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Resumen

En el presente trabajo se reporta la obtencion de hidrogeles de copolimeros de polimetacrilato de
2-hidroxietilo-co-acrilamida mediante la copolimerizacion y reticulacion simultanea a partir de sus
correspondientes monémeros y mediante irradiacién con cuantos gamma. La composicion del co-
polimero se determind mediante analisis elemental y espectroscopia infrarroja. Adicionalmente se
muestran los resultados de toxicidad de sus matrices, para ello se evalué la acrilamida libre y se
realizé el ensayo SOS en bacterias. Se comprob6 que los extractos de lavados de las matrices de
estos copolimeros contenian muy bajos niveles de acrilamida libre y no mostraron efecto téxico en
las células de E. coli para ninguno de los tiempos evaluados.
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Sinthesys and toxicity of poly (2-hydroxyethyl methacrylate-co-acrylamide)
hydrogels obtained by gamma photon irradiation.

Abstract

In this paper is reported the obtaining of hydrogels from poly hydroxyethyl methacrylate-co-acryla-
mide, by simultaneous crosslinking copolymerization from corresponding monomers by gamma pho-
ton irradiation. The composition of network chains in the copolymer was estimated from elemental
analysis and infrared spectroscopy. Additionally, the toxicity of these materials was tested finding the
free acrylamide and biological assay SOS in bacteria. The extracts of washed matrices of copolymers
showed low level of free acrylamide. Moreover, they were non toxic on the E. coli cells tested at any

time.
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Introduccion

Los polimeros son, actualmente, el grupo de estudio
mas amplio en la gama de los biomateriales. Dentro de
ellos juegan un papel importante las matrices polimé-
ricas hidrofilicas denominadas hidrogeles. Estas tienen
una extraordinaria capacidad para absorber grandes
cantidades de agua, hidratandose hasta alcanzar el
equilibrio [1].

Uno de los métodos empleados para obtener nue-
vos polimeros a partir de sus correspondientes mo-
noémeros es la polimerizacién radioinducida. Entre sus
bondades se destacan la posibilidad de polimerizar al-
gunos mondémeros que no lo logran por los métodos
convencionales, como los compuestos fluorogenados,

ademas, facilita la polimerizacion en fase soélida [2]. Par-
ticularmente, la radiaciobn gamma permite la iniciaciéon
homogénea en todo el volumen del monémero. Por esta
via se obtienen polimeros de un alto grado de pureza,
sin residuos de iniciadores, catalizadores ni otros com-
puestos [3-4].

Los hidrogeles pueden ser usados con fines médi-
cos siempre que sean biocompatibles y no toxicos. Por
tanto, ante nuevos materiales sintéticos de este tipo, se
hace imprescindible la evaluacién de la toxicidad de es-
tos candidatos antes de su posible aplicacion en el sec-
tor de la salud. Se ha reportado que generalmente los
efectos téxicos de los hidrogeles se deben a restos de
monoémeros, oligdmeros e iniciadores de la reaccion [5].
Los copolimeros de polimetacrilato de 2-hidroxietilo-co-
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acrilamida (poli(HEMA-co-AAm)) han sido preparados y
estudiados por diferentes autores [6, 7], sin embargo,
un estudio de toxicidad de los mismos no ha sido re-
portado. En tal sentido, la estimacion de acrilamida li-
bre brinda informacién relacionada segun lo establecido
en la farmacopea [8]. Por otra parte, el ensayo SOS en
bacterias también ha sido empleado para la deteccion
de efectos toxicos de diversos agentes, tanto quimicos
como fisicos [9-11]. Con este ensayo es posible cuan-
tificar el dafio en el ADN o genotoxicidad que puede
ejercer algun compuesto mediante la fusién transcrip-
cional de un gen involucrado en la respuesta SOS, en
bacterias con un gen reportero que puede codificar para
una proteina o una enzima que en presencia del sustrato
apropiado desarrolla color o fluorescencia. También se
puede evaluar la citotoxicidad mediante de la disminu-
cién de los niveles proteicos de enzimas como la fosfa-
tasa alcalina [12-14].

Considerando lo anterior, el presente trabajo aborda
la sintesis y evaluacion de la toxicidad de matrices de
copolimeros (poliHEMA-co-AAm) con la determinacién
de la acrilamida residual y mediante el ensayo bioldgico
SOS en células de Escherichia coli, cepa PQ37.

