciones que ocurren entre los grupos funcionales de los
HG y el Ca** en solucion, se realizé un modelaje computacional, mediante el software
Gaussian 09W, usando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT), y como conjunto
funcional-base B3LYP/6-31++G(d,p) en fase condensada con el modelo de polarizacion
continua (CPCM) y agua como solvente. Los resultados obtenidos, confirmaron las
interacciones propuestas en los sistemas HG-Ca?*, a partir de la correlacion entre los
espectros infrarrojo calculados y las energias de interaccion de los sistemas dimeros-
calcio con las observaciones experimentales.
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INTRODUCCION

Calculos urinarios

Los célculos urinarios, son una patologia que ha afectado a los seres humanos
desde antes de la historia documentada, reportandose incluso en restos de momias
egipcias de hace mas de 6000 afios (1). Actualmente, se presentan con una gran
incidencia y alta tasa de recurrencia, asi, en paises industrializados, hasta el 15 % de los
hombres y el 6 % de las mujeres padecen algun episodio relacionado con estos, con
recaidas en aproximadamente la mitad de los casos (2).

Al hablar de célculos, nos referimos a la presencia, en el aparato urinario, de
componentes de la orina en fase sélida, que en forma general recibe el nombre de litiasis
urinaria. En este sentido, si los célculos se localizacion en cualquier punto del aparato
urinario se conoce como urolitiasis, mientras que si se ubican especificamente en los
rifiones se denomina nefrolitiasis (3).

Los minerales encontrados en los célculos urinarios se suelen clasificar en dos
grandes grupos: organicos e inorganicos. Los componentes mas comunes encontrados en

los calculos se muestran en la Tabla 1 (4).

Tabla 1. Compuestos quimicos encontrados cominmente en los calculos urinarios.
Componentes inorgénicos Componentes organicos
Fosfato calcico hidratado (hidroxiapatita) Oxalato calcico monohidrato (whewellita)
Fosfato calcico carbonatado (carboapatita) ~ Oxalato célcico dihidrato (weddellita)

Fosfato amoénico magnésico (estruvita) Acido Urico
Fosfato &cido calcico dihidrato (brushita) Sales de &cido Urico (uratos)
Fosfato calcico magnésico (whitlockita) Cistina

Fosfato octocalcico pentahidrato

Las clasificaciones urolitidsicas se basan tanto en su composicion quimica,
caracteristicas Opticas o cristalograficas, morfologia y mecanismo de formacién, asi
como condiciones clinicas prexistentes. La clasificacion de Daudon (5), es una de las
mas Utiles por su sistematizacion y correspondencias clinica, basada principalmente en

el aspecto morfoldgico (Figura 1), asi como en las caracteristicas antes mencionadas,



completando su estudio con una tipificacion quimica mediante espectroscopia infrarroja.
Daudon, establecio seis tipos principales de familias de calculos con distintos subgrupos:
I) de oxalato de calcio monohidratado (COM) y Il) dihidratado (COD), IlI) litiasis
derivadas del acido drico, 1V) las variadas composiciones en las que esta presente el

fosfato, V) de cistina y V1) de proteinas.

Tipo III

Tipo IV TipoV

Figura 1. Representacion grafica que ilustra la morfologia de los diferentes tipos de
urolitiasis (5).

Aproximadamente, el 60 % de los célculos urinarios estan compuestos de oxalato
de calcio (whewellita, weddellita), las litiasis de fosfato, bien sean fosfatos calcicos
apatiticos (carboapatita, hidroxiapatita, brushita) o fosfatos estruviticos (estruvita)
representan cerca de un 20 %. En un orden decreciente le siguen las concreciones de
acido urico con un 15 %, mientras que las urolitiasis constituidas por cistina con un 3 %
son las menos comunes (6).

El término litogénesis agrupa al conjunto de procesos fisicoquimicos vy
bioldgicos, que producen la formacién de los célculos. La primera etapa en este
mecanismo de formacion, es la sobresaturacion urinaria, en donde en la orina se
encuentra, por multiples factores, concentraciones muy elevadas de sustancias
cristalizables. El segundo paso es la nucleacion, donde a partir de moléculas disueltas no

disociadas se forman particulas cristalinas de tamafio menor a 0,1 um. Puede ocurrir de



dos maneras: nucleacion homogénea o heterogénea. Esta Gltima, mucho més comun
debido a que requiere de niveles de sobresaturacion méas bajos, donde los cristales se
forman sobre particulas ya presentes en la orina. La siguiente etapa consiste en el
crecimiento de los cristales ya formados, con la consecuencia de un aumento en su
tamafio por la agregacion de nuevas moléculas. En este punto los cristales resultan ya
visibles mediante microscopia Optica. La cuarta etapa es la aglomeracion de cristales,
donde participan fuerzas de atraccion electrostatica entre cristales, asi como
interacciones entre cristales y macromoléculas presentes en el medio. Esta etapa deriva
en particulas voluminosas que pueden llegar a superar los 200 um. A partir de este punto
por su tamafio o por adhesion, los cristales aglomerados son retenidos y finalmente
después de esta etapa, la union de nuevas moléculas o cristales a este aglomerado
favorece el crecimiento y formacion de lo que se conoce como un calculo (7).

Las principales recomendaciones para su prevencion son una alta ingesta de
liquido, una dieta hiposodica, cambios en el estilo de vida y una ingesta de cantidades
normales (nunca bajas) de calcio. La mayoria de los pacientes son asintomaticos, sin
embargo, cuando tienen manifestaciones clinicas, las mas importantes son el dolor, la
hematuria y la bacteriuria. Respecto a su abordaje, descartando causas extrarrenales, son
tratados usualmente con medicamentos antiinflamatorios no esteroides, también es
valorado el uso de antibiéticos ante cuadros infecciosos y, dependiendo de la gravedad
del cuadro clinico, es evaluado el tratamiento quirdrgico. La terapia farmacoldgica es
unicamente administrada cuando hay factores de alto riesgo para litogénesis, algunos de
estos factores son: inicio a edad temprana, antecedentes heredofamiliares, litos formados
por uratos o sindromes metabdlicos. Los farmacos mas utilizados, dependiendo de los
factores litogénicos, son el alopurinol para la hiperuricemia (niveles altos de acido urico
en la sangre), hidroclorotiazida para la hipercalciuria y calcio suplementario cuando hay
hiperoxaluria. Por tanto, las estrategias terapéuticas son, generalmente, para disminuir
las sustancias litogénicas en el organismo (8).

Similarmente, para el control de la hiperfosfatemia en la enfermedad renal
crénica (ERC), es empleado un farmaco comercializado bajo el nombre de Renagel®,

compuesto por clorhidrato de poli(alilamina) reticulado, el cuél es un polimero quelante



de fosfato, libre de aluminio y calcio. Renagel® contiene varias aminas separadas por un
carbono de la cadena principal del polimero. Estas aminas son protonadas parcialmente a
nivel intestinal e interactian con las moléculas de fosfato a través de interacciones
electrostaticas. In vitro, a pH = 7, una cantidad de 1,0 g de este polimero se une
aproximadamente a 2,6 mmol de fosfato a una concentracion fisiologica estimada de
5,0 mmol I (9).

Hidrogeles (HG)

Los hidrogeles son polimeros formados por una red tridimensional poco
entrecruzada que, debido a su naturaleza hidrofilica, tienen la capacidad de absorber
grandes cantidades de agua aumentando su volumen, proceso ilustrado en la Figura 2.
Esta capacidad es conocida como grado de hinchamiento y es afectada, sin tener en
cuenta las condiciones del medio, principalmente por la cantidad de grupos funcionales
hidrofilicos en las cadenas poliméricas de los hidrogeles, consecuencia de la
composicion quimica de partida en la sintesis de los mismos, asi como del grado de

reticulacion, que se refiere a la densidad de entrecruzamientos (10).

Tiempo sumergido en solucidn acuosa

.
Ll

Figura 2. llustracion del incremento de volumen (hinchamiento) durante el proceso de
difusion de agua en la matriz de un hidrogel.

La sintesis de estos materiales deriva de entrecruzamientos quimicos o fisicos. El
entrecruzamiento quimico involucra la formaciéon de enlaces covalentes entre las

cadenas poliméricas y puede lograrse empleando monomeros multifuncionales (agentes



entrecruzantes) a bajas concentraciones, mediante el acoplamiento de radicales
generados por radiacion o reactivos quimicos conocido como iniciadores. En contraste,
el entrecruzamiento fisico se debe a interacciones secundarias no covalentes como
enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas, fuerzas hidrofobas o interacciones
dipolo-dipolo, que mantienen unidas las cadenas de los polimeros sin la necesidad de un
agente entrecruzante (11).

La estructura de los hidrogeles puede disefiarse para una aplicacion especifica
seleccionando los materiales de partida y las técnicas de procesamiento adecuadas, es
por ello que en las Gltimas décadas los hidrogeles han ganado una gran atencion en la
comunidad cientifica, en muchos y diversos campos de aplicacion, para el desarrollo de
nuevos materiales (12).

Estos materiales pueden clasificarse, principalmente, en hidrogeles sintéticos y/o
naturales, segun la naturaleza de los compuestos de partida. Los hidrogeles sintéticos
son preparados por reacciones de adicion via radicales libres 0 mediante polimerizacion
por condensacion, a partir usualmente de monomeros vinilicos. Estos presentan la
ventaja de que pueden sufrir facilmente modificaciones quimicas, son producidos de
manera industrial y tienen propiedades que pueden ser controladas con precision. Sin
embargo, cuentan con poca biocompatibilidad, bioactividad y biodegradabilidad, a
diferencia de los hidrogeles de polimeros naturales. Estos ultimos hidrogeles son
sintetizados empleando diversas macromoléculas de origen bioldgico las cuales incluyen
polinucleotidos, polisacaridos (almidén, quitosano y celulosa) y polipéptidos (albumina
y gelatina) (13).

Cuando en el proceso de sintesis se emplean uno 0 mas de un mondmero, los
hidrogeles pueden clasificarse como homopolimeros o copolimeros, respectivamente.
Durante la polimerizacion se forman cadenas de composicion aleatoria o en blogues,
dependiendo de la reactividad de los mondmeros involucrados y de las condiciones de
reaccion (14).

Por otra parte, cuando la polimerizacion se realiza en presencia de un polimero
ya formado en el medio de reaccién, el polimero en cuestion queda ocluido en la red

tridimensional de este tipo de hidrogeles, conocidos como hidrogeles de redes



semi-interpenetradas (semi-IPN) (15).

Los hidrogeles ofrecen una estabilidad quimica y fisica singular, de
moderada a alta, en su estado hinchado. Este ultimo estado resulta de un balance, en el
que se alcanza el equilibrio luego del proceso de difusion (Figura 2), entre las fuerzas
que causan que el agua penetre entre las cadenas del polimero y las fuerzas cohesivas
existentes en la red, que se oponen a la dilatacion y elongacion de la matriz
polimérica (16).

La matriz polimérica de los hidrogeles puede disefiarse con la habilidad de
hincharse, encogerse, enrollarse o hasta degradarse en respuesta a una sefal
determinada. Dentro de los estimulos externos que comUnmente causan algin cambio
controlable en la estructura de la red tridimensional, la cinética de hinchamiento, la
permeabilidad o fuerza mecanica del hidrogel estan: pH, temperatura, fuerza ionica,
campos eléctrico o magnético, radiacion electromagnética y ultrasonica (17).

Adicionalmente, la afinidad por el agua de estos materiales puede extrapolarse a
la absorcion de sustancias como farmacos, o bien cationes metélicos en solucion debido
a las interacciones electrostaticas que pueden desarrollar a consecuencia de los grupos

polares en sus cadenas poliméricas (18).

Sistemas hidrogeles/iones metalicos

Una de las aplicaciones de los hidrogeles mas ampliamente investigadas es la
absorcion de iones metalicos en solucién, principalmente para su uso en remediacion
ambiental mediante remocion de metales (19).

La estructura quimica del hidrogel juega un papel crucial en la interaccion y
retencion de iones metalicos e incluso no metélicos. Generalmente, los tipos de
monomeros a utilizar en la sintesis de hidrogeles pueden variar dependiendo de las
caracteristicas finales requeridas para el material y su posible aplicacion. Asi, existen
monomeros con grupos funcionales como carboxilos (-COOH), aminas (-NH,),
hidroxilos (-OH) y acidos sulfonicos (-SOsH), entre otros, que pueden ser utilizados
como agentes acomplejantes para la remocion de iones metalicos en soluciones acuosas.

En muchos casos, el proceso de absorcion se produce de forma selectiva o con varios



iones, con la posibilidad de recuperacion y reutilizacion del hidrogel (20).

El pH es un factor fundamental en la interaccion de iones metalicos con estos
materiales, ya que controla muchas de sus propiedades, especialmente si se utilizan
polimeros electroliticos, tal es el caso, cuando se emplean como monomeros acidos
orgénicos donde los grupos carboxilo, dependiendo de la constante de ionizacién del
acido, pueden estar protonados o desprotonados. Por otra parte, desde el punto de vista
del metal también es un hecho relevante que el pH debe controlarse para evitar que
precipiten, por ejemplo, el cobre (Cu®) y el hierro (Fe**) precipitan a un pH mayor a6 y
menor a 3, respectivamente (21).

