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RESUMEN

La unién quimica directa de biomoléculas sobre la superficie de polimeros
qguimicamente inertes, como el polidimetilsiloxano (PDMS), no se logra facilmente;
por lo tanto, es necesaria la pre-activacion de tales materiales, seguida de la unién
de la biomolécula. Esta tesis describe un procedimiento para funcionalizar la
superficie del PDMS con plasmas a base de oxigeno, nitrdgeno y argon, seguido de
la adhesion de colageno tipo | para la preparacion de un material compuesto bicapa
libre de adhesivo y previsto como un sustituto de piel. Tratamientos de plasma entre
40 y 120 W entre 5y 15 min fueron usados y el grado de modificacion superficial
fue seguido mediante angulo de contacto, espectroscopia infrarroja de transformada
de Fourier (FTIR), microscopia de fuerza atdbmica (AFM), microscopia electrénica
de barrido (SEM) y pruebas de adhesion. Se encontr6 que a medida que se
incrementa la potencia y el tiempo del tratamiento de plasma, el ngulo de contacto
del PDMS disminuye mientras que la rugosidad superficial se incrementa segun lo
revelado por SEM y AFM. La formacion de grupos funcionales que contienen
oxigeno y nitrégeno en la superficie se detectd mediante FTIR. Las pruebas de
pelado en T, realizadas a los PDMS tratados a las condiciones Optimas de proceso
de cada uno de los gases de plasma y recubiertos con colageno, mostraron valores
de fuerza méxima, superiores a los medidos para el material compuesto bicapa sin
tratamiento. Los PDMS tratados con plasma de oxigeno mostraron el mayor valor
en el ensayo de pelado de 0.1 N/mm, que fue 3.3 veces mas alto que el del material
compuesto no tratado.

La mejora observada en la adhesiéon fue atribuida al mayor anclaje mecanico
promovido por el aumento de la rugosidad y la formacién de grupos funcionales
hidrofilicos. Esto proporcioné un material compuesto libre de adhesivo de dos capas

adecuado como sustituto de la piel.



ABSTRACT

Direct chemical bonding of biomolecules to the surface of chemically inert polymers
such as polydimethylsiloxane (PDMS) is not easily achieved; therefore, pre-
activation of such materials, followed by attachment of the biomolecule is necessary.
This thesis describes a procedure to functionalize a PDMS surface by oxygen,
nitrogen and argon-based plasma followed by the adhesion of collagen type | for the
preparation of adhesive-free bilayer composite intended as skin substitute. Plasma
treatments between 40 and 120 W for 5 to 15 min were used and the extent of
surface modification was followed by contact angle, Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy, atomic force microscopy (AFM), scanning electron microscopy (SEM)
and adhesion tests. It was found that as the plasma power and time were increased,
PDMS contact angle decreased while surface roughness increased as revealed by
SEM and AFM. The formation of oxygen- and nitrogen-containing functional groups
at the surface was detected by FTIR. T-peel tests performed on PDMS treated with
each of gas-plasma at optimal process conditions and covered with collagen showed
higher peel strength values than that measured for the untreated bilayer composite.
The PDMS treated by oxygen plasma exhibited the highest value from
adhesive strength T-peel test, 0.1 N/mm, which was 3.3 times higher than the
untreated composite.

The observed enhancement in the adhesion strength was attributed to the increased
mechanical interlocking driven by the increased roughness and the formation of
hydrophilic functional groups. This provides an adhesive-free bilayered composite

suitable as skin substitute.



INTRODUCCION

Los silicones son polimeros que se construyen alrededor de un marco de atomos
de silicio y oxigeno, en el que los radicales alifaticos, generalmente grupos metilo,
a menudo estan presentes [1]. Las cadenas de polimero individuales pueden diferir
en longitud y en el grado de entrecruzamiento. La longitud de cadena vy
entrecruzamiento son criticos en la determinacion de las propiedades fisicas de los
silicones [2]. Estos materiales se han utilizado en la medicina por mas de 65 afios
[1].

Los polidimetilsiloxanos (PDMS) tienen una larga historia de uso como biomaterial
debido a su buena biocompatibilidad, baja toxicidad y buenas propiedades
mecanicas. Estos polimeros, en general, pueden dar origen a cadenas muy flexibles
(Tg = -120°C) con una buena estabilidad térmica y quimica [3-5]. Debido a que es
un polimero relativamente barato y de facil procesamiento, se ha utilizado en una

amplia gama de productos biomédicos, dispositivos, implantes y protesis [5, 6].

En el cuidado de heridas por quemadura la historia del uso de silicones data de los
anos sesenta donde se utlizaban fluidos de PDMS como un tratamiento de
inmersion para pacientes quemados. La técnica fue particularmente eficaz en las
manos [7, 8]. Desafortunadamente, el modo de accion de los fluidos de PDMS en el
tratamiento de quemaduras nunca fue explicado y su uso se detuvo cuando se

inyectaron silicones de grado industrial impuros para aumentar tejidos blandos [9].

El PDMS se ha convertido en una herramienta muy util en el tratamiento no invasivo
de heridas, y otro ejemplo son los apdsitos absorbentes recubiertos con silicén que
fueron introducidos para la fijacién de injertos de piel [10]. Estas laminas o peliculas
se ponen en contacto con la herida, evitando que el apdsito absorbente secundario
se pegue a la herida (o a la piel alrededor de la herida). Esto ayuda a minimizar el

dolor durante el cambio del apdsito.

Otros biomateriales novedosos para el tratamiento de las heridas de la piel son los

sustitutos dérmicos acelulares cubiertos por una lamina de PDMS. Estos funcionan



como una pseudoepidermis temporal (generalmente de 2-3 semanas,
posteriormente, la capa de PDMS se sustituye por un injerto delgado de piel, que
cierra de forma estable la herida), y que incluyen diversos biopolimeros como
nanofibras de fibroina de seda, colageno, quitosano y varios materiales compuestos
[11-13]. Muchos de estos materiales se encuentran bajo investigacion y algunos ya
se encuentran disponibles comercialmente. Este tema se describira en el Capitulo
1.

En particular, peliculas semipermeables de PDMS son ampliamente utilizadas en la
fabricacion de apdésitos para heridas debido a su capacidad de simular la funcion de
la piel de transmision de humedad, asi como sus propiedades de flujo de naturaleza
tixotropica, lo que permite su aplicacion uniforme con penetracion controlada sobre

superficies como peliculas de colageno.

La reaccion de entrecruzamiento del PDMS se da por reaccion con grupos hidroxilo,
y dado que los grupos hidroxilo también estan presentes en la capa de colageno, la
uniodn entre las capas es posible. Esto a su vez, evita la necesidad de un material

adhesivo para unir la capa del polimero y la capa del biopolimero [14].

Un pre polimero de PDMS vinil terminado ampliamente utilizado como biomaterial,
disponible comercialmente y de facil uso, es el Sylgard® 184 (Dow Corning, EEUU).
Este PDMS no posee grupos hidroxilo que reaccionen con el colageno, por lo que
es necesario recurrir a tecnologias mediante las cuales se modifique y/o funcionalice

la superficie del PDMS para lograr la union entre ambas capas.

Los métodos tradicionales de tratamiento de superficies son en su mayoria procesos
quimicos, no obstante las exigencias ecoldgicas actuales han obligado a buscar

métodos alternativos menos perjudiciales con el medio ambiente [15-22].

La tecnologia de plasma sobre superficies poliméricas ocupa un papel destacado
en la investigacion actual acerca de la funcionalizacién y modificacion superficial de
polimeros; éstos poseen una relativa estabilidad térmica, un coeficiente de friccion

bajo, una energia superficial baja y una escasa reactividad quimica. No obstante,



estas dos ultimas caracteristicas no favorecen la adhesion con otros materiales, lo

gue puede perjudicar su biocompatibilidad [23].

Cuando se ponen en contacto superficies de polimeros con plasmas frios, varios
procesos concurrentes pueden ocurrir en la interface de plasma-polimero,
dependiendo de las caracteristicas quimicas y fisicas del propio plasma. De hecho,
los plasmas frios, producidos por descargas eléctricas en los gases de baja presion,
se componen de una mezcla de especies altamente reactivas, es decir, iones,
radicales, electrones, fotones y moléculas excitadas. Su composicién vy
caracteristicas dependen en gran medida de los parametros del dispositivo, tales
como la geometria del reactor, la presion del gas, la tasa de flujo de gas, la

alimentacion eléctrica y la frecuencia [24].

El tratamiento de superficies con plasmas frios permite una activacion funcional, o
funcionalizacién de las superficies, cosa que por tratamientos quimicos no puede
lograrse facilmente [25, 26]. Los plasmas pueden hacer que las moléculas de una
superficie se enlacen con componentes moleculares de otras sustancias; eligiendo
adecuadamente los gases con que se generan los plasmas, éstos serviran para
modificar la superficie de un determinado material. Dicho de otro modo, promueve
la formacion de grupos moleculares quimicamente funcionales que mejoran la
adhesion interfacial y asi, la superficie tratada con un plasma, por ejemplo, de

oxigeno sera receptiva a posteriores tratamientos.

Este trabajo esta dividido en cuatro Capitulos con estructura tal que se puedan leer
independientemente. En el primer Capitulo se presenta una breve descripcion de la
piel y sus afecciones como son las quemaduras y las Ulceras diabéticas. Asimismo
se mencionan los antecedentes en cuanto a los avances para el tratamiento de este
tipo de heridas y el desarrollo de los sustitutos de piel. A continuacion, en el Capitulo
2 se describen brevemente algunos conceptos sobre tratamientos de superficies e
inmovilizacién de bio-moléculas mediante técnicas de plasma. En este trabajo se ha

utilizado la técnica de plasma de baja presion para la modificacion de las



propiedades superficiales utilizando oxigeno, nitrégeno y argbn como gases de
ionizacion.

En el Capitulo 3 se describe la metodologia experimental que se desarrollo para la
preparacion del material compuesto PDMS-Colageno. Primeramente se describe la
metodologia para la extraccion del colageno tipo |. También se presenta el
dispositivo experimental con el que se hicieron las modificaciones al PDMS con
diferentes condiciones de potencia-tiempo y se da una descripcion de los métodos
de caracterizacion realizados a estos materiales. Posteriormente, el Capitulo 4
describe los resultados estadisticos obtenidos de las modificaciones superficiales

del PDMS, caracterizacion y pruebas de adhesion.

Finalmente, se presentan las conclusiones del trabajo y se hace una reflexion sobre

las perspectivas del desarrollo de sustitutos de piel.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

La piel, es el 6rgano mas grande del organismo y realiza una gran variedad de
funciones vitales para el mantenimiento de la homeostasis corporal. Comprende
aproximadamente el 15% del peso corporal. La superficie total de la piel de un adulto
oscila entre 1.3 y 2 metros cuadrados. En términos de composicion quimica, la piel
es alrededor de 70% agua, 25% de proteinas y 2% lipidos. El resto incluye
minerales, acidos nucleicos, glicosoaminoglicanos, proteoglicanos y muchos otros

productos quimicos.