Materiales y métodos

Reactivos

El metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) 99 % de pu-
reza (Fluka, Suiza) se purific6 mediante filtracion por
columnas rellenas con resinas HQ/MEHQ de la firma
Polysciences (Eppelheim, Alemania) para eliminar el in-
hibidor e inmediatamente antes del uso, se destilo al
vacio (10 Pa) a 50 °C. Solo se empledé la fraccién inter-
media. La acrilamida (AAm, Fluka, Suiza) se utilizé sin
previa purificacién. En todas las experiencias se utilizd
agua bidestilada.

Sintesis de los hidrogeles

Los hidrogeles de poli(HEMA-co-AAm) se prepa-
raron por copolimerizaciéon vy reticulacion simultaneas,
inducidas por irradiacion con cuantos gamma sin el uso
de agentes de entrecruzamiento quimico.

Se realiz6é un estudio preliminar donde se evalud la
consistencia mecanica de los hidrogeles en su estado
completamente hinchado. Las consideraciones para
la seleccién de las composiciones de alimentacién uti-
lizadas en el presente trabajo fueron la solubilidad de
la AAm en HEMA vy la consistencia mecanica de los
hidrogeles obtenidos en su estado hinchado en el
equilibrio. Primero se realizd un experimento prelimi-
nar de copolimerizacion en masa donde se variaron las
composiciones de los comondémeros HEMA y AAm,
manteniendo la concentracion total entre 2 y 5 mol/L.
Se ensayaron cinco composiciones de HEMA/AAm, las
cuales se denotan por las matrices M1- M5 y represen-
tan los xerogeles (geles sin agua) de los experimentos
en masa y con disolvente de los copolimeros obtenidos
de las mezclas de reaccion de HEMA y AAm indicadas
en la Tabla 1. Los experimentos se realizaron por tri-

plicado y se reportan los resultados de la media y su
desviacion estandar.

Las sintesis se llevaron a cabo en una instalacién de
irradiacion autoblindada con fuentes radioisotépicas de
Co-60, modelo ISO GAMMA LL-CO de fabricacion hun-
gara, a una dosis absorbida de 10 kGy con una homo-
geneidad del campo de 1,3. El proceso de irradiacion
se controlé mediante dosimetria Fricke con una incerti-
dumbre del 1,0 % y filmica con el empleo de dosimetros
Perpex [15].

Tabla 1. Composicion de las mezclas de reaccion empleadas en las sintesis
por irradiacion con cuantos gamma a 10 kGy, de HEMA y AAm saturados
conN,0a25°C

Matriz Composiciones de las mezclas reaccionantes (% en peso)

Experimento en masa Experimento con disolvente
HEMA AAm HEMA AAm H,0

M1 40 5 40 5 55

M2 40 12 40 12 48

M3 23 18 23 18 59

M4 10 10 10 10 80

M5 5 24 5 24 71

Determinacioén de la composicion del hidrogel

La determinacién de la composiciéon quimica de los
hidrogeles fue calculada a partir de un analisis elemental
de C, H, y N, mediante la determinacion de la relacion
C(%)/N(%) efectuada en un analizador elemental CHNS-
OCHA 1108 (Carlo Erba Intruments, Reino Unido).

Caracterizacion espectral mediante FTIR

Los espectros infrarrojos se obtuvieron usando un
espectrofotdmetro (AVATAR, Nicolet Instrument Corp.,
Madison, Reino Unido), las mediciones se realizaron en
el intervalo de 4 000 hasta 500 cm™ con una resolucion
de 2 cm™ y se promediaron sobre los 100 barridos. Se
utilizaron 5 mg de cada muestra en pastillas de KBr, pre-
paradas mediante compresién al vacio a 20 MPa.

Evaluacion de la toxicidad de las disoluciones
de lavados de hidrogeles

Determinacion de acrilamida libre

Se determiné la absorbancia de las disoluciones del
primer lavado de matrices de hidrogeles poli(HEMA-co-
AAmM) obtenidos por irradiacion a 10 kGy en presencia
de disolvente y en masa de las matrices (M1-M5). La
absorbancia fue determinada a una longitud de onda
de 199 nm en un espectrofotdmetro UV/VIS T60 U (PG
Instruments, EEUU).

Para determinar la concentracién de la AAm libre se
construyé una curva de calibracion a partir de disolucio-
nes de acrilamida en un intervalo de concentracion de
1.10%a1.10°2 mg.L".