Para estudiar las interacciones de iones metalicos, u otras especies quimicas, con
los grupos funcionales del hidrogel se emplean desde técnicas espectroscopicas, asi
como analisis cinéticos, térmicos y, mas recientemente, estudios tedricos empleando
métodos computacionales. Cada uno de ellos proporcionan diferentes resultados, que en
conjunto generan un estudio completo del tipo de interaccion (22).

En la literatura se han reportado sistemas conformados por hidrogeles y sales de
calcio, en este sentido, Ramirez, et al. (23), estudiaron la variacion del indice de
hinchamiento de hidrogeles de poli(acrilamida-co-acido itaconico) en soluciones de
nitrato de calcio (Ca(NOs),). Concluyeron que, a mayor concentracion de iones Ca?* en
solucidn, el indice de hinchamiento de los hidrogeles disminuia, producto de las
interacciones entre estos cationes con los grupos hidrofilicos del material, dificultando la
difusion de las moléculas de agua en la matriz polimérica. Basados en sus resultados,
plantearon diferentes tipos de interacciones entre estos cationes y los grupos carboxilatos
(-COQ") o carbonilos (C=0), en el primer caso mediante interacciones idnicas (anion-
catién), mientras que en el segundo por interacciones tipo ion-dipolo, como se muestra
en la Figura 3.

Siendo el calcio uno de los principales componentes encontrado en los calculos
urinarios, resulta de interés evaluar, fundamentandose en modelos tedricos relacionados
con datos experimentales, las interacciones que pueden tener diferentes formulaciones

de hidrogeles con iones de calcio en solucion acuosa.
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Figura 3. Estructura propuesta de las interacciones entre el hidrogel de
poli(acrilamida-co-acido itaconico) con iones calcio (23).

Métodos computacionales en el estudio de polimeros

En términos generales, se puede decir que la quimica computacional es una
disciplina que comprende todos aquellos aspectos de la investigacién en quimica que
implican el uso de computadoras. Esta disciplina incluye aspectos como, el modelado
molecular, disefio molecular asistido por computador, disefio de sintesis organica, bases
de datos quimicas, entre otros.

Debido al rapido aumento de la potencia de calculo de las computadoras durante
las Gltimas dos décadas, se han convertido en una herramienta de gran valor para el
estudio y comprension de los sistemas quimicos. Asi, la quimica computacional ha
evolucionado hasta convertirse en una potente herramienta que no sélo permite
a los investigadores racionalizar y explicar los resultados producto de la
experimentacién, sino, obtener informacién dificilmente asequible mediante
procedimientos
experimentales (24).

Los métodos de simulacién molecular que permiten obtener informacién del
sistema objeto de estudio se pueden clasificar en dos grandes grupos: clasicos y

cuanticos. Los métodos clasicos, como la mecanica molecular, describen el sistema



como un conjunto de particulas elementales, localizadas sobre los nucleos, y cuyas
interacciones se aproximan a una suma de términos energéticos representados por
expresiones basadas en la mecanica clasica. El uso de descripciones clasicas implica una
falta de rigurosidad en el estudio de sistemas quimicos, pero disminuye en gran medida
los gastos computacionales. Por el contrario, los métodos cuanticos representan el
sistema molecular mediante un conjunto de ndcleos y electrones, de acuerdo con las
leyes fundamentales de la mecanica cuantica. (25).

Las técnicas computacionales que ofrecen mas confianza y rigurosidad son las
basadas en la mecénica cuéntica. Estos métodos permiten obtener de con gran exactitud
propiedades tales como la geometria o la energia de sistemas quimicos, y dado que
consideran los electrones explicitamente, pueden cuantificar las propiedades
relacionadas con estos, como parametros espectroscépicos, distribucién de cargas,
momento dipolar, entre otros. Sin embargo, estas ventajas se obtienen a cambio de unos
requerimientos computacionales elevados, por tanto, los sistemas en estudios suelen
simplificarse a modelos representativos de pocos a&tomos.

La mecanica cuantica postula la existencia de una funcion de onda simbolizada
por w, que contiene toda la informacién dindmica posible del sistema. Esta funcion es

permite resolver la ecuacion de Schrodinger:

Hy = Ey [1]

donde H es el operador hamiltoniano que incluye la energia cinética, potencial entre
electrones y potencial de nucleos y electrones, y E la energia del sistema. A pesar de su
simple apariencia, la resolucién analitica de esta ecuacion solo es posible para sistemas
sencillos de tipo hidrogenoide. Con el objetivo de estudiar sistemas de mayor tamafio se
introducen una serie de simplificaciones entre las que destaca la aproximacion de Born-
Oppenheimer, la cual considera, que el movimiento de los nucleos es mucho mas lento
que el de los electrones. Otras estrategias para la resolucion de esta ecuacion que se
introducen son la representacion de la funcion de onda en términos de orbitales

moleculares (aproximacion orbital), y la expresion de estos orbitales como combinacion
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lineal de orbitales atdbmicos (aproximacion MO-LCAO).

En la préctica existen tres metodologias basicas para la obtencion de la funcion
de onda del estado fundamental: ab initio, semiempirica y la teoria del funcional de la
densidad (DFT, por sus siglas en inglés). La descripcion de estas tres metodologias es
completamente diferente. Los métodos ab initio, emplean el formalismo quimico
cuéntico de manera rigurosa, no empleando pardmetros empiricos méas alla de las
magnitudes fisicas mas elementales. Dentro de estos, el metodo del campo
autoconsistente o de Hartree-Fock (HF), se basa en el teorema variacional y pretende
encontrar la funcion de onda que minimiza la energia del sistema. La funcion de onda se
calcula considerando que cada electrén se mueve en un campo debido a los nlcleos y un
campo promedio creado por todos los demas electrones.

Por otra parte, los métodos semiempiricos tienen una estructura similar, sin
embargo, parte de la informacion se aproxima o es completamente omitida.
Normalmente, los electrones de capa interna no se tienen en cuenta, por tanto, se utilizan
parametros (parametrizacion). Para la elaboracion de estos pardmetros se usan datos
experimentales, o bien datos obtenidos a partir de calculos ab initio, para sistemas
similares. Los calculos semiempiricos son mas rapidos que los calculos ab initio, pero
también son mas erraticos, y son menos las propiedades que se pueden calcular de forma
confiable.

Por ultimo, los métodos DFT representa una forma alternativa, a los ab initio
convencionales, de introducir los efectos de la correlacion electronica en la resolucion de
la ecuacion de Schrodinger. De acuerdo con esta teoria, la energia del estado
fundamental de un sistema polielectronico puede expresarse a partir del uso de la
densidad electronica, en lugar de la funcion de onda, para el calculo de la energia, y
constituye de hecho la base fundamental de la DFT. Sin embargo, una expresion
matematica exacta que relaciona la energia con la densidad electrdénica no es conocida, y
se recurre a expresiones aproximadas, conocidas como funcionales de correlacion e
intercambio. Estas expresiones proporcionar resultados coherentes, considerando las
aproximaciones involucradas. Los métodos basados en la DFT se han popularizado en la

ultima década para el calculo de sistemas de cierto tamafio, y en especial para complejos
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metalicos, dado que proporcionan resultados de calidad comparable o superior a los
métodos ab initio tradicionales, con menores costos computacionales (26).

La incorporacion de la quimica computacional al estudio de los materiales
poliméricos es reciente, y para ello fue preciso el desarrollo de métodos capaces
de representar sistemas quimicos de naturaleza macromolecular. Como fruto de
tales trabajos, se disponen actualmente de un gran nimero de metodologias
capaces de reproducir y predecir propiedades de los polimeros Unicamente a
partir de su estructura molecular representativa. Estos métodos proporcionan una
vision muy detallada de los sistemas poliméricos, por lo que es posible obtener
informacion sobre las interacciones moleculares, que no es accesible mediante
técnicas experimentales (27) .

En este sentido, Syzgantseva, et al. (28), con el fin de dilucidar las interacciones
entre calcio y un polimero conocido como poli(acido metacrilico) (PMAA), desde un
punto de vista netamente teorico, realizaron una simulacion computacional, utilizando
modelos de dos a cuatro cadenas poliméricas cortas (oligdmeros) de siete unidades
repetitivas, con grupos carboxilos (-COOH) y carboxilatos (-COQ7), en ambos casos,
junto con un catién de calcio (Ca").

A partir de calculos de dindmica molecular determinaron que por cada ion calcio
se pueden establecer de cinco a seis interacciones con los grupos carboxilo en las
cadenas del polimero, con una distancia interatdbmica entre calcio y oxigeno similar a las
observados en compuestos ionicos. De igual forma, el nUmero maximo de cadenas de
polimeros que pueden unirse al calcio son tres, en el caso protonado, y cuatro, en el caso
desprotonado (Figura 4). Se destacd también, que cuando se afadid al sistema una
molécula de agua inicialmente en la esfera de coordinacion del calcio, se observé una
deshidratacion espontanea (pérdida de la molécula de agua), al coordinar los grupos
carboxilo de tres cadenas de PMAA con el cation de calcio. Demostrando que el
reemplazo de agua por los grupos funcionales del polimero es un proceso

energéticamente favorable.
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Figura 4. Plegado de las cadenas de un polimero tras la interaccion con Ca2+ en el
sistema PMAA-Ca’*. Se presentan los contactos neutros con grupos -COOH y contactos
anionicos con grupos -COO" de 2, 3y 4 cadenas de PMAA (28).

En atencion a lo anterior, y considerando el problema de salud publica que
representa la urolitiasis, en este estudio se evaluaron las interacciones entre hidrogeles
de diferentes formulaciones e iones de calcio, derivados de oxalato de calcio, mediante
estudios cinéticos de absorcién y técnicas espectroscépicas, asi como el modelado y
simulacién computacional de sistemas HG-Ca?*. Sentando un primer acercamiento en la
investigacién de los hidrogeles como potencial alternativa terapéutica, como captores de

calcio, para el tratamiento de los céalculos urinarios.



METODOLOGIA

Materiales

Se utilizaron hidrogeles de acrilamida copolimerizados con diferentes
monomeros de naturaleza sintética (acido itaconico, acido acrilico y acido maleico) e
hidrogeles de tipo semi-IPN de acrilamida y polimeros de origen natural (quitosano y
polihidroxibutirato) suministrados por el Laboratorio de Polimeros del Departamento de
Ciencias de los Materiales del Instituto de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias
Aplicadas de la Universidad de Oriente “Dra. Susan Tai” (IIBCA-UDO). Los hidrogeles
fueron sintetizados previamente en solucion acuosa mediante polimerizacion via
radicales libre, empleando como iniciador persulfato de amonio y como agente
entrecruzante
N,N'-metilenbisacrilamida, con proporciones de 0,5 % y 1 % en masa, respectivamente
(14, 18, 29-32). La proporcion en masa inicial y las estructuras quimicas de los
monomeros, y polimeros, empleadas en los hidrogeles estudiados se muestran en la

Tabla 2 y en la Figura 5, respectivamente.

Tabla 2. Formulaciones de los hidrogeles evaluados.

Hidrogeles Proporcion*
Poliacrilamida PAAM 100
Poli(acrilamida-co-acido itaconico) P(AAm-co-Al)(90/10) 90/10
Poli(acrilamida-co-acido itaconico) P(AAm-co-Al)(80/20) 80/20
Poli(acrilamida-co-acido maleico) P(AAmM-co-AM)(90/10) 90/10
Poli(acrilamida-co-acido acrilico) P(AAmM-co-AAC)(60/40) 60/40
Poli(acrilamida-co-4cido acrilico) P(AAmM-co-AAC)(90/10) 90/10
Poliacrilamida/Quitosano PAAM/Q(90/10) 90/10
Poliacrilamida/Polihidroxibutirato PAAM/PHB(90/10) 90/10

®): Proporciones iniciales en masa (AAm/X) de los comonémeros o polimeros, respectivamente. X: Al,
AM, AAc, PHB y Q.

Se estudiaron tres muestras de calculos urinarios, identificados como calculos A,
B y C, suministrados por la empresa Servolab Overseas Inc. y, provenientes de pacientes
urolitiasicos que acudieron a la consulta urolégica y la unidad de dialisis del Hospital

Universitario Antonio Patricio de Alcala (HUAPA) en Cumana, estado Sucre,
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Venezuela.
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Figura 5. Estructura quimica de los compuestos utilizados para la sintesis de los
hidrogeles estudiados. a) acrilamida, b) acido itacdnico, ¢) acido acrilico, d) acido
maleico, e) polihidroxibutirato y f) quitosano.