La piel se compone de dos capas: la epidermis, o capa externa, y la dermis o capa

interna, las cuales se unen a través de la unién dermoepitelial (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Composicion y estructura de la piel (Procedencia de la imagen: Huntsman Cancer
Institute de la Universidad de Utah, 2015).

La epidermis es un epitelio escamoso estratificado y se compone normalmente de
cuatro capas, que son, de profunda a superficial: estrato basal, estrato espinoso,
estrato granular y estrato cérneo. Su estructura y espesor varian segun el sitio
estudiado, siendo méas gruesa y compleja en la palma de la mano y en la planta del
pie. En estas regiones alcanza un espesor de hasta 1.5 mm. Los queratinocitos son
las principales células de la epidermis (85%), el resto son células dentriticas

epidermales residentes: células de Langerhans (5-8%), melanocitos (5%) y células



de Merkel (3-5%). Otras células como linfocitos, eosindfilos y neutréfilos pueden

encontrarse en la epidermis pero no son células residentes.

La dermis es el mayor componente estructural de la piel. Proporciona una matriz
para las estructuras de soporte y las secreciones que mantienen e interaccionan
con la epidermis y sus anexos. Estas incluyen el tejido conjuntivo, vasos sanguineos
y linféaticos, nervios y receptores, y componentes celulares. Es una estructura
termorreguladora y sensorial importante, que contribuye significativamente al

almacenamiento del agua en el cuerpo.

La dermis es la capa que le otorga elasticidad, plegabilidad, textura y consistencia
a la piel. Y en la piel dafiada, la cantidad de dermis remanente es muy importante
para la evolucion posterior, porque la dermis no se regenera. Este es el principal

motivo por el cual el desarrollo de los "sustitutos de piel” tiene tanta importancia.

La union dermoepitelial es la interface entre la epidermis y la dermis, siendo
responsable de la cohesion entre ambas capas. Esta compuesta por la membrana
plasmatica de los queratinocitos del estrato basal de la epidermis y la membrana
basal de la dermis, la cual se divide en: lamina ldcida, ldmina densa y sub-lamina

densa.

La matriz del tejido conjuntivo dérmico consiste principalmente en fibras de colageno
tipo | y fibras elasticas, organizadas en un patron coherente, principalmente haces
de colageno rodeados de fibras elasticas. Los componentes no fibrosos consisten
en proteoglicanos, y determinadas glicoproteinas. La dermis superficial se compone
de fibras delgadas de colageno irregularmente distribuidas, y una red de fibras de
elastina. En la dermis mas profunda, el colageno es grueso y denso y las fibras
tienden a ir en paralelo a la superficie cutanea; las fibras de elastina también son

gruesas pero menos numerosas [27, 28].

La pérdida de piel puede ocurrir por muchas razones, incluyendo trastornos
genéticos (condiciones ampulosas), traumatismo agudo, heridas cronicas o incluso

intervenciones quirdrgicas. Una de las razones mas comunes para la pérdida de la



piel es el trauma térmico, donde areas sustanciales de la piel pueden ser dafiadas
sin la posibilidad de regeneracion. Las quemaduras a veces pueden dar lugar a
rapidas, extensas y profundas heridas que no pueden ser tratadas con éxito con las
técnicas comunes y puede llevar a la muerte. Heridas crénicas a menudo dejan a
los pacientes en riesgo de infeccidn, hospitalizacion y potencial amputacion de los
miembros infectados; esto a su vez conduce a altas tasas de morbilidad y

mortalidad, disminucion de la calidad de vida y altos costos de atencion médica.

La complejidad en la composicién y estructura de la piel hace que su reconstruccion

en muchos casos, siga siendo un reto cuando es comprometida [29].

Las caracteristicas diferentes del paciente y la reconstruccién en si deben ser
consideradas antes de elegir cualquier tratamiento especifico. El andlisis debe
considerar la anatomia normal de la piel, la condicién del paciente, enfermedades
relacionadas, tipo de herida, el tejido perdido y el nivel de contaminacion. El uso de
vendajes de diferentes materiales, ya sean sintéticos o naturales, para asistir los
procesos de reparacion de las heridas comenzé buscando una sola funcionalidad:
la proteccion de la lesion, es decir una funcion pasiva. En afios recientes, la idea ha
evolucionado con el fin de crear materiales que tengan un rol activo y que ayuden a
que las heridas sanen de forma mas rapida o promoviendo la regeneracion de tejido.
En este marco, un plan de reconstruccién se puede formular con los objetivos

de cierre de heridas, prevencion de la infeccion y una cobertura estable-robusta [30].

1.1. Quemaduras

Las gquemaduras, culpables del trauma mas serio y devastador que le puede
suceder a un ser humano son lesiones que tradicionalmente han sido definidas
como dafos fisicos o traumatismos causados por la transferencia aguda de energia
(mecanica, térmica, eléctrica, quimica, radiacién) que genera, de forma local, zonas
de hiperemia, estasis, necroptosis (necrosis, apoptosis, autofagia asociada con

muerte celular), asi como una respuesta inflamatoria sistémica que busca detener



y reparar dicho dafio. En afos recientes, esta definicién ha sido ampliada integrando
el dafio psicolégico y el dafio econédmico que acompafan tanto de forma aguda

como crénica a los pacientes, a sus familiares y a la sociedad [31].

En México, segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI),
el 62% de la poblacion, ha sufrido algun tipo de accidente; de los cuales el 5.7% ha
sufrido y ha tenido que ser atendido por causa de quemaduras. Sin embargo, no

hay cifras confiables del nimero de pacientes quemados a nivel nacional.

Con base en los datos reportados por el INEGI a través del Centro Nacional de
Investigacion y Atencion a Quemados del Instituto Nacional de Rehabilitacion
(CENIAQ), en el pais 11 mil 500 personas ingresan anualmente a hospitales
publicos por quemaduras, el 20 por ciento con quemaduras de segundo grado

(Figura 1.2) y tercer grado, las catalogadas como graves [32].
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Figura 1.2 Quemadura de 2° grado
(Procedencia de la imagen: ADAM Health Solutions, 2015).

El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica reporté que durante el afio 2013
hubo 126,786 nuevos casos por quemaduras, mientras que de enero a junio de
2014 se presentaron 65,182. De dichas quemaduras, 56% sucedieron en adultos
de 20 a 50 afos de edad y 32% en nifios de 0 a 19 afios de edad. 85% de las
gquemaduras de los adultos sucedieron al estar realizando actividades laborales
mientras que las quemaduras de nifios sucedieron, en 90% de los casos, dentro de

sus hogares, y de las cuales, el 80% fueron debidas a agua caliente.
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A escala nacional, el 93% de todos los pacientes quemados fueron atendidos en
hospitales publicos. EI IMSS atendi6 a 67.5%, la Secretaria de Salud a 19.8%, otras
instituciones atendieron a 6.9%, el ISSSTE a 3.3% y 2.5% DIF, PEMEX, SEMAR y
SEDENA [33]. La distribucién geogréfica de los casos, del afio 2013 y de enero a

junio del afio 2014 se resumen, respectivamente, en las Figuras 1.3y 1.4 [31].

La atencibn médica del paciente quemado es muy cara por los gastos
prehospitalarios y hospitalarios (incluyendo los costos de la biotecnologia
consumible, estudios paraclinicos, medicamentos, nutricion, etcétera). Se ha
estimado que los costos por paciente varian de 35 mil a 600 mil pesos (2,173 a
36,231 dolares americanos) en casos de severidad leve sin disfuncion organica.
Estos costos se elevan de 600 mil a 6 millones de pesos (36,231 a 362,318 ddlares
americanos) en casos de severidad moderada (con o sin disfuncién organica) y de
6 a 50 millones (362,318 a 2 millones 989,550 ddlares americanos) en casos
severos (con o sin falla organica multiple). En la mayoria de los casos, el gobierno
paga dicha atencion médica en instituciones de salud publica ya que dichos montos

no pueden ser solventados en forma exclusiva por los pacientes y sus familias [31].

Actualmente en el pais se cuenta con 17 unidades equipadas para la atencion a
guemados: cinco en el Distrito Federal; una en Toluca, Estado de México; una en
Morelia, Michoacén; una en Guadalajara, Jalisco; una en Hermosillo, Sonora; una
en Villahermosa, Tabasco; una en Tlaxcala, Tlaxcala; una en Chihuahua,
Chihuahua; Ciudad Victoria, Tamaulipas; una en Monterrey, Nuevo Ledn; una en
Xalapa y dos en el puerto de Veracruz, Veracruz. Ademas se cuenta con un centro

nacional: el CENIAQ, ubicado en la ciudad de México.

El Instituto Mexicano del Seguro Social cuenta con una unidad para quemados en
el Centro Médico Nacional de Occidente; otra, en el Hospital de Traumatologia
Lomas Verdes, y una mas en el Hospital Magdalena de las Salinas. El Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado cuenta con una
unidad en el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre. Todos se encuentran en el

Distrito Federal.
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Figura 1.3 Distribucién geogréfica de los casos de quemaduras durante el afio 2013.
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Figura 1.4 Distribucion geogréfica de los casos de quemaduras durante el primer semestre del afio
2014.
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En el estado de Yucatan no existe alguno de estos centros; sin embargo, en este
afio 2015 el Hospital Regional de Alta Especialidad de la Peninsula de Yucatan
(HRAEPY), vya inici6 la obra para la Unidad de Quemados que se ubicara en el
cuarto piso de este nosocomio y sera la primera en su tipo en el sureste de México.
En 2014, se presentaron mil 62 casos de personas quemadas que fueron atendidas
en el HRAEPY.

Idealmente, la terapia convencional se traduciria en la curacién, lo que elimina la
aparicion de heridas crénicas y la necesidad de intervencién adicional. Sin embargo,
en el caso de que las heridas no cicatricen, se aplican formas mas agresivas de
tratamiento para promover la cicatrizacion de heridas, tales como la aplicacion de

apositos, sustitutos de piel o la administracion de factores de crecimiento [34].

1.2. Ulcera diabética

Las complicaciones del pie (Figura 1.5), representan uno de los principales
problemas de salud de los pacientes con diabetes mellitus, y la Ulcera plantar es
una de las lesiones mas habituales. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), hay 171 millones de diabéticos en el mundo, y se estima que en el afio 2025
el nidmero aumentarda hasta los 366 millones [35], debido principalmente al
incremento de la esperanza de vida, la obesidad, el estilo de vida sedentario y el

cambio de habitos alimentarios [36].