Evaluacion de la toxicidad en células bacteria-

has

Se evaluo la citotoxicidad y genotoxicidad solo de
los extractos de lavado de hidrogeles obtenidos segun
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la composicién descrita para M5, por ser la matriz de mas
alto contenido de pAAm y obtenidos a diferentes dosis
absorbidas: 3, 5, 10, 15, 25 y 40 kGy respectivamente.

Se empled el ensayo SOS en células de Escherichia
coli, version fluorescente [16]. Se utilizé la cepa PQ-
37 de genotipo: (F7 thr, leu, his-4, pyrD, thi, galE, galK
(o galT), lacAU169, srl-300::TnlO, rpoB, rpsL, rfa, uvrA,
SulA::Mud(Ap, lac) cts, trp::Muc + y PhoC. Esta cepa
que expresa constitutivamente la enzima fosfatasa alca-
lina es resistente a la ampicillina y presenta una fusion
transcripcional entre el promotor de un gen SOS, el gen
sfiA y la region codificadora de la enzima B-galactosi-
dasa [9].

El medio de cultivo utilizado fue Luria-Bertani, su-
plementado con 50 yg/mL de ampicillina. Los cultivos
fueron crecidos durante toda la noche a 100 rom y
37 °C; posteriormente se diluyeron en medio fresco
(1/25) y se incubaron a igual temperatura y agitacion
hasta una densidad 6ptica a 600 nm de 0,4. Posterior-
mente se realizd una diluciéon 1/10 en medio LBA (2X)
y distribuidos en viales estériles que contenian disolu-
ciones de lavados de las matrices de lavados (M5) (v:v).
Los viales se incubaron durante 30, 60 y 120 minutos a
8 °C. Posteriormente, las células se incubaron durante
2 horas a 37 °C para su recuperacion. Seguidamente se
realizaron los ensayos enzimaticos [16].

Como criterio de citotoxicidad se utilizé la inhibicion
de la sintesis de proteinas en las células tratadas. Para
ello se cuantificé la actividad enzimatica de la fosfatasa
alcalina [13, 16].

Para la evaluaciéon de la genotoxicidad se tomé
como criterio la induccion de la respuesta SOS, medida
a través del Factor de Induccién SOS (FISOS) y calcula-
da segun lo indicado por Quillardet y Hofnung [13, 16].

En cada experimento se incluyd un control negativo
no tratado y un control positivo, células E. coli, irradia-
das con rayos gamma a 150 Gy.

Analisis estadistico

Se calcularon los valores medios de actividad fos-
fatasa alcalina obtenidos mediante el ensayo SOS. Se
comprobé la normalidad y homogeneidad de varianza
de los datos por medio de una prueba de Kolmogorov-
Smirnov y de F maxima, respectivamente. Los valores
medios fueron comparados respecto al control negativo
utilizando una prueba de Dunnett con una significacion
del 95 %. Para este analisis se empleé el software Sta-
tistic 6.0.

Resultados y discusion

Obtencidn de hidrogeles por irradiaciéon con

cuantos gamma

La reaccién de copolimerizacion del HEMA y la AAm
se puede representar en forma simplificada, segun el
esquema que se muestra en la Figura 1.

Los hidrogeles obtenidos mostraron buena consis-
tencia mecénica, eran estables, faciles de manipular y
todos resultaron ser transparentes. Las matrices M4 y
M5 fueron mas blandas y de mayor elasticidad. En la
Figura 2 se evidencia la transparencia de los hidrogeles
hinchados y su apariencia vitrea en su forma de xerogel
(primero a la izquierda).

Determinacién de la composicion

del copolimero

La composicion de las cadenas de la red polimérica
en los hidrogeles se estimoé a partir del analisis elemen-
tal y se tomd la composicion del copolimero como:

(CsHsNO)x(Cusos)y’

Donde x+y=1

Asi, se tiene que la composicién de carbono del co-
polimero sera:

=] =]
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Figura 1. Representacion esquematica simplificada de la obtencion del poli(HEMA-co-AAm).