Determinacion gravimetrica del indice de hinchamiento

La capacidad de hinchamiento de los hidrogeles se determind a temperatura
ambiente, sumergiendo por duplicado una masa de 0,05 g de cada hidrogel seco
(xerogel) en un beaker con 25 ml de agua desionizada, luego de 60 h fue extraida la
pastilla de hidrogel, secada su superficie cuidadosamente con papel filtro y registrada su
masa hidratada. EI mismo procedimiento se realizé en una solucion de oxalato de calcio
(CaC,0,) con una concentracion de 50 mg:I™* a pH = 7 (Ver Apéndice A). Se calcul6 el

indice de hinchamiento (%H) empleando la siguiente ecuacion:

O0H = M x 100 [2]

m

donde m; es la masa del hidrogel luego del tiempo de inmersién y m, la masa del
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xerogel (33).
Cinética de hinchamiento de los hidrogeles

La evaluacion de la cinética de absorcion de agua en los hidrogeles se realizd
monitoreando gravimétricamente, por duplicado, la variacion en la masa de los
hidrogeles durante 72 h, partiendo de una masa de 0,05 g de los xerogeles sumergidos en
un beaker con 25 ml en agua desionizada. A intervalos regulares de tiempo los
hidrogeles fueron extraidos, secados cuidadosamente, registrando sus masas Yy
sumergidos nuevamente. Este procedimiento se realizé también en solucion de CaC,0,
con una concentracion de
50 mg:I*apH =7.

A partir de la ecuacidn 2, se construyeron las respectivas isotermas de absorcion
de agua, graficando %H en funcion de t (tiempo). Los pardmetros cinéticos k;, (contante
de rapidez de hinchamiento) y w., (contenido de solucién en equilibrio) se calcularon
siguiendo una cinética de pseudosegundo orden, graficando el cociente t/w en funcion de

t utilizando las siguientes ecuaciones:

t _ 1 + ! t [3]
w(t)_khwozo Weo

_mt_mo 1 4
W(t)—TX 00 []

donde wy es el porcentaje de agua en la matriz del hidrogel en el tiempo t; mientras que

m; y Mo son la masa del HG en el tiempo t y la masa original, respectivamente (34).

Técnicas de caracterizacion
Microscopia 6ptica

La superficie de las muestras de calculos urinarios, sin un tratamiento previo, fue
analizada utilizando un microscopio digital marca Aigo modelo EV5610 con un objetivo
de 4X, su morfologia fue descrita en base a su forma, color y aspecto de la superficie
(35).

Las micrografias de las muestras de hidrogeles hidratados se obtuvieron, con el
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mismo equipo, utilizando objetivos de 10X y 40X. La determinacion de la distribucion
del tamafio de poros desarrollados en las distintas formulaciones de hidrogeles se realizo

mediante el software de analisis de imagenes Digimizer Version 5.7.2 (36).

Espectroscopia infrarroja con trasformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojo de los calculos urinarios, HG y sistemas HG-Ca** e HG-
Célculo, se obtuvieron empleando un espectrofotometro marca Perkin Elmer modelo
Frotier. En todos los casos, se utilizd el mddulo de reflexion total atenuada (ATR, por
sus siglas en inglés), luego de 32 barridos acumulados con una resolucion de
2 cm™ en un rango de 4000 cm™ a 700 cm™ (37).

Ensayo preliminar de absorcién de Ca** en HG
Andlisis por fotometria de emision atémica de llama

Para la cuantificacion de la concentracion de calcio en solucién durante el
proceso de absorcion en el HG, se realizd una curva de calibracion partiendo de un
patron de calcio de una concentracion de 1000 mg-1™, preparado a partir de un Tritisol®
(CaCl, en
0,1 % de HCI, Merck). Con este patron se llevaron a cabo diluciones sucesivas, con las
que se obtuvieron disoluciones estandar con concentraciones de (5, 10, 20, 40, 60, 80 y
100) mg-1™ en balones aforados de 50 ml.

Se utiliz6 un fotometro de emision atémica de llama Jenway PFP7,
seleccionando el filtro para calcio (622 nm), empleando propano y aire (400 pl-min™y
0,1 MPa) como combustible y oxidante, respectivamente. Para el funcionamiento
optimo, el instrumento fue calentado previamente durante 15 min, posterior al comienzo
de la vaporizacion el equilibrio en la Illama fue establecido. Luego de 5 min la
temperatura de equilibrio fue alcanzada y los estandares fueron aspirados sucesivamente
en concentraciones crecientes, para cada solucion estandar se registro la intensidad de

emision, estableciendo la curva de calibrado caracteristica para el Ca®* en solucién (38).

Cinética y capacidad de absorcion de calcio
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Se determiné la disminucion en el tiempo de la concentracion de calcio durante
la inmersion de los HG de poli(acrilamida-co-4cido acrilico)(60/40) en una disolucion de
CaC,0; a una concentracion de 50 mg-I™* a pH = 7. Para ello una masa de 0,1 g de cada
xerogel fue sumergido en un beaker con 100 ml de dicha solucién, y se tomaron
alicuotas de 3 ml a diferentes intervalos de tiempo durante la primera etapa del proceso.
El andlisis de estas alicuotas fue realizado, segin el procedimiento descrito
anteriormente. La capacidad de absorcion de calcio en el HG en el equilibrio (ge) y sus
constantes cinéticas (de pseudoprimer orden, k; y de pseudosegundo orden k) fueron

determinadas empleando las siguientes ecuaciones (39; 40):

CV. — CV;
f'r ivi
_ T i 5
qe ™ [5]
In(q, — q¢) = Inq, — kqt [6]
t 1 \ 1 . -
q:  k.q%  q.

donde Cy, V5, Ci y Vi, son las concentraciones molares de Ca®* (mol-I™%) en los voliimenes
de solucién final e inicial (expresados en litros), respectivamente. Mientras g; define la

capacidad de absorcion de Ca®* en los HG al tiempo t.

Modelaje computacional

Los HG v los sistemas HG-Ca?*, fueron modelados a partir de dimeros por medio
del software GaussView 6.0. Los célculos de optimizacion geométrica hasta un estado
de minima energia, asi como los calculos frecuenciales, con los que se determinaron las
magnitudes termodindmicas y las vibraciones de enlace teéricas, fueron realizados a un
nivel de DFT, usando como conjunto funcional-base B3LYP/6-31++G(d,p), incluido en
el programa computacional Gaussian 09W, inicialmente en fase gaseosa Yy
posteriormente en fase condensada utilizando el modelo de polarizacion continua
(CPCM) y agua como solvente.

La energia de interaccion (AH;) de los sistemas HG-Ca®* fue calculada a partir

de la teoria de la “Supermolécula” por medio de la siguiente ecuacion:
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AHin: = AHgistema — (AHl + AHZ) [8]

donde AHgisema, AH1 Y AH, son las entalpias de formacion del sistema formado, la

molécula 1 y la molécula 2, respectivamente (22).



RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de los hidrogeles
Cinética de absorcion de agua

Durante el proceso de absorcion de fluidos en estos polimeros pueden
distinguirse dos fases, la primera en la que la absorcion del agua al interior del HG es
acelerada, por lo que su indice de hinchamiento se incrementa rapidamente en los
primeros minutos, durante esta etapa las moléculas de agua se difunden al interior de la
matriz polimérica ocupando espacios preexistentes o dindmicamente formados por las
cadenas en la red, conocido como volumen libre. Posteriormente en la segunda etapa, a
medida que este volumen disminuye la absorcion es mas lenta llegando hasta un
maximo, conocido como indice de hinchamiento, en el que el HG se encuentra en estado
de equilibrio
fisicoquimico (16).

En las Figuras 6 y 7 se muestran las isotermas de absorcién de agua, a
temperatura ambiente, de las diferentes formulaciones de HG evaluados, comparando el
homopolimero de PAAm con sus diferentes copolimeros (Figura 6), y con los HG semi-
IPN (Figura 7). Las diferencias observadas en estas isotermas se deben principalmente a
los distintos grupos hidréfilos que se encuentran en los materiales evaluados. Los
copolimeros con &cidos organicos (AAc, AM y Al) presentaron mayor capacidad de
absorcién de agua, respecto al HG de PAAm, debido a que dichos copolimeros
presentan grupos carboxilos (-COOH) que poseen mayor caracter hidrofilico que los
grupos funcionales presentes en las demas formulaciones. Los HG con Al y AM
alcanzaron una mayor capacidad de absorcion de agua, posterior a los 900 min, que los
HG con AAc, como consecuencia de contener dos grupos -COOH por cada unidad
monomérica, mientras que el AAc contiene un solo grupo -COOH por unidad repetitiva,
el efecto de la cantidad de estos grupos es evidente también al comparar los maximos
alcanzados entre los HG de P(AAm-co-Al) en las formulaciones de 80/20 y 90/10.

Adicionalmente, la mayor cantidad relativa de dichos grupos acelera el

hinchamiento en una fase temprana del proceso, en la Figura 6 se puede observar como
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la pendiente inicial, durante los primeros 900 min (Ver Apéndice B), es mayor en los
HG sintetizados con Al o AM, comparados con el HG de AAc. Asi mismo el HG de
PAAmM, que no contiene grupos -COOH, present6 la menor pendiente en este grupo de
formulaciones. Entre todos los HG evaluados, la isoterma de absorcion de agua en el
caso de P(AAm-co-Al)(80/20), que contiene la mayor proporcion inicial del grupo
funcional en cuestion, mostro una pendiente mas aguda, es por ello que esta formulacion

ha sido reportada en la literatura como un material superabsorbente (19).
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Figura 6. Isotermas de hinchamiento de los HG de PAAm y los copolimeros
(P(AAm-co-X)) sumergidos en agua desionizada. X: AAc, AM y Al.

En el caso de los HG de PAAmM semi-IPN con polimeros naturales (Figura 7)
estos denotaron un efecto contrario a lo observado en los copolimeros, es decir, la
capacidad de absorcion de agua disminuyo, respecto al HG de PAAm. Esto se puede
atribuir a la menor disponibilidad de grupos hidrofilos en el par de formulaciones con
polimeros naturales, PAAM/Q(90/10) y PAAmM/PHB(90/10). EI Q y el PHB, son
polimeros insolubles en condiciones estandares por su poca afinidad al agua y, ademas,
se ha reportado que cuando un polimero como el Q forma parte de una matriz semi-IPN

con PAAm, resultan en redes con un menor volumen libre disponible, debido a que
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polimero lo ocupa, limitando la capacidad de absorcion de agua (10).
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Figura 7. Isotermas de absorcion de los HG de PAAm y los semi-IPN (PAAmM/X)
sumergidos en agua desionizada. X: Q y PHB.

De acuerdo a lo propuesto por Schott en 1992 (34), las isotermas de
hinchamiento de los HG siguen tipicamente una cinética de pseudosegundo orden, que
se deriva de la regresion lineal de la ecuacion 3, a partir de la cual se obtienen ky, y %W.,..
En la Tabla 3, se muestran los valores de %H y de los parametros cinéticos para las
diferentes formulaciones de HG sumergidas en agua desionizada por 72 h, en general,

con elevados coeficientes de correlacion (r > 0,99998).

Tabla 3. Parametros cinéticos e indices de hinchamiento en agua desionizada para las
diferentes formulaciones de hidrogeles.

HG kn x107% (min™) %W, %H + DS

PAAM 1,39 91,78 1060,37 + 14,66

P(AAm-co-AM)(90/10) 4,42 98,95 9735,26 + 426,71

P(AAm-co-AAC)(90/10) 2,12 97,85 4472,11 + 299,96
P(AAm-co-Al)(90/10) 5,96 98,71 6221,60 + 1874,86
P(AAm-co-Al)(80/20) 11,59 99,53 22710,38 + 3414,45

PAAM/Q(90/10) 1,01 87,23 737,62 + 152,44

PAAM/PHB(90/10) 0,88 89,93 814,75 + 0,37

Se puede destacar que la constante k, determinada para el HG de P(AAm-co-
AM) fue aproximadamente el doble que la calculada para el HG de P(AAm-co-AAC),
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esta tendencia se repite al comparar dicho parametro entre el HG de P(AAm-co-
Al)(80/20) y el de P(AAm-co-Al)(90/10), lo que sugiere que la cantidad relativa de
grupos -COOH tiene una relacion directamente proporcional con la constante k. Lo
cual, ha sido reportado en la literatura, en donde la constante inicial de hinchamiento, en
funcion de la relacién masica entre agua absorbida e HG por unidad de tiempo (min™),
aumenta al incrementar la cantidad de Al en HG de P(AAm-co-Al) (41).

Por otra parte, los HG semi-IPN presentaron valores menores de k, aunque
cercanos a la k, de la PAAm, por lo que la integracion de estos polimeros naturales,
poco hidrofilicos, reduce la rapidez de absorcion de agua respecto al homopolimero.

En resumen, a partir de los valores obtenidos para las diferentes formulaciones de
HG en agua desionizada a temperatura ambiente, se pueden establecer las siguientes
tendencias en orden decreciente para ky y %H:

kn: P(Aam-co-Al)(80/20) > P(Aam-co-Al)(90/10) > P(Aam-co-AM)(90/10) >

P(Aam-co-Aac)(90/10) > PAAm > PAAmM/Q(90/10) > PAAM/PHB(90/10)

%H: P(AAm-co-Al)(80/20) > P(AAm-co-AM)(90/10) > P(AAm-co-Al)(90/10) >

P(AAm-co-AAC)(90/10) > PAAmM > PAAM/PHB(90/10) > PAAM/Q(90/10)

Anélisis morfoldgico

Ademas de la relacion que existe entre la afinidad hidrofilica de los grupos
funcionales y la capacidad de absorcion de agua de los hidrogeles, existen otros factores
de caracter morfoldgico que afectan la mencionada capacidad, entre los que destacan: el
tamafio promedio , la distribucion de tamafios de poros y la presencia o ausencia de
interconexiones entre poros. Estos pardmetros son evaluados para controlar la liberacion
0 absorcién de diferentes sustancias en estos polimeros como farmacos, fertilizantes,
entre otros (42).