En nuestro pais en el afio 2012, se estimo que el total de nuestra poblacion era de
116. 9 millones de habitantes. La prevalencia de la enfermedad se estimé en 9.2 %
[37]. La distribucion geogréfica de los casos del afio 2012 se resumen en la Figura
1.6 [38].

Se sabe que aproximadamente el 15% (uno de cada seis) de los pacientes
diabéticos de todo el mundo presentaran al menos una ulcera plantar a lo largo de
su vida [39-41], estimandose una incidencia anual del 2.4-2.6%, con una prevalencia
del 4-10% [42].
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Figura1l.5 a) Pie Diabético (isquemia), b) Amputacién del quinto dedo en pie diabético.
(Procedencia de la imagen: IMSS, 2012)
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Figura 1.6 Prevalencia de diabetes en adultos por diagnostico previo segin entidad federativa.

La Ulcera plantar o del pie diabético es una llaga o herida abierta que en general se
produce en la planta del pie y que incluye, ademas, la gangrena y la necrosis. Esta
afeccion puede llevar a una amputacién menor o mayor, e incluso colocar en un alto
riesgo la vida del paciente. Para que se tenga una idea sobre esta patologia, el 85%
de estas amputaciones estd precedido por una Ulcera en el pie. La amputacion
disminuye considerablemente la calidad de vida de los pacientes, donde solo un
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tercio de estos pacientes vuelve a caminar con una protesis. La evolucion de los
diabéticos con una amputacion tiene un mal prondostico, el 30% fallece en el primer
afo después de la intervencion y al cabo de 5 afos, un 50% sufre la amputacién de
la otra extremidad inferior. Lo alarmante de estas cifras es que el 80% de estas

amputaciones se pudo haber prevenido y/o no haberse indicado.

Las Ulceras y amputaciones constituyen un gran problema de salud que genera un
alto costo para el paciente, sus familiares y los sistemas de salud publica que se
ven obligados a destinar, en subsidios y atencion médica, recursos importantes que
pudieran destinarse a programas sociales, de investigacion o desarrollo tecnolégico.
Mas del 25% de los ingresos hospitalarios de pacientes diabéticos estan

relacionados con la presencia de pie diabético [43].

Actualmente en el pais se registran mas de 75 mil casos de amputacion de pie

diabético al afio [44].

Veracruz, Estado de México y Tamaulipas son las entidades que reportan el mayor
namero de casos de Ulcera diabética y de amputaciones por este padecimiento; sin
embargo, en ninguna entidad la poblacion esta exenta de este padecimiento. La
parte del cuerpo que se amputa con mayor frecuencia a los enfermos de pie
diabético son los dedos del pie. En el Instituto Mexicano del Seguro Social por causa
de la diabetes existen 97 mil 113 casos nuevos por afo, 40 defunciones diarias, 4.5
millones de consultas en medicina familiar, 600 mil consultas en medicina no
familiar, 57 mil egresos hospitalarios, letalidad de 5.7 por cada 100 diabéticos; es el
segundo motivo de demanda de consulta en medicina familiar y el primer motivo de
demanda en especialidades [44]. Investigaciones del Instituto Mexicano del Seguro
Social revelan que los dafios de la Ulcera diabética en los enfermos continuaran
hasta que las instituciones de salud apliquen nuevas tecnologias, tales como los
sustitutos de piel, los derivados de factores de crecimiento, el oxigeno hiperbarico,
los apdsitos biolégicos, las herramientas para realizar desbridamientos ultrasénicos,
la terapia con células madre, nuevos antibiéticos, etc. [45-47]. En la actualidad, el

tratamiento de las Ulceras plantares consiste en el control de las comorbilidades
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(niveles de glucosa y enfermedad vascular), el desbridamiento, el manejo del
exudado con los diferentes apdsitos existentes, el manejo de la infeccién y la
descarga del pie afectado. Esto regula el padecimiento, pero el riesgo de la

amputacion es latente.

1.3. Sustitutos de piel

La finalidad del tratamiento del paciente con defectos cutaneos es la sustitucion de
la piel dafiada por piel sana lo mas rapidamente posible y con los mejores resultados
estéticos y funcionales [28]. Esta aseveracion es facil de hacer, pero muy dificil de

llevar a cabo.

Los avances en el tratamiento de quemaduras en los afios 1960 y 1970, incluyeron:
la escision temprana, la reanimacion con liquidos, la ventilacion mecanica, los
topicos antimicrobianos y las técnicas de injerto de piel, los cuales permitieron a las

victimas de quemaduras con una gran superficie corporal quemada, sobrevivir.

Mundialmente la técnica mas utilizada para cubrir un defecto cutdneo es el
autoinjerto de piel. Sin embargo, en determinadas situaciones y/o regiones
corporales no sélo es necesario alcanzar una cobertura cutanea estable, sino que

también, una buena calidad de la piel.

La incapacidad para lograr la cobertura de la piel autéloga de grandes quemaduras
fue un incentivo importante para los Institutos Nacionales de Salud para invertir en
el desarrollo de sustitutos de piel en los afios 1970 y 1980. La inversion en estos
proyectos produjo una mejor comprension de los requisitos de los sustitutos de la
piel y también llevé a la comercializacion de varias tecnologias que se utilizan
actualmente para el tratamiento de pacientes quemados y se han extendido, en
algunos casos, para su uso en la cirugia reconstructiva y el tratamiento de las
heridas [48, 49].
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Los sustitutos de la piel son un grupo heterogéneo de materiales que ayudan en
el cierre temporal o definitivo de muchos tipos de heridas, dependiendo de la
cobertura de la herida, la cual varia en funcion de la herida y las caracteristicas del
producto. Estos productos, sin embargo, no son sustitutos del desbridamiento
o de los tratamientos quirdrgicos. Los sustitutos de la piel ofrecen soluciones
reconstructivas que pueden ser superiores a otros métodos disponibles, ya que
pueden requerir menos vascularizado de la herida, aumentar el componente
dérmico de la herida cicatrizada, reducir o eliminar los factores inhibitorios, reducir

la respuesta inflamatoria y proporcionar una cobertura rapida y segura.

Actualmente no existe un sustituto perfecto o ideal de la piel. Las propiedades
ideales cualitativas del producto perfecto se mencionan en la Tabla 1.1. Estas
caracteristicas no son facilmente cuantificables en los productos individuales; sin
embargo, los médicos pueden considerar como estos principios afectan la seleccion
del producto y la disponibilidad. Cada tipo de producto tiene aplicaciones, ventajas
y desventajas, que varian dependiendo del escenario clinico. La variedad es tan
grande que una verdadera comparacion hombro con hombro de todos los

productos no es factible [50].

Tabla 1.1. Algunas caracteristicas ideales de sustitutos de la piel.

Resistencia bacteriana
Resistencia mecanica
Plegabilidad
Elasticidad
Semipermeable al oxigeno y al agua
No toxico
No inflamatoria
No inmunogénico
Funcién de largo plazo
Pigmento
Estructura epidérmica especializada (por ejemplo la piel sin pelo)
Féacil de preparar
Disponibilidad
Bajo costo
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Los sustitutos de piel pueden clasificarse segun su:

- Permanencia: transitorio y permanente.

- Origen: bioldgicos (aloinjerto, xenoinjerto, autoinjerto) y sintéticos.
- Composicién: epidérmicos, dérmicos y mixtos [51].

A continuacién se mencionan las caracteristicas de algunos de ellos.

1.3.1. Autoinjertos de piel

Los autoinjertos son tejidos de otras partes sanas de la piel injertados en una nueva
posicion en el mismo individuo. El uso de autoinjertos es el tratamiento mas utilizado
para sustituir la piel perdida, lo cual es de gran utilidad en quemaduras de menos
del 40% de la superficie corporal total. En los casos de quemaduras con el 60% o
mas de la superficie corporal total, se utilizan injertos de donadores. Aunque con la
aplicacion de este método se conduce a la recuperacion de toda la superficie
perdida, el tiempo de espera por el paciente puede provocar algunos inconvenientes
como dolor, infecciones, cicatrices que producen compromiso funcional y
deformidades, entre otros. Normalmente se dividen en 3 categorias principales:
injertos de piel de espesor parcial, injertos de piel de espesor total y piel autéloga

cultivada.

1.3.1.1. Injertos de piel de espesor parcial

Los injertos de piel de espesor parcial contienen la epidermis y las capas superiores
de la dermis con un espesor variable, dejando las capas restantes de la dermis para
sanar por epitelizacion secundaria a partir de los bordes de la herida y los

queratinocitos en los anexos de la dermis profunda.
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1.3.1.2. Injertos de piel de espesor total

Los injertos de piel de espesor total (Figura 1.7), contienen la epidermis y toda
la dermis [52]. Estos injertos son preferidos en zonas donde cicatrices
significativas 0 contracturas de los injertos provocan consecuencias
nocivas estéticas o funcionales. Debido a que hay una cantidad limitada de sitios
donadores de injertos de piel de espesor total, son generalmente reservados para
la reconstruccion de las heridas de cabeza, cuello, manos, areas de los genitales y

pechos.

Injerto cutaneo
de espesor total
con arteria y vena

LA

Figura 1.7 Autoinjerto de piel de espesor total (Procedencia de la imagen:
ADAM Health Solutions, 2015).

1.3.1.3. Piel aut6loga cultivada

Los sustitutos de piel autdloga cultivada, con frecuencia se conocen
como autoinjertos epidérmicos cultivados. Esta nomenclatura incluye injertos

epidérmicos e injertos excluyentes de dermis/epidermis.

Algunos ejemplos de autoinjertos comerciales son: Epicel® (Genzyme biosurgery,
Cambridge, MA) y Laserskin®. (Fidia Advanced Biopolymers, Abano Terme, Italia)
[53, 54].
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1.3.2. Aloinjertos

Los aloinjertos son injertos trasplantados entre individuos genéticamente no
idénticos de la misma especie. La mayoria de aloinjertos de sustitucion de piel
humana provienen de érganos procedentes de cadaveres. Dependiendo de los
métodos para procesarla y almacenarla, pueden clasificarse como aloinjertos
cadaveéricos criopreservados y preservado con glicerol. Su ventaja es que logra
sellar la herida optimizando el sistema inmunologico del paciente. Su obtencion es
de un cadaver con no mas de 18 horas postmortem, una vez que el injerto se adhiere
a la piel, puede ser revascularizado por medio de inoculacion. Este injerto
proporciona factores de crecimiento y citosinas esenciales para provocar
quimiotaxis y proliferacion en el lecho de la herida. Los aloinjertos también pueden
dividirse en 3 categorias: epitelial/epidérmico, dérmico y compuesto (epidermis y
dermis). Dentro de estas categorias puede ser acelular, celular/viviente o celular/no-

viviente [55].