M1 M1 M4
(Xerogel)

M5

Figura 2. Imagenes de los hidrogeles de poli(HEMA-co-AAm), obtenidos a 10 kGy. Aparecen de izquierda a derecha el xerogel de M1y los hidrogeles de las matrices M1, M4
y M5, hinchados en agua a 25 °C hasta el equilibrio.
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xC, +yC, , que en términos de peso sera 12 (3x+6y)

=12(3x +6(1-x)) = 72 - 36x

La composicién en nitrégeno sera xN = 14N = 14x

Por tanto, la relacion C/N sera: 36 -18x/7x

De donde la fraccién molar x de AAm en el copoli-
mero se calculé utilizando la relacion:

C(%) _ (36-18x)

N (%) 7x

Donde, C(%) y N(%) son los correspondientes con-
tenidos de nitrégeno y carbono en el copolimero. Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

Las reactividades relativas de los mondmeros re-
portadas para la copolimerizacién del HEMA (1) con la
AAm (2) son r1= 1,84 y r2= 0,41 [6], pero debido a que
los grados de conversion logrados en este trabajo es-
tuvieron cercanos al 100 %, las composiciones de los
copolimeros practicamente fueron las mismas que las
de las mezclas de alimentacién. No existen diferencias
significativas en las densidades de los xerogeles con
respecto a su composicion (Tabla 2).

Caracterizacién espectral mediante FTIR

En la Figura 3 se muestran los espectros infrarrojos
de los hidrogeles pertenecientes a los homopolimeros
de HEMA, AAm y sus correspondientes copolimeros M1
y M3, obtenidos a partir de las disoluciones de sus res-
pectivos mondmeros (Tabla 2), a una dosis suministrada
constante de 10 kGy. Los espectros IR de los copolime-
ros M1 y M3 exhiben todas las bandas caracteristicas
de los homopolimeros correspondientes. Las bandas de
absorcién observadas a 1 277 y 1 460 cm™, caracteris-
ticas de los grupos metilicos y amida del poliHEMA y la
poliAAm, respectivamente, también estan presentes en
los espectros de M1y M3 [17].

La poliAAm presenta una banda de absorcién ca-
racteristica a los 1 657 cm™ correspondiente al (estira-
miento C=0, amida l). La banda de estiramiento N-H,
(amida Il) absorbe en el intervalo de 3500a3 100 cm™'y
la banda de absorcion a 1 460 cm se asocié con la vi-
bracion de estiramiento de grupos aminoacilos [18]. Por
otro lado, el poliIHEMA exhibe una banda de absorcién
fuerte a1 730 cm™, que es caracteristica de la vibracién
de estiramiento del grupo C=0. La banda de absorcion

Transmitancia

Figura 3. Espectros infrarrojos de los homopolimeros poliHEMA, poliAAm y de los
copolimeros M1y M3 obtenidos a una dosis absorbida de 10 kGy.

a 2 950 cm™ con un “hombro” débil se atribuye a la vi-
bracion de estiramiento C-H de los grupos metileno.

Los copolimeros de poli(HEMA-co-AAm) con otras
composiciones exhibieron espectros cualitativamente
similares y no se muestran.

Toxicidad de los extractos de lavados de matri-
ces de copolimeros

Determinacion de acrilamida libre

La farmacopea de los EEUU ha legislado que el limi-
te de exposicién de la acrilamida para uso en humanos
es de 0,003 mg/kg de peso [8]. Los resultados obteni-
dos muestran que cuando los experimentos fueron rea-
lizados con disolvente, los valores de acrilamida libre
son menores que el sefialado con anterioridad. Sin em-
bargo, los experimentos realizados en masa muestran
valores de concentraciones por encima de lo permitido
en la norma, por tanto, los compuestos obtenidos de
este modo no se consideraron en la continuidad del tra-
bajo (Tabla 3).

Es interesante sefalar que en las disoluciones de
los lavados de los hidrogeles obtenidos, los niveles de
acrilamida son muy inferiores al compararlos con los
reportados para numerosos productos de consumo ha-

Tabla 2. Composicion de la mezcla de reaccion, f, del copolimero, F, y fraccion gel (%) para la copolimerizacion en H,0 por irradiacion con cuantos gamma

de HEMA y AAm, a 10 kGy en N.0

Matriz Composiciones de las mezclas reaccionantes (wt-%) HEMA fraccion molar Fraccion Densidad del Xerogel
HEMA AAM H,0 f F* Gel (%) (9/cm?)
pHEMA 40 0 60 -- - 97+0,4 1,31+0,02
M1 40 5 55 0,83 0,81 99+0,2 1,36+0,02
M2 40 12 48 0,63 0,65 97+0,3 1,38+0,04
M3 23 18 59 0,41 0,41 99+0,6 1,34+0,05
M4 10 10 80 0,36 0,37 97+0,8 1,27+0,01
M5 5 24 4l 0,10 0,11 98+0,5 1,32+0,02
pAAm 0 24 76 - -- 95+0,3 1,30+0,05