La morfologia de los HG hidratados pudo observarse mediante MO con un
aumento de 10X, las micrografias de las diferentes formulaciones se muestran en las
Figuras 8 y 9. En general, se pueden observar evidencias de una estructura porosa
semejante a una esponja, y en algunos casos se sugiere la presencia de poros

aparentemente interconectados, especificamente para el HG de P(AAm-co-Al)(80/20) y
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de P(AAm-co-Al)(80/20) (Figuras 9C y 9D, respectivamente).

Los poros sefialados en las micrografias (Figura 8A) fueron generados
automaticamente y optimizados manualmente con el software de andlisis de imagenes
Digimizer a partir del cual se obtuvieron los datos necesarios para estimar los tamafios
de poros promedio (Figura 8B). La matriz del HG de PAAm desarroll6 poros con
tamanos de hasta 70 pum, pero el 70 % de los mismos estuvieron en un intervalo

comprendido entre 5 um y 15 um, lograndose detectar un total de 184 poros, sefialados

en la micrografia.
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Figura 8. A) Micrografia obtenida mediante MO y B) tamafio de poros promedio del HG
de PAAm hidratado en agua desionizada.
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La incorporacion de acidos carboxilicos en las formulaciones de los polimeros
evidencié una morfologia visiblemente mas porosa con una mejor definicién de los
mismos (Figura 9). EI HG de P(AAm-co-AAc) (Figura 9A), desarrolld poros de un
tamafio maximo entre 25 pum y 50 pm, mientras que en el HG de P(AAm-co-AM)
(Figura 9B) la distribucién se extendié en un intervalo mayor, entre 50 pum y
165 um (Figura 10). De forma andloga, al comparar las matrices de P(AAm-co-Al)
(Figuras 9C y 9D), el HG sintetizado con mayor cantidad inicial de Al mostré un
intervalo maximo de tamafio de poros entre 80 um y 120 um, significativamente mayor
con respecto al rango entre 50 um y 80 um de la formulacion con menor proporcion
inicial de Al (Figura 10). Estas mediciones se encuentran en los mismos ordenes de

magnitud a los reportados en la literatura (30; 43).
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en agua desionizada. X: A) AAc, B) AM, C) Al (90/10) y D) Al (80/20).
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Figura 10. Tamarfio de poros promedio de los HG de P(AAm-co-AM)(90/10) y de
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P(AAmM-co-AAC)(90/10) hidratados en agua desionizada.
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Figura 11. Tamarfio de poros promedio de los HG de P(AAm-co-Al)(90/10) y de
P(AAmM-co-Al)(80/20) hidratados en agua desionizada.

Este maximo en el tamafio de los poros sugiere una relacion directa con la
capacidad de absorcion de agua en los HG, debido a que las tendencias son similares.
Los copolimeros de AAm sintetizados con la misma proporcion inicial de acidos
dicarboxilicos (Al y AM al 10 %), presentaron como indice de hinchamiento maximo
7463 % y 9523 %, respectivamente. Esta diferencia, puede ser atribuida a las variaciones
morfologias observadas en la Figura 9 y, por ende, a los tamafios de poros reportados en
las Figuras 10 y 11, donde el HG de P(AAm-co-AM)(90/10) presenta un intervalo
maximo (50 um a 165 um) mayor que en el caso del P(AAm-co-Al)(90/10) (50 pum a 80
um).

En el caso de los HG semi-IPN, en la Figura 12 se muestran las micrografias
obtenidas de las formulaciones de PAAM/Q(90/10) y PAAmM/PHB(90/10), a diferencia
de los copolimeros (Figura 9), se observa una morfologia porosa poco definida similar a
la observada en el HG de PAAm (Figura 8A). Estos HG desarrollaron tamafios de poros
con valores analogos a los obtenidos para el HG de PAAm, en el mismo orden de
magnitud, con un 70 % de los mismos en un intervalo comprendido entre 5 um y 15 pm,
y con un maximo hasta de 70 um (Figura 13), lo que permite racionalizar el hecho de
que estos tres HG tengan una capacidad de hinchamiento similar.
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Figura 12. Microgr
hidratados en agua desionizada. A) PHB, y B) Q.
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Figura 13. Tamario de poros promedio de los HG de PAAm, PAAmM/PHB (90/10) y
PAAM/Q(90/10) hidratados en agua desionizada.
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Las variaciones en la porosidad de estos materiales son usualmente atribuidas a
las variaciones en la cantidad de agente entrecruzante, disolvente o iniciador, asi como a
la temperatura de polimerizacion durante la sintesis (44). En el caso de los HG semi-
IPN, parte del volumen libre se encuentra ocupado por el Q o el PHB, es por ello que
estos HG presentaron la mayor frecuencia (50 %) del tamafio de sus poros entre 5 umy
10 pum (Figura 13), mientras que el HG de PAAm, en este intervalo, desarrollo una
menor poblacion (40 %) (Figura 8B), es de decir, los HG semi IPN, en promedio,

desarrollaron una mayor cantidad de poros de menor tamafio, respecto al HG de PAAmM.
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Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Mediante la espectroscopia infrarroja se caracterizaron los grupos funcionales de
los polimeros que componen las distintas formulaciones de HG. En las Figuras 14, 15, y
16, se muestran los espectros infrarrojo de los copolimeros y de los HG semi-IPN, en

ambos casos comparados con el espectro del HG de PAAm.
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Figura 14. Espectros infrarrojo de los HG de PAAm y de los copolimeros P(AAm-co-X)
evaluados. X: AAc, AMy Al.

Debido a la mayor proporcion inicial de AAm en todas las matrices evaluadas, se
observaron en todos los espectros las bandas caracteristicas de esta unidad monomeérica:
a 3303 cm™ y 3183 cm™, las sefiales atribuidas a las vibraciones de tensién asimétrica y
simétrica de los enlaces N-H de las amidas, a 2920 cm™ y 2851 cm™ se ubican las
sefiales de los mismos tipos de alargamiento correspondientes a los enlaces C-H de los
grupos
-CH,-, a 1646 cm™ la banda correspondiente a los estiramientos de los enlaces C=0 de
la amida, y la sefial a 1601 cm™ relacionada con las vibraciones de flexion simétrica en
el plano de los enlaces N-H de la amida y demas modos vibracionales identificados en la
Figura 14 (45).

Las sefiales correspondientes a los grupos carboxilos (-COOH) en los diferentes



copolimeros se muestran en el acercamiento en la zona del espectro IR entre 2300 cm™ y
700 cm™ (Figura 15), donde se aprecia aproximadamente a 1720 cm™ sefiales de las
vibraciones de tensién de los enlaces C=0 y cercano a 1190 cm™ se observa un pico en
el que contribuyen las vibraciones de tipo vC-O y 860-H, siendo mas intensas en el HG
de P(AAm-co-Al)(80/20), que corresponde a la formulacién con mayor proporcion
inicial de acido dicarboxilico (14, 46, 47).
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Figura 15. Espectros infrarrojo en la region entre 2300 cm™ y 700 cm™ de los HG de
PAAmM y de los copolimeros P(AAm-co-X) evaluados. X: AAc, AM y Al.

En los espectros IR de los HG semi-IPN (Figura 16) se distinguen para el HG de
PAAM/PHB las bandas caracteristicas del grupo C=0O del éster a 1723 cm™, de las
vibraciones de flexion simétrica del grupo -CHs a 1380 cm™ y, los picos a 1228 cm™ y a
1184 cm™ de las vibraciones distintivas de los enlaces O-C=0 del éster. Para el HG de
PAAM/Q se observa una sefial a 1208 cm™ de la flexién de los enlaces O-H de los
grupos hidroxilo del polisacarido y otra, de intensidad media, a 1069 cm™
correspondiente a los estiramientos de los enlaces C-O-C glucosidicos. Para este par de
formulaciones no se observaron otras bandas relacionadas a los enlaces de los grupos
funcionales en los polimeros naturales, PHB y Q, debido a su baja proporcion, es

posible, que se encuentren solapadas con las sefiales del HG de PAAm, como las bandas



29

de los enlaces N-H y C-N de las aminas del Q o las vibraciones de tipo vC-H del grupo -
CHs del PHB (48, 49).
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Figura 16. Espectros infrarrojo de los HG de PAAm y de los semi-IPN de PAAM-X
evaluados. X: PHB y Q.

Estudio de los sistemas HG-Ca**
Cinética de absorcion de agua e indices de hinchamiento

Los HG de P(AAm-co-AAc), P(AAm-co-AM) y P(AAm-co-Al) sumergidos en
solucion de oxalato de calcio (CaC,0,) redujeron su %H significativamente respecto a
las demas formulaciones, siendo mayor la disminucion para el HG de P(AAm-co-
Al)(80/20) (Figura 17). Esta disminucién se ha reportado en sistemas similares, donde se
postula que los iones de calcio en solucion ocupan los sitios activos en el HG con los
que interactdan tipicamente las moléculas de agua durante el proceso de hidratacion,
disminuyendo asi su capacidad de absorcion (23).

En la Figura 18, se observan las isotermas de absorcion de agua de los diferentes
HG en la solucion de CaC,04, al comparar con las isotermas obtenidas en agua
desionizada (Figura 6 y 7), se observa una reduccién significativa de los indices de
hinchamiento, y por lo tanto de su capacidad de absorcién de agua, destacando la matriz
de P(AAm-co-Al)(80/20). Evidenciandose que fueron afectados en mayor proporcion,

por el CaC,0, en solucion, los polimeros con mayor cantidad de grupos -COOH, por lo
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que tal como se propuso anteriormente, estos grupos posiblemente estén interactuando

con los cationes calcio.
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Figura 17. indices de hinchamiento luego de 72 h de las diferentes formulaciones de HG
en agua desionizada y en solucién de CaC,0, de 50 mg-1"* a pH = 7.
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Figura 18. Isotermas de absorcion de las diferentes formulaciones de HG en solucion de
CaC,04 de 50 mg:-1*apH = 7.
Los %H, las constantes k, y sus variaciones (A%H y Ak), respecto al agua

desionizada, se muestran en la Tabla 4. Los copolimeros presentaron una disminucion de

su ky, lo que significa, que la rapidez de absorcion de agua fue mas lenta cuando estos

HG fueron sumergidos en solucion de CaC,0,4 como consecuencia de las posibles

interacciones entre estas formulaciones y el Ca®* en solucién, hecho discutido

anteriormente. EI HG de PAAm, y los semi-IPN, no presentan variaciones en su

comportamiento, por lo tanto, es poco probable que interacttien con el Ca?*.

Tabla 4. Pardmetros cinéticos, indices hinchamiento en solucién de CaC,0O, de
50 mg-1™ a pH = 7 para las diferentes formulaciones de hidrogeles y sus variaciones

respecto al agua desionizada

HG kn x10° (min™) Ak, X102 (min™®)  %H + DS A%H
PAAM 1,40 0,01 1094,79 + 73,69 34,42
P(AAmM-co-AM)(90/10) 1,47 -2,95 2176,36 + 378,14 -7558,9

P(AAM-co-AAC)(90/10) 1,45 -0,67 2042,00 + 68,89 -2430,11
P(AAmM-co-Al)(90/10) 2,57 -3,39 2506,87 + 81,25 -3714,73
P(AAmM-co-Al)(80/20) 4,46 -7,13 3181,36 + 958,77 -19529,02

PAAM/Q(90/10) 1,07 0,06 790,08 + 132,33 52,46

PAAM/PHB(90/10) 1,15 0,27 857, + 14,64 43,18
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Ramirez et al.; denominaron esta interaccion (HG-Ca’*) como un posible
entrecruzamiento ionico, entre las unidades ionizadas, principalmente los grupos
carboxilato (-COO") con los cationes divalente de calcio (Ca®"), al observar este
fenomeno en HG de P(AAm-co-Al) hidratados en una solucion de Ca(NO3),-5H,0 a
50 mg-1™ (23). Este tipo de interaccién también se ha reportado entre copolimeros con

grupos carboxilos e iones de Mg®*, Cu®* y Ni** (50, 51).

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Los desplazamientos y los cambios en la forma de los picos de los espectros
infrarrojo de los sistemas HG-Ca®" respecto a los HG son indicativos de los grupos
funcionales en la matriz, que pudieran o no interactuar con los cationes de calcio. Estas
variaciones han sido reportadas para HG de P(AAm-co-AM)(50/50) en sistemas con
Pb** y Cu® en solucién, donde observaron cambios en la sefial correspondiente con los
grupos carbonilos tanto de la amida como del carboxilo (52).