1.3.2.1. Aloinjertos epiteliales / epidérmico

El epitelio de la membrana amniética humana proporciona una buena proteccion
contra la pérdida por evaporacion, funciona como barrera, mientras que la matriz de
fibronectina y de coladgeno dérmico proporciona alguna funcion dérmica. Es
transparente, permite un buen seguimiento de la herida, y es minimamente
adherente. Sin embargo, es dificil de obtener, preparar y almacenar y debe ser
cambiado con frecuencia; tiene un potencial mas importante para la transmision de
enfermedades infecciosas que otros productos. Tiene bajo costo en su
almacenamiento y preparacion, es por eso que se utiliza principalmente en paises
con economias emergentes, donde el acceso a otros sustitutos de piel es limitado.
El injerto tiene que ser renovado cada dos dias. Puede ser utilizado inmediatamente
o ser congelado a una temperatura de -80°C en combinacién con hipoclorito de
sodio [56].
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1.3.2.2. Aloinjertos acelulares dérmicos

Son productos que consisten en la dermis de diferentes grosores en la que la
epidermis ha sido removida (des-epitelializada/des-epidermizada), tomada de
donantes cadavéricos humanos. Los injertos son criopreservados, liofilizados y
glicerolizados en preparacion para eliminar células donadoras, materiales
infecciosos y antigénicos. La estructura dérmica acelular resultante sirve como un
andamio o plantilla para el crecimiento interno de los fibroblastos y capilares hasta
gue se sustituye por tejido huésped. Algunos productos comerciales incluyen a
AlloDerm® (LifeCell, NJ), GraftJacket® (Wright Medical Technologies, Inc., Arlington,
TN), y DermaMatrix™ [57].

1.3.2.3. Aloinjertos celulares dérmicos

Se usan solo células de donantes para ayudar a crear una estructura compuesta de
regeneracion de un andamio de varios materiales. Esta estructura es entonces
sembrada con fibroblastos donantes que sintetizan proteinas y otros componentes
de matriz extracelular que sirven para ayudar a estimular las células dentro de la
herida del huésped para promover la curacién (cicatrizacion). Ejemplos de
aloinjertos celulares dérmicos son: ICX-SKN (Intercytex Ltd, Manchester, UK),
TransCyte®. (Advanced BioHealing, Inc., La Jolla, CA) y Dermagraft®. (Advanced
Biohealing, Inc., La Jolla, CA) son ejemplos de aloinjertos acelulares dérmicos [58,
59].

1.3.2.4. Aloinjertos compuestos

Los aloinjertos compuestos son los productos mas avanzados y cercanos a la piel
viva que se encuentran actualmente disponibles en el mercado. Los 2 productos

prototipicos de esta linea son el Apligraf® y el Orcel®.
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Apligraf® (Graftskin; Organogénesis, Inc., Canton, MA), es un producto compuesto
bicapa que utiliza una combinacion de gel de colageno bovino tipo | y fibroblastos
neonatales vivientes como componente dérmico, con una capa epidérmica

cornificada compuesta de queratinocitos neonatales [60].

Orcel® (Ortec International, Inc., Nueva York, NY), es un producto bicapa compuesto
en el que los queratinocitos neonatales se cultivan en una esponja recubierta no
porosa la cual estda compuesta de colageno bovino tipo I. Los fibroblastos
neonatales también son cultivados por el otro lado de la esponja porosa de
coldgeno. Este compuesto bicapa sirve como una matriz absorbible, con citocinas y

factores de crecimiento secretados por los fibroblastos alogénicos [61].

1.3.3. Xenoinjertos

Los xenoinjertos son tejidos provenientes de una especie utilizados como un injerto
temporal en otra especie. En el mercado actual los productos porcinos son los mas
utilizados como xenoinjertos [62]. Estos consisten de la dermis en diferentes
grosores en la que la epidermis ha sido removida (des-epitelializada/des-
epidermizada). Dependiendo del proceso de preservacion, los xenoinjertos se
almacenan congelados o refrigerados para mantener la adhesividad, y la
dermis pueda ser mallada para permitir el drenado de trasudados. Los xenoinjertos
estan indicados para aplicaciones en limpieza de heridas de espesor parcial y sélo
se utilizan como cobertura temporal. Las recientes modificaciones a la piel de cerdo
incluyen el entrecruzamiento con aldehidos y la impregnacion de iones de plata para

proporcionar injertos mas duraderos y con mayor resistencia antimicrobiana.

Algunos ejemplos de xenoinjertos incluyen al Permacol™ (Tissue Science
Laboratories, Hampshire, UK) y OASIS® Wound Matrix (HEALTHPOINT Ltd, Fort
Worth, TX).

Histéricamente, los médicos han preferido primeramente las membranas biolégicas

las cuales tienen propiedades de adherencia, hemostaticas y supresoras del dolor,
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incluyen piel de cadaver, piel de cerdo y de membrana amniotica. Xenoinjertos,
como la piel de cerdo, mostraron una buena cobertura temporal, pero la muy
elevada antigenicidad resultd en un fracaso predecible a largo plazo. La piel de
cadaver humano funciona bien como un sustituto temporal de piel pero tiende al
rechazo entre los 10 y 14 dias después de la aplicacion. Ademas, el suministro
puede ser erratico y también hay una posibilidad de transmision de enfermedades
bacterianas o de otro tipo. Es evidente que se necesita mejores técnicas para el

tratamiento de heridas muy grandes de forma mas Optima.

1.3.4. Sustitutos sintéticos

Los sustitutos sintéticos de piel se caracterizan por formarse de moléculas no
biolégicas o polimeros no presentes en la piel normal, con la finalidad de permitir el
cubrimiento por células epiteliales, asi como el crecimiento de fibroblastos y vasos
sanguineos, ademas de evitar desencadenar una respuesta inmune [63]. Hasta
principios de los 80, s6lo unos cuantos productos para el cuidado de las heridas
estaban disponibles, ademas de los apdésitos tradicionales (productos derivados de

la gasa) y las vendas con pasta de zinc.

Los primeros productos sintéticos presentados a mediados de los 80 habitualmente
combinaban dos caracteristicas principales: conservacion de la humedad y
absorcién (espumas de poliuretano, hidrocoloides) o conservacion de la humedad,

y antibacterianos (geles yodoforos).

A mediados de los 90, los sustitutos sintéticos quirdrgicos se ampliaron a grupos de
productos perfectamente reconocibles como peliculas permeables al vapor,
hidrogeles, hidrocoloides, alginatos y espumas sintéticas. Ademas, se presentaron
nuevos grupos de productos, como las mallas antiadherentes, en su mayor parte de
silicén, los adhesivos tisulares, las peliculas de barrera y los sustitutos sintéticos

con colageno o plata.
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En la actualidad, se comercializan diferentes tipos de productos sintéticos; sin
embargo, el desarrollo de nuevos productos sintéticos compuestos y sustitutos

cutaneos biotecnoldgicos sigue adelante.

1.3.4.1. Sustitutos sintéticos disponibles comercialmente

1.3.4.1.1. Sustituto sintético monocapa

Los sustitutos sintéticos monocapa son apositos acelulares que se aplican sobre la
piel una sola vez, permaneciendo en su lugar hasta generarse la reepitelizacion
completa. Un ejemplo es el Suprathel® (Institute of Textile and Process Engineering,
Denkendorf, Alemania; Burn Department of Marien Hospital, Stuttgart, Alemania), el
cual es un vendaje sintético biodegradable monocapa acelular basado en &cido
poli(DL-lactico) (> 70%), carbonato de trimetileno y policaprolactona. Se utiliza para
cubrir los sitios donantes de injertos de piel de espesor parcial y quemaduras de

espesor parcial [64].

1.3.4.1.2. Sustitutos sintéticos bicapa

Los sustitutos sintéticos de doble capa son productos acelulares de ingenieria, sin
células alogénicas. Ellos funcionan como plantillas o matrices dérmicas que
promueven el crecimiento interno de los tejidos del huésped para reparar los
defectos o crear una neodermis. Contienen una capa de silicona epidérmica
removible para ayudar a proteger la herida de la pérdida de humedad y la
contaminacion. Biobrane® e Integra® son los dos sustitutos de piel sintética de los

que se ha acumulado una amplia experiencia clinica.

Biobrane® (UDL Laboratories, Inc., Rockford, IL) es un sustituto de la piel
biosintético que consta de una membrana bilaminada de malla de nylon unida a una
capa delgada de silicon [65]. La malla es recubierta con colageno derivado de
péptidos porcinos tipo | (andlogo dérmico). La capa de silicén funciona como la
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epidermis. Los poros pequefios estidn presentes para hacer a Biobrane®
semipermeable, permitiendo a los transpirados escapar. La herida sana cuando los
fibroblastos huéspedes y capilares invaden la herida reparando el defecto cutaneo,
lo que permite la re-epitelizacién por el borde de la herida y los queratinocitos
anexiales. Cuando la regeneracioén de la piel se lleva a cabo, Biobrane® es retirado
de la herida. Biobrane® esta indicado para quemaduras de espesor parcial en las
gue no intervengan sustancias quimicas o productos derivados del petréleo y para
la cobertura temporal de heridas parcial o completamente profundas recién
extirpadas También puede ser utilizado para la cobertura de sitios donantes de

espesor parcial [50, 65].

Debido a la amplia experiencia clinica de Biobrane® desde su desarrollo en 1979,
se ha convertido en un estandar de sustituto de piel para cobertura de lesiones
térmicas. Biobrane® fue introducido por primera vez como una alternativa de menor

costo a la piel de cadaver (aloinjerto) para la cobertura temporal de las heridas.

Integra® (Integra Life Sciences Corp., de Plainsboro, NJ) es un sustituto sintético
bicapa de piel acelular compuesto por una hoja exterior de silicon (Silastic®-Dow
Cornig), (analogo de la epidermis) con una matriz compuesta de colageno bovino y
glicosaminoglicanos (analogo dérmico) [66]. La matriz dérmica esta disefiada
para tener un tamafio de poro de 20 a 50 micrometros para promover el crecimiento
interno de fibroblastos y células endoteliales por la base de la herida. Integra
proporciona una matriz y andamiaje para la regeneracion de la estructura dérmica.
La herida gradualmente remodela o reabsorbe la matriz para crear una neodermis
que es incorporada en el tejido huésped durante un periodo de 3 a 6 semanas [67].
Después de que se haya producido la adecuada vascularizacion de la matriz y la
neodermis se haya formado, la lamina de Silastic® puede ser retirada y el injerto de
piel realizado. Esto se logra generalmente de 21 a 28 dias después de la
colocacién. La hoja de Silastic®; sin embargo, puede dejarse en su lugar por un
maximo de 61 dias, en espera de la incorporacion de la matriz 0o que los

pacientes puedan convertirse en candidatos idoneos para un injerto de piel por otras
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razones [68]. Alternativamente, muchas heridas pequefias pueden volver
a epitelizar sin la necesidad del injerto. Integra fue aprobado por la Agencia de
Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés), para la cobertura de la
heridas por quemaduras profundas de espesor parcial o0 completo que ponen en
peligro la vida, cuando el autoinjerto no es suficiente o no estaba disponible para la
cobertura o, cuando el autoinjerto no es deseable debido a otras circunstancias [69].
Integra® Life Sciences Corporation enumera otras indicaciones incluyendo Ulceras
por presion, Ulceras venosas, Ulceras diabéticas, heridas quirdrgicas, heridas
traumaticas y drenajes quirdrgicos, con numerosos casos reportados que parecen
demostrar su uso para aplicaciones casi infinitas. También se ha utilizado para
reconstruir heridas de alto riesgo y heridas irradiadas en pacientes adultos

mayores después de la reseccion del tumor [68].