*La composicion fue determinada mediante microandlisis elemental.
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Tabla 3. Cuantificacion de la acrilamida libre en el primer lavado de hidro-
geles de pAAm y poli(HEMA-co-AAm) saturados con N,0, obtenidos a una
dosis absorbida de 10 kGy

Copolimerizacion en masa | Copolimerizacion
con disolvente
Fraccion molar | AAm libre Fraccion AAm libre
de AAm molar
de AAm
M1 0,17 0,0046 0,17 0,0002
M2 0,37 0,0052 0,37 0,0002
M3 0,59 0,0067 0,59 0,0004
M4 0,64 0,0070 0,64 0,0006
M5 0,90 0,0096 0,90 0,0009
pAAm | 1,0 0,011 0,046 0,0012

bitual, segun estudios realizados por la Food and Drug
Administration (FDA) [19].

Toxicidad de las disoluciones de los extractos

de lavados de las matrices M5

en células de E. coli

En la Tabla 4 se presentan los valores medios de la
actividad de la fosfatasa alcalina de células de E. coli,
expuestas a extractos del primer lavado de las matrices
de copolimeros M5, irradiadas a distintas dosis absor-
bidas durante diferentes tiempos.

Tabla 4. Toxicidad de soluciones del primer lavado de hidrogeles de la ma-
triz M5, utilizando el ensayo SOS en células de E.coli (PQ-37). Valores me-
dios de la actividad fosfatasa alcalina y sus desviaciones estandar.

Tiempo (min)

Tratamientos 30 60 120
C() 33,65+ 4,45 29,15 +5,02 21,39 + 2,66
M5 (3 kGy) 32,99 + 4,05 29,69 + 3,48 20,61 + 4,57
M5 (5 kGy) 31,11 1,47 29,84 + 2,22 21,76 = 3,81
M5 (10 kGy) 31,61 +2,06 28,31 + 3,06 22,08 = 1,44
M5 (25 kGy) 32,82 + 2,08 28,68 + 5,82 21,00 = 3,59
M5 (40 kGy) 32,04 + 3,36 27,41 =471 20,27 = 3,77
C+ (150 Gy)a 19,11 +5,33* [ 16,57 £5,22* | 12,09 + 4,85*

a: control positivo células irradiadas con cuantos gamma (150 Gy)
* estadisticamente significativo en prueba de Dunnett (p<0,05).

Los resultados obtenidos con relacion a la citotoxi-
cidad mostraron que los niveles de fosfatasa alcalina en
las células de E. coli no disminuyeron en presencia de
los extractos evaluados para los tiempos de exposicion
estudiados. Los lavados de hidrogeles no fueron toxi-
cos en estas células bacterianas.

El estudio de genotoxicidad de los extractos mos-
tré que estos no indujeron dafio primario en el ADN en
las células de E.coli. Para ninguno de los tratamientos
evaluados se duplicé el factor de induccién (FISOS) en
relacién al control no tratado (Figura 4). Los valores de
FISOS fueron menores de 1,5 lo que permitié calificar
a los extractos evaluados como compuestos no geno-
toxicos segun lo sugerido por Kevekordes y colabora-
dores [20].

B Wi+, 160 Gy
g rd acy
@ OMS (3 kGy)
= |
o s OMS (5 kGy)
Euﬂ"ﬁ' 54 BME (10 ky)
EE 4 4 OMS (35 kGy)
Py BN 40 k)
g
7 7]

o+ . . .

30 [ ] { i ]
Tiempa de expasicidn (min)

Figura 4. Genotoxicidad de soluciones del primer lavado de hidrogeles de la matriz
M5, utilizando el ensayo SOS en células de E.coli (PQ-37). Son presentados los valo-
res medios FISOS y sus desviaciones estandar.

Conclusiones

La irradiacion con cuantos gamma de las disolucio-
nes acuosas de acrilamida y metacrilato de 2-hidroxieti-
lo, bajo las condiciones experimentales aplicadas, per-
mite obtener copolimeros de poli(HEMA-co-AAm) con
rendimientos de sintesis mayores del 97 % en un amplio
intervalo de composiciones.

Los hidrogeles de copolimeros de poli(HEMA-co-
AAm) evaluados no mostraron efecto toxico. Los niveles
de acrilamida residual estan en el intervalo permisible
para su uso en humanos, segun lo reportado por la nor-
ma USP XXX [8]. Adicionalmente, bajo las condiciones
experimentales ninguno de los extractos estudiados
mostraron un efecto citotéxico ni genotodxico en las cé-
lulas de Escherichia coli.
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