En la Figura 19 se aprecian los espectros IR de los sistemas HG-Ca**, con los
HG de PAAm, PAAM/Q y PAAmM/PHB que estuvieron en contacto con la disolucion de
CaC,0,, comparados con los respectivos espectros de los HG. La sefial caracteristica de
las vibraciones de tensién de los enlaces C=0 de la amida a 1648 cm™ en estos sistemas
se desplazé 3 cm™, apenas por encima de la resolucién del equipo, es decir, no son
desplazamientos significativos, por tanto, estas tres formulaciones no parecen interactuar
con los iones de Ca®*, posiblemente debido a la ausencia en su estructura de grupos con

alta densidad electronica, como los carboxilos (-COOH).
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Figura 19. Espectro infrarrojo en la region entre 1800 cm™ y 700 cm™ de los HG

de PAAmM y semi-IPN de PAAM-X y los sistemas HG-Ca*" respectivos.

No obstante, los cambios en las bandas a 1604 cm™, 1314 cm™ y 779 cm™, en el
sistema PAAmM-Ca?*, son coincidentes con los picos del CaC,0, (Figura Al), estas tres
bandas corresponden a las vibraciones de tension simétrica, asimétrica y de flexion de
los enlaces O-C-O (53), no son vibraciones que involucran al Ca®* reportadas a n(imeros
de onda menores a 400 cm™ (54), por lo que existe la posibilidad de que el HG de
PAAmM interactue so6lo con el anion o bien que el CaC,04 haya quedado depositado en la
matriz del polimero, pero no podria afirmarse la interaccion del Ca** con los grupos
C=0 de la amida, como se ha reportado para la deposicion de fosfatos de calcio in situ
en hidrogeles semi-IPN de poli(acido acrilico)-poliacrilamida (55).

En el caso de los copolimeros (Figura 20), debido a la mayor cantidad de AAm
en las formulaciones evaluadas, las sefiales de los grupos -COOH son menos intensas,
alrededor de los 1720 cm™ se observa la banda de los estiramientos de los enlaces C=0,

asi como el pico entre 1190 cm™ y 1170 cm™, de las vibraciones de tipo vC-O y §0-H.
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Figura 20. Espectros infrarrojo en la region entre 1800 cm™ y 700 cm™ de los de los HG
de PAAmM y de P(AAm-co-X) y los sistemas HG-Ca?* respectivos.

En estos sistemas HG-Ca®*, la sefial de la vibracién vC=0 de los -COOH tiende a

disminuir de intensidad, al igual que el pico correspondiente a las vibraciones vC-O y

80-H de este grupo funcional (Figura 20). Las variaciones en estas dos bandas son mas
evidentes en los HG con Al y AM, sobre todo para el HG de P(AAm-co-Al)(80/20)

donde la sefial a 1189 cm™ se desplaza significativamente a 1197 cm™ (8 cm™) en su
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correspondiente sistema HG-Ca?*, lo que sugiere la interaccién de este grupo con iones
Ca®*. Ademas, al igual que el HG de PAAm, los sistemas con copolimeros también
presentaron las bandas del C,0,%, anteriormente referidas, lo que indica la presencia de
dicho anion en estos sistemas.

Adicionalmente, a diferencia de los HG de PAAmM y de los semi-IPN con
polimeros naturales, se aprecia en la Figura 20, para todos los sistemas, una nueva banda
en la zona de entre 1560 cm™ y 1555 cm™. De acuerdo a lo reportado para HG acrilicos
polianionicos (56, 55), esta nueva sefial corresponde a las vibraciones de los grupos
carboxilato
(-COQ") producto de la desprotonacion de los grupos -COOH, consecuencia de que los
pK, del AAc, AM y Al se encuentran por debajo del pH = 7 (Figura 21) al cual se
formaron los sistemas HG-Ca®*. De modo que, los cambios descritos de las diferentes
sefiales son producto de la formacion de los grupos aniénicos -COO™ que potencialmente

se encuentran interactuando con los iones de Ca?".

AN .
RN OH 0

b)

0 HO pKe,= 1,9 o) ‘0
pKaZ = 6,3
HO (o] -0 0
¢)
N pKa, =38 Q

HO pKa, =54 °

o) o)

Figura 21. Equilibrios de disociacion de los &cidos carboxilicos en los hidrogeles
estudiados. a) acido acrilico, b) cido maleico y c) cido itaconico (10).
Ensayo preliminar de absorcién de Ca** en HG

La curva de calibrado para la determinaciéon, mediante fotometria de emision
atémica de llama (FAES), de la capacidad de absorcién de Ca®* en los HG fue elaborada

implementando una correccion por interferencia con Na', debido a que para ajustar el
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valor de pH = 7, en la preparacion de la disolucion de CaC,0,4 se emple6 hidroxido de
sodio (NaOH). La regresion lineal obtenida para esta curva mostré un elevado
coeficiente de correlacién (r = 0,999; Ver Apéendice E) (38).

En la Figura 22 se muestran las isotermas de absorcién de Ca®* en los HG de
PAAM y P(AAm-co-AACc)(60/40), indicando una mayor capacidad de absorcién de Ca®*
por parte del copolimero (11,67 mg(Ca*")-g"(HG)), este comportamiento puede ser
explicado por la presencia de grupos ionizables -COOH, del AAc en la matriz
polimérica, que favorecen la interaccion con el cation, a diferencia del HG de PAAmM

(7,49 mg(Ca*")-g™(HG)), como se ha discutido anteriormente.
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Figura 22. Isoterma de absorcion de Ca®* en los HG de PAAm y de
P(AAmM-co-AAC)(60/40).
Sin embargo, este fendmeno no se evidencid en las variaciones de las medidas

gravimétricas de los indices de hinchamiento, ni en el analisis espectroscopico, donde
los grupos -CONH, de la PAAm no parecian interactuar con el Ca®*. Posiblemente, esto

fue debido a que la interaccion ion-dipolo entre el cation y el carbonilo de la amida es
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muy débil, en comparacién a la interaccion con el Ca** en los copolimeros. Y, por lo
tanto, no influyo significativamente en la capacidad de absorcion de agua, ni generd un
desplazamiento importante de la sefial vC=0 en el espectro IR, del sistema PAAmM-Ca?*.

Mediante las regresiones lineales a partir de las ecuaciones que describen los
modelos cinéticos de absorcion de pseudoprimer y pseudosegundo orden, se
determinaron las constantes de rapidez de absorcion (k; y kp, ver Apéndice E) mostradas
en la Tabla 5.

Tabla 5. Capacidad y constantes cinéticas de los modelos de pseudoprimer y
pseudosegundo orden para la absorcién de Ca®* en los HG evaluados (Ver Apéndice E).

HG Qe (MgCa®-g*HG) ki (min") 11 kp(gHG-mg'Ca* min?) 1,
PAAM 7,49 0,0096 0,96 0,0029 0,99
P(AAmM-co-AAC)(60/40) 11,67 0,0135 0,95 0,0058 0,99

La correlacion lineal, sugiere que el modelo cinético de pseudosegundo orden se
ajusta mejor a las isotermas de absorcién de Ca?* en los HG, similar al modelo cinético
que sigue la absorcion de agua en los HG. Este modelo cinético de absorcion ha sido
reportado para la remocion de Cu?* y Fe** en solucién con HG de P(AAmM-co-AAc) (57).
Los valores calculados de las k, (Tabla 5) indican que la rapidez de absorcién de Ca?* en
el copolimero fue aproximadamente igual al doble que en el caso del HG de PAAm.

Estos resultados, permiten inferir la importancia de los grupos -COOH, que
interactGian con los iones de Ca®* en solucién, siendo estos Gltimos, absorbidos en la
matriz polimérica del HG. Por tanto, los HG de P(AAm-co-Al) y P(AAm-co-AM)

probablemente obedezcan el modelo cinético anteriormente descrito.
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Anélisis morfoconstitucional de los célculos urinarios

El andlisis inicial por microscopia optica (MO) permitio la observacion de la
superficie de los célculos, caracteristica en la que se baso la discriminacion temprana de
formas cristalinas y morfoldgicas tipicas correspondiente a ciertos tipos de calculos, sin
embargo, se hizo necesaria una tipificacion estrictamente quimica mediante
espectroscopia infrarroja.

Para analizar las micrografias obtenidas de los calculos (Figura 23), se sigui6 el
método de analisis morfo-constitucional reportado por Daudon et al. (7, 5, 35, 58). Las
caracteristicas principales que fueron observadas en cada calculo fueron tamafio, forma,

color, aspecto de la superficie, y apariencia de la misma (homogeénea o heterogénea).

Ay

Figura 23. Micrografias obtenidas mediante MO de los calculos urinarios (A,ByQC).

En la Figura 23A se muestra la micrografia Optica obtenida del Calculo A, en la
que no se observan evidencias morfologicas de formas cristalinas definidas, sino una
superficie suave con diferentes matices de color marron. Esta apariencia coincide con la

descripcion de calculos de diferentes tipos. La mayoria de los célculos que son de este
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color se debe a que su crecimiento es intermitente permitiendo que los pigmentos
urinarios, conocidos como urocromos, se fijen en los cristales, usualmente de CaC,0;.

En la micrografia del Calculo B (Figura 23B) se observa una superficie
heterogénea en relieve con depositos superficiales amorfos de color blanquecino a beige,
lo que coincide con la descripcién reportada sobre los calculos de fosfato, especialmente
los de carboapatita (fosfato célcico carbonatado), debido a que los otros tipos de
fosfatos, como la estruvita (fosfato de amonio y magnesio hexahidratado) aunque
también exhiban una superficie blanquecina y muestren una cristalizacién difusa, como
la del Calculo B, se caracterizan por formar agregados de grandes cristales con angulos y
aristas definidos, que no se observan en la Figura 23B.

Finalmente, en la Figura 23C se muestra la micrografia dptica del Célculo C, en
la que se observa una particula de caracteristicas cristalinas de un color marron
amarillento, rodeado por particulas blanquecinas. Las concreciones de este color mas
amarillo o naranja son usualmente atribuidas a calculos de &cido drico (59). El color
anaranjado tipico de los calculos de &cido urico resulta de una afinidad particular entre
los cristales de acido Urico y un pigmento rojo naturalmente presente en la orina llamado
uricina. Sin embargo, otra de las caracteristicas que se reporta de las concreciones de
acido urico, que no se observaron en la micrografia del Calculo C, son una superficie
lisa y homogenea en el caso del &cido urico anhidro, o una superficie rugosa,
heterogénea y de estructura porosa en el caso del acido drico dihidratado.

Adicionalmente, los espectros IR obtenidos de los tres célculos urinarios se
evaluaron con el software Alpha Kidney Stone Analyzer que contiene una libreria con
mas de 5000 espectros de muestras auténticas de célculos que fue creada y validada por
Michel Daudon, para identificar los componentes quimicos de cada muestra (37; 60).

En el espectro infrarrojo del Calculo A (Figura 24, linea en rojo), se observan dos
bandas caracteristicas a 1612 cm™ y a 1313 cm™ correspondientes a las vibraciones de
estiramiento simétrico y asimétrico, respectivamente, de los grupos carboxilato (-COQ)
correspondiente con el oxalato de calcio, A través del software de identificaciéon de
calculos urinarios se obtuvo un contenido de 70 % de whewellita (linea en azul, espectro

N° 2016), el cual corresponde al nombre mineral del oxalato de calcio monohidratado.
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Figura 24. Espectro IR del Calculo A (Rojo). Espectro IR referencia de un célculo
mayoritariamente constituido por whewellita (70 %) (Azul).

El CaC,0,4 es uno de los componentes mas comunes de los célculos urinarios,
debido a que la concentracion de sus iones se encuentra proxima a su limite de
sobresaturacion. Como muchas de otras urolitiasis, su formacion ocurre producto de un
desequilibrio soluto-solvente que provoca la sobresaturacion urinaria. Cuando la
concentracion de iones C,0,%es elevada, superior a 0,3 mmol-1™, lo que se conoce como
hiperoxaluria, deriva en la formacion de urolitiasis de CaC,0, monohidratado. Esto es
provocado por diversas razones como lo son: un alto consumo de alimentos ricos en
oxalato como chocolate negro o legumbres como remolacha, espinaca, entre otras; un
alto consumo de alimentos ricos en hidroxiprolina, que inducen una sintesis metabdlica
de oxalato en el higado; o una baja ingesta de calcio, lo que resulta en una mayor
absorcion de iones oxalato por el intestino. Por otra parte, si la concentracion elevada es
de los iones de Ca**, mayor de 3,8 mmol-1", denominada hipercalciuria, se originan
calculos de CaC,0, dihidratado (weddellita) (35).

En el espectro IR del Caélculo B (Figura 25, linea roja) se aprecia una banda
intensa cercana a los 1017 cm™ correspondiente usualmente a los grupos fosfatos (PO,>
), por el estiramiento en los enlaces P-O. También se observan bandas menos intensas a
1646 cm™ y 1418 cm™ que corresponden a los iones amonio (NH4") y carbonato (CO3%),
respectivamente.
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Figura 25. Espectros IR del Célculo B (Rojo). Espectro IR referencia de un calculo
mayoritariamente constituido por fosfatos: carboapatita/estruvita (60/30 %) (Azul).