Integra® ha sabido ofrecer una cobertura inmediata confiable después de la escision
de quemaduras profundas, mejorar la toma de autoinjertos epidérmicos delgados,
disminuir la cicatrizacion hipertrofica mediante la limitacion de la respuesta
inflamatoria, mejorar la funcién y rango de movimiento de las articulaciones y
extremidades, ofreciendo mejores resultados cosméticos para los pacientes [67,
70].

Ventajas adicionales de Integra® incluyen su disponibilidad inmediata para la
cobertura de la herida, estética mejorada y elasticidad de los tejidos, reduccion de
la morbilidad del sitio donante y cicatrizacion, asi como la eliminacion del riesgo

tedrico de transmision de enfermedades infecciosas presentes con los aloinjertos.

Las desventajas de Integra® son su costo relativamente alto y su mayor riesgo de
formacién de seroma/hematomas después de la colocacién inicial, debido a su uso
en heridas agudas. Integra es actualmente el sustituto de piel sintético mas

aceptado para su uso en pacientes con quemaduras [71].

El desarrollo de Integra® es considerado como el método precursor de ingenieria

tisular para generacion de piel artificial [72, 73].
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Desde entonces se han creado nuevos prototipos que se han difundido y han
demostrado mejorar la calidad de vida de pacientes con enfermedades genéticas
relacionadas con la piel y principalmente con el tratamiento de quemaduras de

tercer grado, o bien, que superan el 50% de la superficie corporal total [74-76].

A pesar del desarrollo y los avances en la tecnologia de materiales sustitutivos de
piel, la pérdida de tejidos u 6érganos como consecuencia de las quemaduras y
heridas cronicas, sigue siendo un serio problema de salud a nivel mundial. Por lo
gue se continda investigando en la produccion de biomateriales sintéticos, con base
en polimeros, para la obtencion de piel artificial o tejido de proteccion con
caracteristicas muy similares a los tejidos vivos de piel humana, pero a precios mas

reducidos.

1.3.5. Avances recientes en el campo de los sustitutos sintéticos de piel

La historia del cuidado de las heridas abarca desde la prehistoria hasta la medicina
moderna; a medida que la tecnologia evoluciona, las metodologias y materiales
usados en el cuidado de heridas han alcanzado un nuevo ritmo y direccién. El
campo de los sustitutos de piel se ha desarrollado con una gran cantidad de
intereses econdmicos, y en un esfuerzo por desarrollar la proxima generacion de
nuevos y mejores sustitutos de piel, apésitos son desarrollados con variadas

combinaciones de sustancias sintéticas y/o bioldgicas.

En el mercado de los biomateriales, polimeros de origen sintético y natural juegan
un papel decisivo en las nuevas estrategias para el desarrollo de nuevos sustitutos
de piel. Materiales tales como quitosano, colageno, pululano, gelatina, pectina
alginato, hidrogeles, hidrocoloides (carboximetilcelulosa), celulosa, algoddn/rayén,
peliculas de polimero, entre otras opciones son utilizados para el desarrollo de
apositos para heridas debido a su influencia en la respuesta celular local [77], al
mantenimiento adecuado de la humedad de la herida, al buen control microbiano, a

27



la limpieza en los tejidos lesionados, la minimizacién del dolor, la eliminacion de

espacios muertos Y tejidos no viables y al buen control del olor [78, 79].

La incorporacion de productos con propiedades de emoliente, demulcente,
epitelizante, astringente, anti-inflamatorias y antioxidantes se utilizan para mejorar
el proceso de cicatrizacion de la herida [80]. De igual manera, antimicrobianos
(antibidticos toépicos y productos antifungicos), como sulfadiazina de plata, azul de
metileno, cristal violeta, miel, polihexametileno biguanida y yodo cadexémero se
usan, para la prevencion de la infeccién local, especialmente en heridas cronicas
[81].

Apoésitos con carbon activado, se desarrollan debido a sus propiedades de
absorcion, que actuan como filtro o trampa absorbente molecular, para eliminar

liguidos y toxinas que retardan el proceso de cicatrizacion de la herida [82].

Para la proteccion perilesional se han incorporado selladores de piel, pastas de

barrera de humedad y polvos de barrera de piel [83].

La administracién de factores de crecimiento y la aplicacion de polimeros naturales
0 sintéticos utilizados como andamios tridimensionales, para la adhesion y la
integracion de células, son el concepto del sustituto de piel interactivo el cual busca
prever los cambios en el entorno de la herida para una mejor epitelizacion.
Recientemente, hay una gran afluencia del uso de polimeros biodegradables y
bioreabsorbibles, ya que se degradan cuando el tejido funcional y el original se

regeneran durante la cicatrizacion [84].

Matrices desarrolladas con nanofibras, microesferas o espumas sélidas de
hidrogeles obtenidas a partir de andamios poliméricos biodegradables vy
biocompatibles, que contienen moduladores celulares y moleculares para la
estimulacién de la cicatrizacion de heridas son usados debido a su estructura porosa
abierta y una buena resistencia mecénica, proporcionando un microambiente

optimo para la proliferacion celular, la migracioén, y diferenciacion [85].
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El uso de membranas poliméricas electrohiladas como sustitutos de la piel es
tendencia reciente; éstas son elaboradas a partir de polimeros naturales (por
ejemplo, colageno, fibrindgeno, elastina) o sintéticas (por ejemplo, poli(acido
glicdlico), poli(acido lactico), polidioxanona, poli -e-caprolactona, polivinilpirrolidona,
alcohol de polivinilo, polietilen glicol), con micro/nanoescalas de entre 80 nmy 1.5
um; sin embargo, la mayoria de estos intentos se encuentran aun en etapas de

desarrollo, en ensayos in vitro, in vivo 0 ensayos preclinicos [86].

Por otro lado, se prevé que, en el futuro, los avances en sustitutos de piel estaran
dirigidos a traer un gran cambio en la naturaleza del cuidado clasico de las heridas.
El futuro de los sustitutos de piel se basa en el éxito de las actuales investigaciones
que se centran, como se ha mencionado, en la fabricacién de matrices poliméricas
inteligentes acelulares que puedan atraer células hacia la periferia del lecho de la
herida, actuando como una barrera fisica antimicrobiana, administrando
antimicrobianos, liberando exudados de la herida, mejorando la angiogénesis y la
eliminacién de la formacion de cicatrices. Tales materiales inteligentes de
bioingenieria pueden utilizar nanomateriales que pueden estimular la division
celular, la migracion celular y la curacion de heridas, actuando a nivel genémico o
protedmico para regular la expresion de biomoléculas importantes que intervienen

en estos eventos [87].

El trabajo presentado en esta tesis tiene como objetivo contribuir en este campo,
mediante la modificacion superficial de PDMS con tratamientos de plasma con el fin
de unir colageno (biomolécula), a la superficie por medio de interacciones quimicas

y/o mecanicas.

El tratamiento de superficies de peliculas de PDMS con espesor micrométrico por
plasma es un método atractivo para la obtencién de materiales compuestos del tipo
bicapa, mediante el control de las condiciones experimentales y la inclusion de

colageno.
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CAPITULO 2. FUNCIONAL[ZACION DE SUPERFIQIES E INMOVILIZACION
DE BIOMOLECULAS MEDIANTE TECNICAS DE PLASMA

Hace aproximadamente 50 afios, los primeros materiales sintéticos se emplearon
con éxito en la prevencion y la prolongacién de la vida humana. Estos primeros
materiales fueron elegidos por su inercia biolégica. Este campo ha comenzado
lentamente su desarrollo en el disefio de materiales bioactivos que puedan controlar
la reaccion en el entorno fisiolégico. A principios de la década de 1980, el concepto
de biomaterial se definia como "cualquier sustancia, distinta de un farmaco, de
origen sintético o natural, el cual pueda ser utilizado por cualquier periodo de tiempo,
como un todo o como parte de un sistema que trata, aumenta o reemplaza cualquier

tejido, 6rgano o funcion del cuerpo” [88].

La ciencia moderna de los biomateriales se caracteriza por el creciente énfasis en
la identificacion de parametros de disefio especificos que son criticos para el
desempefio del material en el nuevo entorno al que estara expuesto. El disefio de
estos materiales esta siendo integrado con nuevos avances que emergen de
estudios de las interacciones célula-matriz o procesos de sefializacion celular, entre
otras [89].

Los biomateriales deben poseer propiedades en masa que permitan su funcion en
el bio-entorno, pero también las mejores propiedades superficiales. El disefio de
materiales que cumplan con ambas necesidades no es facil, por lo tanto, un enfoque
comun es fabricar materiales con propiedades en masa adecuadas seguido de un

tratamiento especial para mejorar la propiedades superficiales [90].

El objetivo es entender como las propiedades superficiales de un material controlan

la reactividad biologica de una célula que interactda con la superficie [91].

Hay una necesidad de reexaminar muchos de los enfoques actuales para controlar
las interacciones bioldgicas en las superficies. En lugar de preparar la superficie de
un material con la adhesion de proteinas y examinar la interaccion de las células y

su entorno, el nuevo paradigma es tratar de imitar lo que la naturaleza hace todo el

30



tiempo; es decir, superficies disefiadas que promuevan con precision las reacciones

bioldégicas que queremos y no mas [92].

Enfoques para mejorar las biointerfaces incluyen la reduccioén de la adsorcion de
proteinas no especificas, [93, 94] mayor adsorcion de proteinas especificas [95] 0
la modificacion del material mediante la inmovilizacién de los motivos (estructura
supersecundaria de las proteinas) del reconocimiento celular para obtener una
interaccion controlada entre las células y substratos sintéticos [96]. Por lo general,
el parametro mas importante en esta area es el reconocimiento biomolecular. Los
sistemas bioldgicos pueden reconocer caracteristicas especialmente disefiadas en
la escala molecular. Esto debe tenerse en cuenta cuando se trata de disefiar una

superficie para funciones bioldgicas [97].

El reconocimiento biomolecular de materias se ha logrado mediante la modificacion
de la superficie con moléculas bioactivas tales como la matriz extracelular de
cadena larga (ECM), péptidos y proteinas que tienen interacciones especificas con
receptores celulares [98]. Estas moléculas se enlazan con las moléculas de
adhesion en el citoesqueleto (receptores celulares) que se comunican activamente
con una variedad de cascadas de transduccion de sefales, que estan siendo

clarificadas en varios contextos [99].

Aunque la interacciéon fundamental se produce a escala molecular, hay una
conexion interesante y Unica en la topografia superficial a escalas nanométricas y
micromeétricas cuando las células se presentan [100]. Cuando las células llegan a la
superficie, lo que encuentran es una superficie cubierta con proteinas. Por lo tanto,
cuando hablamos de las interacciones superficie-célula, de hecho es una
interacciéon entre las células y las biomoléculas enlazadas a la superficie [97]. La
influencia de la quimica de superficies y la topografia para el crecimiento y la funcion
de las células ha sido estudiada por muchos grupos, pero aun continda sin
comprenderse totalmente. Esta quimica puede potencialmente influir no sélo en su
adhesidn, sino también en su diferenciacién, convirtiendo superficies adaptadas en

una forma potencial de actuar como estimulos para la diferenciacion celular guiada
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[101]. Una direccién importante es la modificacion quimica y topografica de las

superficies para mejorar su biocompatibilidad [97].

Casi todos los materiales se pueden utilizar para estos fines, incluyendo a los
metales, ceramicos, polimeros y materiales compuestos, los cuales pueden
modificar su superficie para interactuar selectivamente con un tipo especifico de
célula a través de procesos biomoleculares de reconocimiento [102]. Se predice que
los materiales avanzados requeriran la construccion de sobrecapas, con patrones
especificos para obtener las funciones deseadas. Las superficies nativas son poco
sofisticadas en comparacion con las de arquitectura biologica que tratan de
interactuar, lo que provoca una respuesta suave en el sistema biolégico. La
superficie de la célula tiene una variedad de receptores que se unen con otras
células o proteinas especificas [102]. Por lo tanto, la arquitectura molecular de las
superficies debe generar el reconocimiento en el lado biolégico. Estas
microarquitecturas son necesarias para la aplicacion y comprensiéon de los procesos

bio-interfaciales [97].

Con la combinacion de las nuevas técnicas de modelado y estrategias sintéticas
novedosas, es posible preparar superficies organicas complejas, con estructuras y
quimica bien definidas [103, 104] que pueden inducir la adhesion y el crecimiento

celular.

La naturaleza tiende a organizar moléculas complejas en superficies, que permiten
a las sefiales biomoleculares ser entregadas con gran precision. Tratar de conseguir
este grado de organizacion molecular es un ejemplo de la estrategia biomimética.
Las biomoléculas utilizadas en estrategias de inmovilizacion incluyen proteinas,
lipidos, polipéptidos, polinucledtidos y polisacaridos [91]. Las técnicas de
inmovilizacion van desde relativamente bajas a extremadamente alta
especificidades. Las caracteristicas de un bioreconocimiento de superficie exitoso
incluyen la presencia de un sitio ligando y la afinidad al ligando-receptor, una
apropiada densidad superficial de esos sitios, o una distribucion espacial de los

ligandos.
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La modificacidén superficial se ha presentado como la clave para lograr un mejor
reconocimiento biomolecular. La modificacion de la superficie permite que las
propiedades mecanicas y la funcionalidad de un dispositivo no sean afectadas,

mientras que el entorno biolégico — material interface puedan ser mejorados [105].

Entre otras técnicas de modificacidon superficial, los tratamientos a base de plasma
pueden cambiar la superficie y las caracteristicas de materiales normalmente
inertes, siendo atractivo debido a su versatilidad y flexibilidad, como en los aspectos
ecologicos y econémicos [106]. Los ultimos 20 afios han sido testigo de una
revolucién en la modificacién de superficies para aplicaciones de biomateriales con
la técnica de plasma [90]. Entre otros ejemplos, las técnicas de plasma se han
aplicado para esterilizacion, modificacion de lentes intraoculares, recubrimientos de
implantes dentales y 6seos, modificacion de membranas o materiales de separacion

para cultivos celulares in vitro [107, 108].

Los beneficios del procesamiento con plasma surgen de la buena comprension de
la fisica y quimica del plasma [107], que permiten la introduccion de los diferentes
grupos funcionales y del control sobre la topografia inducida en las superficies
tratadas. Es una técnica que es generalmente reproducible, relativamente barata y
aplicable a diferentes tamafios y geometrias de muestras, asi como diferentes
materiales. Puede escalarse a produccién industrial con relativa facilidad, mientras

que otras técnicas tienen una flexibilidad menor [105].

Micro-patrones asistidos por plasma quimico se pueden realizar mediante el uso de
plantillas, transfiriendo el patron a la superficie mediante la alteracion de las
regiones no enmascaradas. Por lo general, a través de la técnica de deposiciéon
superficial por plasma, una capa delgada es depositada sobre las superficies
tratadas, a fin de no cambiar las propiedades mecanicas o funcionales, evitando el
riesgo de delaminacion. Por lo general, alrededor de 1 nm de espesor seria
suficiente, pero en la practica, una pelicula mas gruesa es necesario para lograr la

uniformidad, durabilidad y funcionalidad requerida [90].
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Inicialmente un elevado numero de estudios exploraron las superficies producidas
por tratamiento con plasma para el control de las interacciones bio-interfaciales,
pero recientemente la mayoria de los grupos de investigacién utilizan estas
superficies como capas de union interfacial para la posterior inmovilizacion de
biomoléculas que inducen el biorreconocimiento [109]. En los dltimos diez afios, las
superficies funcionalizadas por plasma se han utilizado con éxito como sustratos
para la inmovilizacion quimica estable de diferente tipo de biomoléculas para

obtener una respuesta celular especifica [107, 110].

Entre todas las técnicas de modificacién superficial por plasma, hay diferentes
maneras de lograr la modificacion. Una de estas técnicas es de alta relevancia para
este trabajo, la llamada modificacion por plasma a baja presién (también conocido
como descarga luminiscente o “glow discharge”. El plasma con esta tecnologia se
obtiene en camaras de reaccion a presiones muy reducidas (entre 0.1 y 10 Torr),
aplicando una diferencia de potencial entre pares de electrodos, mediante un
generador de energia, que puede ser de baja frecuencia (50 Hz) o radiofrecuencia

(40 kHz a 13.56 MHz) ionizando asi el gas de tratamiento.

Las principales ventajas que aporta esta técnica son la homogeneidad del
tratamiento, necesaria para mejorar las propiedades humectantes y de adhesion de
los substratos tratados, asi como la posibilidad de trabajar con distintos tipos de

gases y conseguir tanto superficies hidr6fobas como hidrofilicas.

Entre todas las técnicas de modificacion superficial, la modificacion por plasma
muestra un camino adecuado para alcanzar las superficies deseadas bajo el control
de su quimica, para enlazar moléculas bioldgicas de interés que después puedan

desempeiarse como plataforma para una mayor interaccion celular.

2.1. Fundamentos del tratamiento con plasma

En general, el plasma, puede ser referido como el cuarto estado de la materia,

compuesto por especies atdmicas, moleculares y idnicas, radicales y fotones,
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altamente excitados, con una carga eléctrica neutra en el sentido macroscépico
[111]. Porlo general, se obtiene mediante la excitacién de un gas o vapor en estado
altamente energético por radiofrecuencia, microondas, descargas luminiscentes de
corriente alterna o continua, asi como por electrones de una descarga de un
filamento caliente. El plasma es un entorno altamente inusual y reactivo. La alta
densidad de especies ionizadas y excitadas en el plasma puede cambiar la

superficie de materiales normalmente inertes [90].

La existencia de diversas técnicas de plasma y variadas formas de generacion,
permite métodos de modificacién por plasma para ser adaptados a cualquier tipo de

material y requerimientos especificos.

Para generar el plasma es necesario ionizar los atomos o0 moléculas en la fase de
gas. Cuando un atomo o moléculas gana suficiente energia a partir de una fuente
de excitacion externa o a través de colisiones con otra molécula, la ionizacién ocurre
[90]. Esto sucede generalmente cuando las moléculas estan en condiciones
especificas, como un calor extremo, generando los denominados plasmas calientes,
0 bajo descargas eléctricas luminiscentes, para los plasmas frios [112]. Los plasmas
pierden energia con su entorno a través de procesos de colision y de radiacion;
como resultado, la energia debe ser suministrada de forma continua al sistema para
mantener el estado de plasma. La forma mas facil para suministrar energia a un
sistema de una manera continua es con una fuente eléctrica. Por lo tanto, las

descargas eléctricas luminiscentes son los plasmas mas comunes [111].

La generacion de una descarga eléctrica puede llevarse a cabo mediante la
aplicacion de corriente directa (CD) o de diferentes oscilaciones al campo eléctrico.
Las descargas luminosas por CD se producen por la aplicacion de un potencial entre
dos electrodos a bajas presiones. El potencial que se encuentra cerca del catodo
varia lentamente en el plasma, y ocurre lo mismo en el anodo. Los electrones que
se originan en el catodo son acelerados mediante procesos de colision,
transferencia de energia, difusién o recombinacion. La energia que se transfiere al

anodo es baja.
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La energia suministrada para la generacion del plasma puede llevarse a cabo de
manera indirecta, ya sea por un acoplamiento resistivo, capacitivo o inductivo. En el
acoplamiento resistivo el tipo de descarga se produce a partir de una fuente de
corriente eléctrica, que puede ser directa o con oscilaciones. Dichas descargas son
acopladas electrénicamente por un compilador automatico entre los electrodos, los
cuales promueven la ionizacion de los &tomos. Los iones y electrones se comportan
como una resistencia entre los electrodos, lo que produce que los electrones tiendan
a pasar linealmente de un electrodo a otro. Por otro lado, en el acoplamiento
capacitivo las descargas se realizan de forma similar a las resistivas; son producidas
por generadores de corriente directa o alterna y el gas interno o las paredes del
reactor pueden funcionar como dieléctricos. Finalmente, en el acoplamiento
inductivo, la descarga se induce desde el exterior del reactor mediante una bobina
de cobre enrollada alrededor de éste, formando un campo electromagnético debido

al flujo de electrones a través de la bobina [113].