De acuerdo con el analisis, realizado con el software de identificacion, esta
muestra esta constituida por 60 % de carboapatita (fosfato célcico carbonatado) y 30 %
de estruvita (fosfato de amonio y magnesio hexahidratado) (Figura 25, linea azul,
espectro N° 2528). Este tipo de célculos suelen aparecer en orinas alcalinas y se
catalogan como infecciosos. Las infecciones urinarias por ciertas bacterias generan un
aumento en la ureasa, esta es la enzima que cataliza la conversion de urea en amoniaco y
diéxido de carbono. EI amoniaco pasa a amonio alcalinizando la orina y, segln la
abundancia de cationes e iones fosfato, precipita como fosfato aménico magnésico
hexahidratado (estruvita). Mientras que, el dioxido de carbono finaliza como carbonato
en concreciones formadas por fosfatos apatiticos, como el fosfato célcico carbonatado
(carboapatita) (61, 62).

Por Gltimo, los resultados por espectroscopia IR del Célculo C (Figura 26)
indican que se trata de una mezcla de uratos y carboapatita, a diferencia de la similitud
en apariencia a los calculos de acido Urico que sugerian las observaciones a partir de la
microscopia oOptica. En este caso se observa, nuevamente, la banda correspondiente al
fosfato a 1030 cm™, y en el rango de 1500 cm™ a 1250 cm™ se observaron tres bandas

caracteristicas de los uratos a 1427 cm™, 1385 cm™y 1346 cm™ (63).
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Figura 26. Espectro IR del Calculo C (Rojo). Espectro IR referencia de un calculo
constituido por urato de sodio/carboapatita/urato de amonio (50/40/10 %) (Azul).

La composicién del Calculo C, determinada mediante el software de
identificacion, consta de una mezcla de urato de sodio, carboapatita y urato de amonio,
de acuerdo con el espectro N° 4342 de la base de datos.

El &cido drico es el resultado del metabolismo de las proteinas ingeridas en la
dieta, y es uno de los componentes principales de la orina como producto final de
desecho. En el caso de las litiasis Uricas, tiene la diferencia de ser muy dependientes del
pH, pero igual de dependiente de la sobresaturacion urinaria. El &cido Urico a pH bajo se
mantiene no disociado disminuyendo su solubilidad y precipitando, lo que origina la
litiasis de acido drico. A medida que el pH aumenta por distintos factores como una
concentracion elevada de amonio o pérdidas digestivas de bases, alcaliniza la orina
provocando la desprotonacion del &cido drico convirtiendolo en urato. En los uratos se
incorporan cationes dependiendo de su abundancia, usualmente son amonio, sodio o
potasio formandose asi calculos de uratos, como el del Célculo C.

Por tanto, la importancia en la determinacion analitica de los constituyentes
quimicos de los calculos urinarios radica en su directa correlacion clinica para su
tratamiento y prevencion.
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Evaluacion espectroscopica del sistema HG-Calculo

Para la formacion del sistema HG-Calculo, se seleccion6 el HG de
P(AAm-co-Al)(80/20), debido a que, ademas de las variaciones en el espectro infrarrojo
de su sistema HG-Ca®*, presenté la mayor disminucion en su capacidad de absorcién de
agua luego de estar sumergido en la solucion de CaC,0O4. En cuanto al medio de
inmersion del HG, se realiz6 una disolucién acuosa del Calculo A (Ver Apéndice A),
identificado como un célculo constituido en su mayoria por oxalato de calcio
monohidratado (COM).

En la Figura 27, se muestra el espectro infrarrojo del sistema
P(AAm-co-Al)(80/20)-Célculo A (Figura 27C), comparado con los espectros del
Célculo A (Figura 27D), del sistema P(AAm-co-Al)(80/20)-Ca** (Figura 27B) y del
P(AAm-co-Al)(80/20) (Figura 27A). Se puede observar en el sistema HG-Célculo una
disminucién de la intensidad de la sefial a 1718 cm™, un desplazamiento de 1189 cm™ a
1199 cm™ correspondientes a las vibraciones vC=0 y vC-O + §OH del grupo -COOH v,
cambios en las sefiales a 1550 cm™ y 1457 cm™, correspondientes a las vibraciones de
los enlaces C-O de los grupos -COO" (desprotonados), propiciando la interaccion con el

Ca®*, discutida anteriormente para el sistema HG-Ca”".

— Ciculo A (COM 70%)

— P(AAm-co-AI)80/20-Calculo A
P(AAm-co-Al)80/20-Ca

— P(AAm-co-Al)80/20

1608 v,C-O
1312 v,C-O

8C-O 779

Ksso v,C- \
1457 v,C-O

1199 vC-OH + $0-H

~ A

vO-H 3428

1750 1700

e - "0C=0 1647
—-—-—-—-\—w-w"‘/_‘ - ~y e - N\ J

=

Intensidad (u. a)

1189

\\,
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm?)

Figura 27. Espectros infrarrojo A) HG de P(AAm-co-Al)(80/20) (-), B) sistema
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HG-Ca®" (), C) sistema HG-Célculo A (-) y D) Célculo A (-).
Adicionalmente, al igual que en el sistema HG-Ca®*, en el sistema HG-Calculo

se observan las bandas, mas intensas en este caso, a 1608 cm™, 1312 cm™y 779 cm™ de
las vibraciones de tension asimétrica y simétrica, y de flexion en el plano,
respectivamente, de los enlaces C-O del CaC,0,, presentes también en el Célculo A
(Figura 27D).

Los cambios en el espectro IR del sistema P(AAm-co-Al)(80/20)-Calculo A,
descritos anteriormente, evidencian una interaccion del Ca**, proveniente del Célculo A,
con los grupos -COO" del Al en el HG, y también la presencia del C,04%, debido al
CaC,0,4, posiblemente depositado en la matriz del polimero. Las interacciones
propuestas se muestran en la Figura 28.

P(AAm-co-Al)

CaC,04 (ac)

Figura 28. Estructura propuesta para las interacciones entre el HG de
P(AAm-co-Al)(80/20) y el Ca?* derivado del CaC,0, del Célculo A
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Modelaje computacional
Estructuras optimizadas

Con el fin de soportar lo observado experimentalmente en los HG y los sistemas
HG-Ca®*, se modelaron computacionalmente al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) los
polimeros a partir de dimeros, representando la PAAm como DAAm y las formulaciones
que incorporan &cidos organicos como el P(AAm-co-X) como DAAmM-X (X: AAc, AM
y Al) con los grupos carboxilo protonados (Figura 29) y desprotonados (Figuras 31A,
31B y 31C ). Debido a que las matrices semi-IPN no presentaron variaciones en sus
capacidades de absorcion de agua, asi como en los anélisis por espectroscopia FTIR, no

fueron consideradas.

Figura 29. Estructuras optimizadas al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) en fase
condensada utilizando CPCM y agua como solvente. A) DAAm, B) D(AAmM-AAC),
C) D(AAm-AM), D) D(AAm-AI) y E) Ca**.
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Se puede observar en la Figura 29, como los a&tomos de hidrégenos de los grupos
-NH, se orientan hacia los &tomos de oxigeno de los grupos C=0 en el modelo DAAM y
D(AAmM-AAc) mientras que en los modelos de D(AAmM-AM) y D(AAm-AI) se
direccionan hacia los oxigenos de los grupos -OH, producto de las interacciones
intramoleculares, entre grupos, con distancias interatdmicas de 2,00 A a 2,30 A.

Los sistemas HG-Ca’* fueron construidos afiadiendo, sin enlazar, un atomo de
calcio en las adyacencias de las estructuras de los dimeros mostradas en la Figura 29. En
la Figura 30, se muestran las estructuras de los dimeros con los grupos
-COOH en los copolimeros, y el &tomo de Ca®*, en los sistemas HG-Ca?*, resultantes de
la optimizacion geométrica, hasta un estado de minima energia con una carga neta 2+,
inicialmente en fase gaseosa y, posteriormente, aplicando el modelo de polarizacién
continua (CPCM, por sus siglas en inglés) utilizando agua como solvente a fin de
polarizar los grupos hidrofilicos en las estructuras modeladas, como se encuentran en las

matrices de los polimeros evaluados.

Figura 30. Estructuras optimizadas al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) en fase
condensada utilizando CPCM y agua como solvente, de los sistemas HG-Ca?*
estudiados con los modelos de dimeros con grupos carboxilos protonados. A) DAAm-
Ca?*, B) DAAmM-AAc-Ca”*, C) DAAM-AM-Ca”" y D) DAAmM-AI-Ca*".
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A partir de los calculos de optimizacion geométrica en fase gaseosa, se observa
que los grupos C=0 se orientan hacia el cation formando una interaccion de tipo
ion-dipolo con distancias interatomicas resultantes, en fase condensada, entre 2,37 A 'y
2,52 A. Ademas, es de resaltar que en ninguno de los modelos evaluados se obtuvo una
interaccion de este tipo con los atomos de nitrégeno de los grupos amida debido a que
tienen una densidad electrénica menor y por tanto formarian sistemas menos estables, es
decir, con mayor energia respecto a las estructuras optimizadas.

Detallando los modelos DAAmM y DAAm-Ca**, se observé que producto de la
interaccion C=0---Ca”", las distancias interatémicas del enlace C=0, asi como de los
enlaces adyacentes: C-N y C-C, varian aumentando y disminuyendo, como se aprecia en
la Tabla 6. Los enlaces C=0 sufren de una elongacion de 1,24 A a 1,25 A mientras que
los enlaces adyacentes, como el C-N, se reducen de 1,35 A a 1,33 A consecuencia
posiblemente de la compensacion de densidad electronica de los enlaces vecinos hacia
los enlaces C=0 que interacttian con el catién Ca*".

Tabla 6. Distancias de enlaces (A) calculadas al nivel DFT-B3LYP/6-3lG++gd,p) del
grupo carbonilo y enlaces adyacentes de en los modelos de DAAmM y DAAm-Ca“".

Enlace DAAM DAAmM-Ca?*
o 1,24332 (140, 13C) 1,25241 (140, 13C)
1,24332 (150, 12C) 1,25013 (150, 12C)
o 1,35237 (13C, 19N) 1,33779 (12C, 17N)
1,35015 (12C, 16N) 1,33883 (13C, 20N)
cc 1,52555 (13C, 9C) 1,51619 (13C, 9C)
1,53251 (12C, 4C) 1,52795 (12C, 4C)

En el caso de los modelos con grupos -COO" (Figura 31), se puede observar un
comportamiento anédlogo al descrito en el caso anterior, donde los &tomos de hidrdgenos
de los grupos amida en los dimeros se orientan hacia los 4&tomos de oxigeno, con
distancias interatomicas menores, respecto a los dimeros con grupos -COOH, entre 1,72
Ay 1,82 A. Similarmente, en los sistemas formados, los atomos de oxigeno se
direccionan hacia el atomo de calcio, inclusive en el sistema DAAmM-AAc-Ca”,

mientras que en los sistemas DAAM-AM*-Ca?* y DAAm-AI*-Ca®* no todos los
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oxigenos de los grupos -COO" interactian con el &omo de calcio en una distribucion
espacial més estable con distancias interatémicas O---Ca*" de 2,33 A hasta 1,50 A,

menores con respecto a los sistemas de dimeros con grupos -COOH.

Figura 31. Estructuras optimizadas al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) en fase
condensada utilizando CPCM y agua como solvente, de los sistemas HG-Ca?*
estudiados con los modelos de dimeros con grupos carboxilos desprotonados.
A) DAAM-AAC, B) DAAM-AM?, C) DAAM-AI?, D) DAAmM-AAC-Ca”,
E) DAAM-AM?-Ca*" y F) DAAm-AI*-Ca?".
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Los sistemas con grupos -COOH, analogamente al modelo DAAm-Ca*,
conformaron estructuras con enlaces C=0 maés elongados, y con los enlaces C-N y C-O
adyacentes con menores distancias interatdbmicas, respecto a sus dimeros, como se
aprecia en las Tablas 7, 8 y 9, provocado por la redistribucion de la densidad electrénica
antes discutida.

En cuanto a los sistemas con grupos -COO’, en los modelos DAAM-AM?-Ca?* y
DAAM-AI?-Ca?* los enlaces C-O interactuantes con los atomos de calcio de dichos
grupos se alargan mientras que los no interactuantes, se acortan respecto a las distancias
interatdbmicas de estos enlaces en el dimero aislado (Tablas 8 y 9). Por otra parte, en el
modelo DAAmM-AAC-Ca*, las distancias en estos enlaces encuentran entre 1,26 A
1,27 A (Tabla 7).

Tabla 7. Distancias de enlaces (A) calculadas al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) de los
grupos carbonilo y enlaces adyacentes en los modelos derivados del HG de
P(AAm-co-AAC).