Las descargas de resplandor de CD se establecen a causa de la diferencia de
potencial entre los electrodos del reactor. Con descargas a frecuencias mayores a
1 MHz ya no se necesita contacto directo de los electrodos y el plasma. A estas
frecuencias se pueden tener acoplamientos capacitivos y/o inductivos. En una
descarga de resplandor con radiofrecuencia (RF) sin electrodos no se tienen las
diferentes zonas que se tienen en una descarga CD; lo que se tiene es una descarga
parecida a la columna positiva de la descarga CD. En el plasma de radiofrecuencia
(13.56 MHz), por lo tanto, no se requiere contacto entre los electrodos y el plasma.
El plasma puede ser iniciado y sostenido por electrodos externos, a mucho menor
voltaje que el requerido para el mantenimiento de una descarga luminiscente de
corriente directa [111, 114, 115].

2.2. Tipos de plasma

Clasificar la diversidad de tipos de plasmas que existen en la naturaleza o que se
pueden generar de forma artificial no es facil, ya que resulta arriesgado escoger
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parametros aislados que sirvan de criterio para establecer las diferencias. Pese a
tales dificultades, una primera clasificacion de los tipos de plasmas puede atender
a su equilibrio térmico, es decir, si la temperatura o energia media de las particulas

que lo forman es o0 no la misma para cada tipo de particula.

Todas las particulas tienen la misma temperatura (equilibrio térmico) en el caso del
plasma de los interiores estelares o de sus andlogos terrestres, los plasmas
termonucleares de deuterio, tritio e impurezas de bajo numero atémico (carbono)
generados en los dispositivos experimentales de fusién nuclear controlada (JET,
ITER). El plasma del interior estelar suele estar compuesto por una alta proporcion
de particulas ionizadas: el nUmero de electrones, y de iones, es similar al de las
particulas neutras. Estos plasmas reciben también la denominacion de plasmas
calientes o térmicos, ya que la temperatura en su interior llega a alcanzar millones

de grados (107-10° °C), lo mismo para electrones que para especies pesadas.

Existe otro tipo de plasma térmico, con ciertas aplicaciones industriales, que se
genera a presiones altas, por encima de los 100 Torr, algo mas de una décima de
atmosfera y con temperaturas mucho menores (10%-10° °C), que las de los plasmas
de fusién. Los sopletes de plasmas para tratamientos de superficies o las lamparas
de plasmas producidos en descargas de alta intensidad para alumbrado publico o

faros de coches de gama alta son plasmas de ese tipo.

Cuando la presion del gas es baja o la tensién eléctrica aplicada en la descarga es
alta, los electrones del plasma adquieren, en el tiempo entre colisiones con otras
particulas del plasma, energias cinéticas superiores a la energia asociada al
movimiento térmico aleatorio de las particulas neutras (atomos y moléculas) del
plasma. Se puede atribuir cierto grado de desviacion del equilibrio térmico al plasma,
ya que los electrones, iones y particulas neutras tienen diferentes temperaturas o

energias cinéticas medias.

Los plasmas no térmicos, conocidos también como plasmas frios, o plasmas no

equilibrados se caracterizan por el hecho de que la temperatura de las especies
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pesadas (las particulas neutras y los iones) es cercana a la temperatura ambiente
(25-100 °C). La temperatura electronica es, en cambio, mucho mayor (entre 5000 y
10° °C). Los plasmas frios suelen producirse a baja presion (p < 100 Torr) en
reactores con muy diversas geometrias. Tales reactores generan plasmas mediante
sistemas de corriente continua, radiofrecuencia, microondas o en descargas

pulsadas.

2.3. El plasma frio

Los plasmas frios resultan muy Utiles para muchas aplicaciones técnicas porque, al
no encontrarse en equilibrio térmico, es posible controlar la temperatura, por una
parte, de las especies iGnicas y neutras y, por otra, de los electrones. Sin embargo,
la elevada energia de los electrones constituye el genuino factor determinante a la
hora de iniciar muchas reacciones quimicas que, en medios activados

térmicamente, resultarian muy ineficientes, si no imposibles.

Las aplicaciones industriales de los plasmas frios conforman una parte muy
importante de la infraestructura productiva de los paises avanzados. En los plasmas
frios se generan un gran numero y diversidad de especies reactivas muy
energéticas que activan procesos fisicos y quimicos dificiles de conseguir en
entornos quimicos ordinarios. Entre esas especies se encuentran fotones en el
intervalo visible y en el ultravioleta, particulas cargadas (electrones e iones),
especies neutras muy reactivas, como los radicales libres o los atomos de oxigeno,
flor y cloro, especies atdmicas y moleculares excitadas, excimeros (molécula
electrénicamente excitada que carece de estado fundamental estable) y
mondmeros (subunidad quimica muy reactiva que puede unirse a otras iguales para

formar polimeros).

Gracias a los plasmas frios, ciertos procesos industriales se realizan de forma mas
eficiente y barata, con lo que se reducen la contaminacion y los residuos toxicos

generados.
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La quimica de los plasmas frios, o quimica fria, asi llamada por la baja temperatura
(en general inferior los 100 °C) de las especies pesadas del plasma, puede ser de
tipo homogéneo o de tipo heterogéneo. Serd de tipo homogéneo cuando las
reacciones se produzcan en fase gaseosa como en la sintesis de ozono o en la
eliminacion de sulfuros y nitruros presentes en gases residuales. Sera de tipo

heterogéneo, cuando el plasma interacciona con una superficie sélida o liquida.

En los procesos de interaccion plasma-superficie solida se reconocen tres
categorias: erosion, depdsito y alteracién fisico-quimica. Por erosién se entiende el
desgaste asistido por plasma de una superficie mediante bombardeo i6nico
simultaneo. Tiene un enorme interés para la industria microelectronica porque
erosiona el material de modo anisotropo, es decir, con una anchura y altura
diferentes; lo propio de las técnicas quimicas ordinarias es el tallado isétropo. En
los procesos de depdsito quimico en fase vapor asistido por plasma se afiade
material a la superficie en forma de una capa delgada. Por ultimo, las superficies
sélidas tratadas con plasmas experimentan cambios fisicoquimicos como efecto de
los procesos de radiacion y de las particulas procedentes del plasma que actian

sobre ella.

2.3.1. Tratamientos superficiales con plasmas frios

La energia y la carga eléctrica de las particulas que constituyen un plasma cambian
bruscamente cuando entran en contacto con superficies solidas, es decir,
transfieren parte de su energia a la superficie. Por una parte, los plasmas pueden
activar una superficie, esto es, hacer que las moléculas de ésta se enlacen con
componentes moleculares de otras sustancias. Eligiendo adecuadamente los gases
con que se generan los plasmas, éstos serviran para recubrir la superficie con un

determinado material.

La capacidad que poseen los plasmas frios de modificar las superficies se debe a

varios factores. Uno de ellos es la elevada energia media de los electrones libres
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presentes en el plasma (1-10 eV), suficiente para romper enlaces quimicos.
Asimismo, las caracteristicas Unicas de los tratamientos superficiales mediante
plasmas frios dimanan de los efectos producidos sobre la superficie por los fotones
y especies activas procedentes del plasma, que soélo penetran hasta una
profundidad de entre algunos cientos de angstroms (~107° m) y unas 10 micras.

Debido a esto, las propiedades en masa del material permanecen inalteradas.

El tratamiento de superficies con plasmas frios permite una activacion funcional, o
funcionalizacion, de las superficies, cosa que los tratamientos quimicos no pueden
ofrecer. Un ejemplo: el tratamiento de superficies poliméricas con un plasma de
oxigeno puro genera en ella grupos hidroxilos, carbonilos y ésteres. Dicho de otro
modo promueve la formacién de grupos moleculares quimicamente funcionales que
mejoran la adhesion interfacial y, asi, la superficie tratada con un plasma de oxigeno
sera receptiva a posteriores tratamientos. Estos procesos tienen hoy una importante

repercusion econémica en muchos sectores [116-119].

El plasma se puede dividir en tres grupos principales de acuerdo con el tipo de gas
utiizado para crear el plasma: plasma quimicamente no reactivo, plasma
quimicamente reactivo y plasma de polimerizacion. Los plasmas del tipo
guimicamente no reactivos son los de gases inertes monoatdémicos, por ejemplo
argon o neon, que puede ionizar otras moléculas o forman depdsitos (sputter) de
materiales pero no consumidos en reacciones quimicas. Lo plasmas quimicamente
reactivos utilizan gases moleculares inorganicos u organicos, pero no forman
depositos sobre el sustrato, como Oz o CO. Estos tipos de gases son capaces de
entrecruzar, incorporar oxigeno o modificar las superficies con las que entran en
contacto. Los plasmas de polimerizacién son quimicamente reactivos y forman un
depdsito polimérico sélido, como el CHs4 0 una variedad de monémeros [112, 121-
122].

Sobre la base de la clasificacion de plasma por el tipo de gas, diferentes tipos de

procesos de plasma se pueden utilizar para modificar las superficies:
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Un primer proceso es el deposito fisico (physical sputtering) de los materiales, el
cual se basa en un gas no reactivo en fase plasma. Los atomos de este gas se
convierten en iones a través de la fase de plasma, los cuales son acelerados hacia
el sustrato. Estos transfieren su energia por colision a los &tomos en la superficie,
que la transfieren a su vez a sus atomos vecinos. Este proceso de transferencia

continla hasta que uno de los &tomos es eliminado en la fase vapor [90, 121].

El grabado quimico (chemical etching) implica la reaccion quimica de las especies
excitadas con los elementos de la superficie, tales como la oxidacion por plasma de
O2. Este involucra fendmenos quimicos y fisicos dependiendo de la reaccion del
gas de grabado con el material [121]. Este proceso puede generar modificaciones
en la superficie que conducen a un mayor entrecruzamiento en el caso de
superficies poliméricas, o cambios en la hidrofobicidad de las superficies,
cambiando su naturaleza quimica [123, 124]. El grabado quimico es utilizado para
modificar las propiedades de algunos materiales, por ejemplo, con un plasma de

oxigeno, se aumenta la actividad superficial [125].

Un ultimo proceso es el depdsito por plasma, incluyendo la polimerizacion, la
insercién o el esprayado por plasma [90]. En la polimerizacién por plasma ocurren
dos procesos opuestos: la formacion de polimero que conduce al depoésito de
materiales, y la ablacion que lleva a la remocion de los materiales. La ablacién de
materiales durante los procesos de plasma es un factor importante. Esto es debido
a dos mecanismos bésicos, el depdsito fisico del gas y procesos de grabado
quimico. Las especies reactivas en el plasma no se dan solamente a partir del
monomero, sino también especies de la ablacion competitiva del material ya
depositado [121].

Cada tipo de gas o mezcla de gases produce un plasma diferente, abriendo una

amplia gama de posibles modificaciones [126].