Enlace DAAM-AAc DAAmM-AAc-Ca’* DAAmM-AAc DAAmM-AAc-Ca®’
C=0(amida) 1,24027 1,25161 1,25506 1,25217
(7C, 80) (7C, 80) (7C, 80) (7C, 80)
C=0¢carboxilo) 1,22454 1,23111 - -
(12C, 130) (12C, 130)

C-N 1,35414 1,33829 1,35074 1,34215
(7C, 9N) (7C, 9N) (7C, 9N) (7C, 9N)
CcC-O 1,34458 1,33247 1,27762 1,27382

(12C, 140) (12C, 140) (12C, 130) (12C, 130)
1,26004 1,27283

(12C, 140) (12C, 140)
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Tabla 8. Distancias de enlaces (A) calculadas al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) de los
grupos carbonilo y enlaces adyacentes en los modelos derivados del HG de

P(AAm-co-AM)
Enlace DAAM-AM DAAmM-AM-Ca** DAAmM-AM? DAAmM-AM*-Ca*
C=0(amida) 1,24012 1,25362 1,24724 1,24903
(7C, 80) (7C, 80) (7C, 8C) (7C, 8C)
C=0¢carboxilo) 1,21705 1,22908 - -
(12C, 130) (12C, 130)
1,21599 1,22758 - -
(21C, 220) (21C, 220)
C-N 1,35292 1,33805 1,34815 1,34299
(7C, 9N) (7C, 9N) (7C, 9N) (7C, 9N)
c-0 1,34905 1,32933 1,26990 1,25434
(12C, 140) (12C, 140) (12C, 140) (12, 140)
1,35277 1,33201 1,26700 1,28268
(21C, 230) (21C, 230) (12C, 130) (12C, 130)
1,27226 1,27855
(20C, 220) (20C, 220)
1,26400 1,25434
(20C, 210) (20C, 210)

Tabla 9. Distancias de enlaces (A) calculadas al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) de los
grupos carbonilo y enlaces adyacentes en los modelos derivados del HG de

P(AAm-co-Al).
Enlace DAAM-Al DAAm-AI-Ca®* DAAmM-AI® DAAm-AlI*-Ca*
C=0(amida) 1,2398 1,25046 1,24881 1,25096
(7C, 80) (7C, 80) (7C, 80) (7C, 80)
C:O(carboxilo) 1,21774 1,22719 - -
(15C, 180) (15C, 180)
1,21665 1,22629 - -
(16C, 170) (16C, 170)
C-N 1,35292 1,33782 1,34609 1,34416
(7C, 9N) (7C, 9N) (7C, 9N) (7C, 9N)
C-0 1,34712 1,33158 1,26757 1,28336
(15C, 210) (15C, 210) (15C, 180) (15C, 180)
1,35490 1,33329 1,26532 1,25192
(16C, 190) (16C, 190) (15C, 200) (15C, 200)
1,27918 1,28063
(16C, 190) (16C, 190)
1,26293 1,25474
(16C, 170) (16C, 170)
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En resumen, la interaccion entre los diferentes modelos de dimeros y el cation de
calcio, se evidencia como una coordinacion O-Ca resultante en las estructuras
optimizadas de los sistemas. Lo que deriva, en su mayoria, en aumentos de las
longitudes de enlaces de los &tomos involucrados en la interaccion y, una disminucion

en las longitudes de los de enlaces adyacentes.

Anélisis frecuencial

En la espectroscopia infrarroja, la asignacion de vibraciones de enlace a las
sefiales en los espectros a menudo resulta un proceso complejo para sistemas
moleculares sencillos de tamafio mediano. Por esta razon, se realizan modelos tedricos
desarrollados mediante el uso de quimica cuantica computacional, como estrategia para
la interpretacion de espectros, especialmente al nivel DFT. Este tipo de célculo ha sido
utilizado para la identificacion de compuestos conocidos y desconocidos; para calcular
los espectros esperados de estructuras propuestas, y; para predecir las regiones
espectrales en las que pueden ocurrir transiciones o transformaciones de interes (64).

Debido a la naturaleza de los calculos involucrados, la determinacion tedrica de
los espectros IR fue realizada a partir de las estructuras optimizadas de minima energia
de los dimeros como representacién de los HG y de los sistemas HG-Ca”,
respectivamente, empleando el mismo conjunto funcional-base en fase condensada
aplicando el modelo CPCM con agua como solvente.

En la Figura 32, se muestran los espectros infrarrojo calculados del modelo
DAAm y del sistema DAAmM-Ca?*, cuyas asignaciones para sefiales de los distintos tipos
de vibracién, junto con los atomos implicados, y su comparacion con las bandas
observadas experimentalmente se presentan en la Tabla 10.

Es comun obtener una sobreestimacion de los ndmeros de onda calculados
respecto a los observados, debido a la idealidad de los modelos tedricos y sus
aproximaciones. Sin embargo, los valores determinados resultaron cercanos a los
observados, lo que sugiere que los modelos empleados son altamente representativos de
los sistemas reales. Al comparar ambos espectros, se observa que el nimero de onda de

la vibracion de tension de los enlaces C=0 del dimero se desplaza a un valor menor al
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interactuar, en el sistema, con el &tomo de calcio, mientras que el valor determinado para
las vibraciones vC-N se traslada a un nimero de onda mayor. Este fendmeno no es
evidente experimentalmente puesto que dichos desplazamientos se encuentran en el

margen de la resolucion del equipo.

m DAAm
m DAAm-Ca?*

Intensidad (u.a.)

| %‘ I

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Numero de onda (cm™)

Figura 32. Espectros infrarrojo calculados al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) de los
modelos DAAm y DAAm-Ca** utilizando CPCM con agua como solvente,
a 298,15 Ky 1,00 atm.

Las variaciones de los picos correspondientes a las vibraciones de los enlaces
C=0 y C-N en el DAAm, consecuencia de la interaccion del carbonilo con el catién de
calcio, se encuentra inversamente relacionado con los cambios en las distancias
interatomicas de los mencionados enlaces, discutidos anteriormente. En donde, para el
sistema
DAAmM-Ca?*, los enlaces C=0 se elongan, mientras que los enlaces C-N se acortan,
respecto a las longitudes de estos enlaces en el modelo del DAAm.

De igual modo, en los espectros calculados para los modelos de los copolimeros
protonados y desprotonados (Figura 33 y 34), se observan desplazamientos similares en
las sefiales correspondientes a las vibraciones de los enlaces en los grupos carboxilos y
carboxilatos, en la zona del espectro entre 2000 cm™ y 1000 cm™. En cuanto a los picos

de las vibraciones de tensién de los enlaces C=0 de los grupos -COOH, para el
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DAAmM-AAc, disminuye de 1743 cm™ a 1720 cm™ en el sistema DAAmM-AAc-Ca**,
mientras que el pico coincidente con las contribuciones de las vibraciones vC-O y 60-H
aumenta de 1194 cm™ a 1203 cm™ (Tabla 11). Estas variaciones sucedieron igualmente
para el caso de los modelos DAAmM-AM (Tabla 12) y DAAm-AI (Tabla 13).

Tabla 10. Comparacion de las sefiales en los espectros infrarrojo, experimental y
calculado, del HG de PAAm y el sistema PAAm-Ca®".

Vibraciones DAAM DAAm-Ca**
¥ (cm™)
Experimental Calculado Experimental Calculado
vaN-H 3305 3719 (16N,17H, 3336 3716 (17N,17H,
18H) 18H)
3678 (19N, 20H, 3713 (20N, 21H,
21H) 22H)
vsN-H 3183 3585 (16N,17H, 3190 3582 (17N,17H,
18H) 18H)
3476 (19N, 20H, 3580 (20N, 21H,
21H) 22H)
v,C-H 2920 3104 (6C,8H,7H) 2924 3126 (6C,8H,7H)
vsC-H 2850 3065 (6C,8H,7H) 2853 3075 (6C,8H,7H)
vC=0 1648 1681 (140,13Cy 1645 1675 (140,13C
150,12C) y 150,120)
ON-H 1604 1629 1604 1626 (20N, 21H,
(19N,21H,20H y 22H)
16N,17H,18H) 1622 (17N,17H,
18H)
0C-H 1447 1489 (6C,8H,7H) 1452 1505 (6C,8H,7H)
vC-N 1409 1430 (12C,16N) 1416 1447 (20N, 21H,
22H)
1384 (13C,19N) 1440 (17N,17H,
18H)

Va: tension asimétrica. Vs: tensidn simétrica.

Estos cambios en los picos de las vibraciones vC=0 del carboxilo, no son
evidentes experimentalmente en los espectros infrarrojo de los respectivos sistemas HG-
Ca®*, consecuencia de la menor proporcién monomérica inicial de los acidos orgénicos,
AAc, AM y Al, respecto a la AAm en los copolimeros sintetizados. Aunque, el
desplazamiento a nimeros de ondas mayores de banda correspondiente a vC-O y 60-H

si son observados experimentalmente, consecuencia de la ausencia, en la zona cercana a
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1200 cm™, de sefiales intensas de los grupos de la acrilamida que puedan solaparse con
los del carboxilo.

En cuanto a los modelos con grupos carboxilatos, en la zona del espectro
calculado entre 2000 cm™ y 1000 cm™ que se presenta en la Figura 33, se observa una
banda intensa correspondiente a la vibracion vO-C-O, en todos los dimeros alrededor de
1575 cm™ y en el sistema DAAmM-AAC-Ca’* a 1557 cm™, mientras que en el DAAm-
AM*-Ca** y el DAAM-AI*-Ca** a 1600 cm™. La diferencia en el sentido de estos
desplazamientos, de numero de onda, se debe a que en el DAAmM-AAc” ambos atomos de
oxigeno del grupo
-COO" interactian con el cation Ca?* en la estructura optimizada (Figura 31D), a
diferencia de los modelos DAAM-AM? y DAAmM-AI* solo interactia uno de los atomos
de oxigenos en los dos grupos anionicos en sus estructuras (Figura 31E y 31F).

Anélogamente a lo observado experimental, considerando las sobreestimaciones
tedricas, el niumero de onda de la sefial de los -COO™ es menor a los valores de las
vibraciones vC=0 y 6N-H. Por tanto, la presencia de este pico en la zona entre 2000 cm’
1y 1000 cm™ en los sistemas HG-Ca®* que plantean la interaccion de los copolimeros

con el Ca**, se confirma con estos modelos simulados.
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Figura 33. Acercamiento a la zona entre 2000 cm™ y 1000 cm™ de los espectros
infrarrojo calculados al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) utilizando CPCM y agua como
solvente, a 298,15 K y 1,00 atm para los modelos DAAmM-X vy los sistemas DAAmM-X-
Ca?* (X: AAc, AM y Al).

m DAAm-AAc m DAAm-AM? m DAAm-AI>
m DAAm-AAc-Ca?* = DAAm-AM?-Ca?* = DAAm-AI*-Ca**
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Figura 34. Acercamiento a la zona entre 2000 cm™ y 1000 cm™ de los espectros
infrarrojo calculados al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) utilizando CPCM y agua como
solvente, a 298,15 K y 1,00 atm para los modelos DAAmM-X vy los sistemas

DAAM-X-Ca?* (X: AAC, AM? y AI%).
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Tabla 11. Comparacion de las sefiales en los espectros infrarrojo, experimental y
calculado, del HG de P(AAm-co-AAc) y el sistema P(AAm-co-AAc)-Ca?".
DAAM-AAC DAAmM-AAc-Ca® DAAmM-AAc DAAmM-AAc-Ca**

Vibraciones v (cm™)
Experimental Calculado Experimental Calculado Calculado Calculado
VC=0amida) 1650 1690 1647 1675 1672 1668
VC=O(carboxitey 1720 1743 - 1720 - -
ON-H 1601 1640 1607 1628 1659 1624
v,0-C-O - - 1560 - 1577 1557
vC-N 1413 1407 1416 1441 1405 1430

vC-0+80-H 1177 1194 1179 1203 - -
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Tabla 12. Comparacion de las sefiales en los espectros infrarrojo, experimental y
calculado, del HG de P(AAm-co-AM) y el sistema P(AAm-co-AM)-Ca?".

DAAM-AM DAAM-AM-Ca** DAAmM-AM* DAAM-AM*—Ca**
Vibraciones v (cm™)
Experimental Calculado Experimental Calculado Calculado Calculado

VC=0@mida 1647 1683 1647 1666 1680 1672

UC:O(carboxilo) 1721 1776 - 1730 - -
ON-H 1600 1635 1606 1623 1643 1626
,0-C-0O - - 1555 - 1574 1600
vC-N 1413 1391 1415 1443 1400 1439

vC-O0+80-H 1181 1158 1193 1203 - -

Tabla 13. Comparacion de las sefiales en los espectros infrarrojo, experimental y
calculado, del HG de P(AAm-co-Al) y el sistema P(AAm-co-Al)-Ca”".

DAAmM-Al DAAm-AI-Ca* DAAM-AI* DAAmM-AI*-Ca”*
Vibraciones v (cm™)
Experimental” Calculado Experimental” Calculado Calculado Calculado
vC=0amida) 1650 1686 1651 1675 1687 1672
VC=0carboxilo) 1718 1770 - 1739 - -
ON-H 1602 1636 1606 1626 1639 1624
1,0-C-0 - - 1559 - 1574 1599
vC-N 1415 1403 1416 1449 1408 1414
vC-0O + 60-H 1189 1172 1197 1196 - -

(): Sefiales observadas en el espectro infrarrojo del hidrogel de P(AAm-co-Al)(80/20).

Energia de interaccion

La energia de interaccion de los diferentes dimeros con el cation de calcio se
calculd a partir de las diferencias energéticas entre los sistemas formados y las energias
individuales de los dimeros y el catién (Ecuacion 4), este enfoque es conocido como
método de la supermolécula. EI pardmetro termodinamico empleado, la entalpia de
formacion (AH), se determiné a partir de los célculos frecuenciales en fase condensada
al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) utilizando el modelo de solvatacion CPCM vy agua
como solvente, los valores obtenidos se presentan en la Tabla 14 (65).

Los valores menores a cero de la AH;, indican la formacion de un sistema
estable, estabilidad que es inversamente proporcional a la entalpia de interaccion. Por

tanto, al evaluar los diferentes sistemas formados, se observa que el modelo del dimero



58

con Al, presentd la menor energia de interaccion, tanto protonado (DAAm-AI-Ca*")
como desprotonado (DAAm-AI*-Ca®"), siendo este Gltimo més estable energéticamente

en comparacion al resto.

Tabla 14. Entalpias de formacion e interaccion calculadas al nivel DFT-B3LYP/
6-31G++(d,p) a 298,15 Ky 1,00 atm.

Modelo AH (kJ/mol) x10° AHint (kJ/mol)
Ca** -1778,58 -
DAAM -1301,54 -
DAAM-AAC -1352,55 -
DAAM-AM?* -1846,45 -
DAAM-AI* -1949,59 -
DAAM-Ca?* -3080,18 -54.99
DAAM-AAC-Ca®* -3131,20 -65,90
DAAM-AM?-Ca® -3625,12 -88,79
DAAM-AI*-Ca?* -3728,26 -94,06
DAAM-AAC -1353,73 -
DAAM-AM -1848,81 -
DAAM-AI -1951,94 -
DAAM-AAc-Ca? -3132,35 -42,79
DAAM-AM-Ca?* -3627,41 -26,38
DAAM-AI-Ca® -3730,57 -58,06

Ordenando de manera creciente las AHjy para los sistemas de dimeros con
grupos -COOH, respecto al DAAm, se obtiene la siguiente tendencia:

DAAm-AI-Ca”* < DAAmM-Ca®* < DAAm-AAc-Ca** < DAAmM-AM-Ca”".

Mientras que en el caso de los dimeros con grupos -COO™ cambia el orden a:

DAAM-AI“-Ca?* < DAAM-AM?-Ca** < DAAmM-AAC-Ca** < DAAm-Ca’",

Al comparar estas tendencias con las observadas en las variaciones de la
capacidad de absorcion de agua y las constantes de hinchamiento de los sistemas HG-
Ca®*, la presencia de grupos aniénicos en los modelos tedricos se ajusta mejor a lo
apreciado experimentalmente. Por tanto, se puede inferir que las interacciones de los
copolimeros con el Ca®* son, en mayor medida, consecuencia de entrecruzamientos
i6nicos entre los grupos carboxilatos formados y el catidn, y no del tipo ion-dipolo entre

los oxigenos del carbonilo y el calcio.
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Adicionalmente, este planteamiento se fundamenta también en lo evaluado en los
espectros infrarrojo, observados y calculados, donde se evidencia una sefial coincidente
con los grupos carboxilatos en los sistemas P(AAm-co-Al)-Ca?*, P(AAm-co-AM)-Ca**
y P(AAm-co-AAc)-Ca**, que no se observa en los copolimeros iniciales, ni en el sistema
de PAAM-Ca*".

De acuerdo a lo anterior, y teniendo en cuenta que, respecto a las demas
formulaciones evaluadas, el HG de P(AAm-co-Al)(80/20) puede desarrollar una mayor
cantidad relativa de grupos carboxilatos disponibles, los cuales interactian mas
fuertemente con los iones de calcio en solucion, segun la correlacion entre los modelos
tedricos y las observaciones experimentales. Se considera a esta formulacion, dentro de
las evaluadas, como la 6ptima para absorber calcio, principal componente litogénico en

los mecanismos de formacion de calculos urinarios derivados del oxalato de calcio.



CONCLUSIONES

Se determinaron a través de estudios cinéticos de absorcion de agua y de calcio,
asi como por andlisis espectroscopicos, las interacciones entre los grupos funcionales de
hidrogeles, con diferentes formulaciones, y el calcio derivado del oxalato de calcio,
destacando la importancia de los grupos carboxilos ionizables, en la matriz del polimero,
que interacttan con el calcio en solucién.

La caracterizacién mediante espectroscopia infrarroja de los sistemas HG-Ca?* e
HG-Calculo, demostré cambios en las sefiales correspondientes a los grupos carboxilos
que evidencio la formacién de grupos carboxilatos. Ademas, se observaron bandas
coincidentes con el anion oxalato en algunas formulaciones. Lo que sugiere que el
oxalato de calcio puede estar ocluido en la matriz polimérica de estos hidrogeles.

El andlisis morfolégico mediante microscopia éptica junto al analisis por
espectroscopia FTIR permitié identificar la composicion quimica de diferentes muestras
de célculos urinarios.

Los calculos computacionales de las energias de interaccion de los sistemas
dimeros-calcio, a nivel DFT-B3LYP/6-31++G(d,p) en fase condensada, utilizando el
modelo de polarizacion continua con agua como solvente, confirmaron las interacciones
propuestas en los sistemas HG-Ca?*.

La correlacion entre las observaciones experimentales y los espectros infrarrojo
calculados, indica que el modelo desarrollado puede ser de utilidad para evaluar, de
manera predictiva, otras formulaciones de HG que pudieran interactuar con el cation

calcio.
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APENDICE

Apéndice A
Sintesis del oxalato de calcio (CaC,0,)

El CaC,0, empleado para la formacion y evaluacion de los sistemas HG-Ca®*
fue sintetizado a partir de oxalato de sodio (Na,C,0,) y cloruro de calcio dihidratado
(CaCl,-2H,0), ambas sales fueron disueltas individualmente, mediante agitacion
constante a temperatura ambiente, en soluciones con una relaciéon molar 1:1. Luego

ambas soluciones fueron mezcladas, precipitando el CaC,0,4 segun la reaccion Al (66).
CaCly(ac) + NaxCrOsac) — CaCr04) + 2NaClqc) [Al]

Luego de 24 h, el precipitado fue filtrado y lavado con agua desionizada.
Finalmente, el producto fue secado y caracterizado mediante espectroscopia IRTF (ver
Apéndice C).

Preparacion general de las disoluciones de CaC,0, y del célculo urinario

Las disoluciones de CaC,04 a una concentracién de 50 mg-1™ a pH = 7, fueron
preparadas disolviendo la cantidad necesaria del solido, bajo agitacion magnética
constante a una temperatura de 40 °C, en un volumen de agua minimo acidificado con
acido clorhidrico (HCI) (pH = 2). Una vez disuelta la sal, se afiadié lentamente hidréxido
de sodio (NaOH) 0,1 mol-I™ hasta alcanzar un pH = 7. Por Gltimo, se completé con el
volumen necesario de agua desionizada, para la concentracién requerida.

La disolucién del calculo urinario con una concentracién de 50 mg-1" a pH = 7,
fue preparada siguiendo el procedimiento antes descrito, afiadiendo las mismas
cantidades molares de HCI y NaOH, para su disolucion en medio acido y neutralizacion
a pH = 7, respectivamente. Similarmente, los patrones de la curva de calibrado para la
cuantificacion de Ca”* en solucién, mediante fotometria de emisién atémica de llama
(ver Apéndice E), fueron preparados tomando en cuenta la presencia del HCI y NaOH,

implementando de esta manera una correccion por la interferencia de los iones Na™.
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Figura C1. Espectros FTIR del CaC,04sintetizado para la formacién de los sistemas
HG-Ca?", y de los estandares de whewellita (COM) y weddellita (COD) (67).
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Figura C2. Espectros FTIR del hidrogel de PAAm y del sistema PAAM-Ca®".
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Figura C4. Espectros FTIR del hidrogel semi-IPN de PAAM/Q(90/10) y del sistema
PAAM/Q(90/10)-Ca?".
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Figura C6. Espectros FTIR del hidrogel de P(AAm-co-AM)(90/10) y del sistema
P(AAmM-co-AM)(90/10)-Ca**.
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Apéndice D

m DAAm-AAc
- = DAAm-AAc-Ca?*
;:\_
E
=
=
=t
o
=
2
=
B e e e T L e e e e e B L B B B L B S
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de onda (cm™)

Figura D1. Espectros IR de los modelos DAAmM-AAc y DAAm-AAc-Ca?*, calculados al
nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) y usando CPCM con agua como solvente,
a 298,15 Ky 1,00 atm.
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Figura D2. Espectros IR de los modelos DAAmM-AM y DAAmM-AM-Ca?* calculados al
nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) y usando CPCM con agua como solvente,
a 298,15 Ky 1,00 atm.
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Figura D3. Espectros IR de los modelos DAAm-AI y DAAm-AI-Ca®* calculados al
nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) y usando CPCM con agua como solvente,
a 298,15 Ky 1,00 atm.
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Figura D4. Espectros IR de los modelos DAAmM-AAC’ y DAAmM-AAC-Ca”* calculados al
nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) y usando CPCM con agua como solvente,
a 298,15 Ky 1,00 atm.
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Figura D5. Espectros IR de los modelos DAAM-AM? y DAAM-AM?-Ca®* calculados
al nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) y usando CPCM con agua como solvente,
a 298,15 Ky 1,00 atm.
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Figura D6. Espectros IR de los modelos DAAm-AI* y DAAmM-AI*-Ca?* calculados al
nivel DFT-B3LYP/6-31G++(d,p) y usando CPCM con agua como solvente,
a 298,15 Ky 1,00 atm.
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Figura E2. Regresion lineal para una cinética de pseudoprimer orden de la absorcion de
Ca?* en los HG de PAAm y de P(AAm-co-AAC)(60/40).
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Resumen (abstract):

Se estudiaron diferentes formulaciones de hidrogeles (HG) de poliacrilamida,
poli(acrilamida-co-acido acrilico), poli(acrilamida-co-acido maleico), poli(acrilamida-
co-acido itaconico) e hidrogeles semi-interpenetrados de poliacrilamida/quitosano y
poliacrilamida/polihidroxibutirato con el fin de evaluar sus interacciones moleculares
con iones de calcio (Ca?*) en solucién, derivados del oxalato de calcio (CaC,0.), uno de
los constituyentes mas comunes encontrado en calculos urinarios. Los HG fueron
caracterizados mediante estudios cinéticos de absorcion de agua, espectroscopia
infrarroja con trasformada de Fourier (FTIR) y microscopia Optica (MO), donde se
determind la capacidad de absorcion de agua y las constantes cinéticas de hinchamiento,
asi como los grupos funcionales presentes en las diferentes formulaciones y la
morfologia de los HG, respectivamente. En el caso de los sistemas HG-Ca®* se
determind, mediante las variaciones en la capacidad de absorcién de agua (%H) y de
calcio (ge), al igual que las variaciones en los espectros infrarrojo, que las formulaciones
de hidrogeles que tenian en su estructura grupos carboxilo formaron grupos carboxilato
producto de la interaccién, tipo idnica, con el Ca®* en solucién. También se identificaron
tres muestras de calculos urinarios mediante anélisis morfoconstitucional, donde uno de
ellos estaba constituido por un 70 % de oxalato de calcio monohidratado (COM). Este
calculo fue disuelto y empleado para la formacion del sistema HG-Célculo, donde el HG
empleado fue el de poli(acrilamida-co-acido itacénico). Mediante espectroscopia FTIR
se evidenciaron las bandas correspondientes a la interaccion de los grupos carboxilato
con el calcio del calculo, asi como también bandas correspondientes con el anién oxalato
lo que sugirié que el oxalato de calcio se depositd en la matriz del polimero. A fin de
obtener una mejor comprension de las interacciones que ocurren entre los grupos
funcionales de los HG y los cationes de Ca®" en solucién, se emple6 modelaje
computacional, el cual se realiz6 mediante el paquete computacional Gaussian 09W,
usando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT), con el conjunto funcional-base
B3LYP/6-31++G(d,p) en fase condensada, con agua como solvente, implementado el
modelo de polarizacion continua (CPCM). Donde se confirmaron las interacciones
propuestas en los sistemas HG-Ca®*, a partir de la correlacién entre los espectros




infrarrojo calculados y las energias de interaccion de los sistemas dimeros-calcio con las
observaciones experimentales.
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°0a1S
"~ Cumand, (04 AGD 2089

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci6 el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

uvaERSNPuﬂmﬁ_N Ec'e“tago a usted a los fines consiguientes.

| SISTEMA DE BIBLIQTECA

RECIBIDO POR ot

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Niicleos, Coordinador Genermal de
Administracién, Director de Personal, Direccion de Finanzas, Direccion de Presupuesto,
Contraloria Interna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,

& Direccién de Computacién, Coordinacion de Teleinformatica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/maruja

Apwrtado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 8008045 Telofax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del Il Semestre 2009, segiin comunicacion CU-034-2009) : “los Trabajos de Grado son de
la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y sélo podran ser utilizados para otros
fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo respectivo, quien debera participarlo
previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.
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