El gas utilizado determina fundamentalmente la quimica y la topografia de la
superficie modificada [127, 128].
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Con esta diversidad, las técnicas de modificaciéon de superficies por plasma ha
ganado popularidad en el campo biomédico, y puede ser aplicada en campos como
la limpieza / esterilizacién, recubrimiento y/o modificacion de la quimica de la

superficie del substrato, como es nuestro caso [90].

Por otro lado y para finalizar este capitulo, se mencionan a continuacion algunas de
las tendencias actuales en el campo de la modificacion de superficies de PDMS

mediante técnicas de plasma reportadas en la literatura.

De acuerdo al nimero de publicaciones, se puede afirmar que se trata de un campo
que se ha desarrollado muy rapido durante los ultimos 10 afios. El desarrollo de la
ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa han creado la necesidad de
modificar la superficie de distintos materiales como el PDMS para mejorar los

implantes bio-estables existentes [129].

Una tendencia es la consecucion de un mejor control sobre la superficie del PDMS,
tanto en la composicién quimica, como en el espesor y en la formacién de patrones
de funcionalidades sobre la superficie modificada del polimero. El desarrollo de
nuevas tecnologias y métodos como el uso de microplasmas, plasma jet, plasmas
remotos y plasmas a presion atmosférica han permitido nuevas posibilidades y han

empujado los limites actuales de la modificacion superficial [130-132].

Aunado a lo antes mencionado, un campo de investigacién actual es también la
funcionalizacion de superficies de PDMS con gases menos comunes (hexafluoruro
de azufre (SFs)), asi como el empleo de mezclas complejas de gases (SFs/O2) para
la fabricacidn de estructuras periédicas con caracteristicas geométricas controladas
[133].

En cuanto a las técnicas injerto-post-irradiacion de polimerizacion por plasma, se ha
realizado una gran cantidad de investigacion enfocado principalmente en la

inmovilizacién de biomacromoléculas sobre substratos de PDMS [134].

Finalmente, es bien conocido que las modificaciones de superficies de PDMS se
han estudiado principalmente en sustratos bidimensionales (2D); sin embargo la co-
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evolucion con otras areas de investigacion han propiciado el estudio de
modificaciones en tres dimensiones (3D), ya algunos estudios demuestran la
aplicabilidad de las técnicas de plasma en 3D para la modificacion interior de

estructuras porosas [135].

Los métodos de modificacién descritos anteriormente, se dirigen sobre todo a
mejorar la biocompatibilidad y el rendimiento clinico del PDMS, ya que debido a sus
caracteristicas especiales, tiene algunas limitaciones dentro de las aplicaciones
biomédicas. Cada uno de estos métodos, dependiendo del sitio de implantacion, el
medio ambiente en contacto y las limitaciones impuestas por la fabricacion pueden

preferirse sobre otros.
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JUSTIFICACION

Las personas de vez en cuando sufren heridas en la piel, y por lo general en una
persona sana estas heridas se recuperan dentro de los plazos previstos. Sin
embargo, para las personas que sufren de lesiones por quemaduras, trauma, y/o
enfermedades cronico degenerativas (diabetes), las heridas en la piel tienden a
convertirse en heridas cronicas, que se definen como las heridas que no sanan en
un marco de tiempo esperado en funcion de la edad del paciente, localizacion de la
herida, tamafio de la herida o etiologia de la herida. Las heridas crénicas a menudo
dejan a los pacientes en riesgo de infeccién, hospitalizacién y potencial amputacién
de miembros infectados.

Tanto las quemaduras como las Ulceras diabéticas constituyen un grave problema
de salud en Meéxico, que se incrementa afio a afio, provocando grandes
repercusiones socioecondmicas y sanitarias, y alterando la calidad de vida de las
personas que lo padecen. Por tales motivos, es evidente la necesidad de materiales
sustitutivos de piel que puedan emplearse para el tratamiento de distintos
traumatismos (quemaduras) y/o como consecuencia de distintos padecimientos
(diabetes).

Adicionalmente, los métodos tradicionales de fabricacion de estos materiales
sustitutos, se basan en el uso de agentes adhesivos y/o el empleo de polimeros con
grupos funcionales especificos para lograr la unién entre éstos y haciendo a la vez,
gue la preparacion de éstos se encarezca.

En un pais en desarrollo como Meéxico, la disponibilidad de estos materiales
sustitutos de piel no es adecuada considerando el nUmero de casos que requieren
este tipo de tratamientos.

Puesto que hay necesidad de estos sustitutos de piel, este trabajo pretende
contribuir con la preparacion de un material de dos capas, libre de adhesivos y

adecuado como un posible sustituto de la piel.
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OBJETIVO

Modificar superficialmente una pelicula de PDMS, mediante plasma de oxigeno,

nitrdgeno y argén para la preparacion de un material compuesto PDMS/colageno.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Extraer el colageno tipo | del tenddn de cola de rata.

2. Modificar superficialmente el PDMS mediante plasmas de oxigeno, nitrdgeno y
argon y caracterizarlo mediante FTIR, AFM, SEM, y angulo de contacto.

4. Elaborar un material compuesto PDMS/colageno y caracterizarlo mecanicamente
en tension.

5. Evaluar las propiedades adhesivas inducidas por el tratamiento de plasma.

HIPOTESIS

Los tratamientos de plasma modifican la superficie del PDMS, favoreciendo el

incremento de la fuerza adhesiva entre ambos materiales.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Aislamiento y caracterizacion del colageno tipo |

El colageno tipo | fue obtenido a partir de los tendones de la cola de ratas jovenes
albinas (Whistar) ya sacrificadas y que fueron utilizados como modelos
experimentales para otros fines. El colageno se extrajo mediante el método descrito
por Navneeta Rajan y colaboradores [136] con una ligera modificacion. Las colas
de rata se lavaron con solucion salina 0.9 % fria, se cortaron longitudinalmente para

retirar la piel y extraer los tendones.

En un matraz Erlenmeyer se pesaron 2 g de tendén y se adicionaron 500 mL de
acido acético 0.5 M. La mezcla se agité a 4 °C con un agitador magnético durante
48 horas. Después de la agitacion, la solucién se centrifugd a 4 ° C y 40000 rpm
durante 120 min. El sobrenadante se recolectd, congeld vy liofilizé para obtener el
colageno de tipo | en forma de fibras enredadas. Peliculas de coldgeno (20 mm x
20 mm x 0,2 mm) se obtuvieron después de la disolucion y evaporacion de las fibras
en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (Sigma-Aldrich, EE.UU.) [137].

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE, por
sus siglas en inglés), medicion del angulo de contacto, microscopia electronica de
barrido (SEM, por sus siglas en inglés), espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés), y ensayos de tension mecanica fueron

utilizados para caracterizar el colageno tipo I.

3.2. Sintesis de peliculas de PDMS

Sylgard® 184 (Dow Corning, EEUU), se compone de un pre-polimero (parte A) y un
agente de curado (parte B), los cuales se mezclaron en relacién 10:1 sobre una caja
de Petri y posteriormente se calenté a 65 °C durante 8 h para acelerar el proceso

de entrecruzamiento (Figura 3.1). Transcurrido el tiempo, la pelicula flexible-
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transparente, se cortd en piezas rectangulares (aproximadamente 20 mm x 20 mm

x 0.2 mm).
% ;
20N —SI— si—
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Parte A Parte B PDMS

Figura 3.1 Reaccién para obtencion de pelicula de polidimetilsiloxano Sylgard 184.

3.3. Modificacién superficial de PDMS

La modificacion superficial se llevé a cabo en un reactor tubular de vidrio (Figura
3.2), acoplado a un par de electrodos capacitivos internos, conectados a un
acoplador de impedancias (Advanced Energy, EE.UU.) y a un generador de
radiofrecuencias de 13.56 MHz (Cesar Advanced Energy, EE.UU.). La presion de la

camara y la velocidad de flujo de gas se mantuvieron constantes [138].

La presién minima del sistema de vacio fue de aproximadamente 1x102 Torr.

Electrodo Activo Electrodo a tierra
Vaci0

@—:; -/ \- ;:l<—02

Substrato

Amplificador RF

Sefial RF

Figura 3.2 Configuracion experimental para el tratamiento de plasma.
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Peliculas de PDMS totalmente entrecruzadas fueron tratadas con plasmas
generados en oxigeno, nitrdgeno, y argon puros, a dos niveles de potencia de 40y
120 W, y dos tiempos de exposicion: 5 y 15 min. El nUmero de experimentos,
factores y repeticiones fueron definidos utilizando un disefio factorial del tipo 2% con
punto central (80 W, 10 min), para estudiar los efectos de las interacciones de la
potencia y el tiempo de tratamiento en las propiedades de mojabilidad y la
morfologia de la superficie. Los pardmetros investigados fueron seleccionados
sobre la base de las regiones de interés, identificados en pruebas preliminares y

intervalos soportados por el sistema de tratamiento de plasma.

Para el disefio de la matriz factorial 2% se realizaron cuatro corridas que
correspondieron al disefio 22, realizando una réplica por cada combinacion de
niveles de factores y dos corridas se llevaron a cabo en el punto central, para estimar
el efecto global de curvatura. El orden en que se realizaron las corridas fue al azar
para evitar errores sistematicos. Una estimaciéon de la confianza del 95% se utilizé

para determinar la significancia estadistica (valor p) [139-141].

3.4. Preparacion del material compuesto

Finalizado el tratamiento sobre las superficies del PDMS con los distintos gases
generadores de plasma, las peliculas se retiraron del reactor e inmediatamente se
colocaron en contacto con el colageno tipo | disuelto en 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-
propanol (HFIP). El material compuesto bicapa PDMS-colageno se formo6 una vez

gue el disolvente se evapord completamente.

3.5. Caracterizaciéon de materiales

3.5.1. Caracterizacioén del colageno tipo |
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3.5.1.1. Dodecil sulfato de sodio- electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE, por sus siglas en inglés)

La pureza de las soluciones de colageno fue verificada por electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS, basandose en el método de Laemmli [142]. Las muestras
se mezclaron con una solucion amortiguadora de Tris-HCI 0.6 M (pH 6.8), SDS al
2% (v/v), glicerol al 25% (w/v), B-mercaptoetanol 5% (v/v), azul de bromofenol 0.1
% (w/v) y agua desionizada en relacion 1:1. Esta mezcla se llevo a ebullicion durante
10 min y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, se cargaron 20 pl de
muestra al gel de poliacrilamida, donde se emple6 un sistema discontinuo de gel de
poliacrilamida con una concentracion de 7.5% para el gel separador y 5% para el
gel concentrador a 20 mV durante 2 h. Al término de ésta se retir6 el gel de la cAmara
(Mini-Protean 3 Cell, Bio-Rad, EE. UU.), se tifi6 en una soluciéon de azul de
Comassie R-250 durante toda la noche, para finalmente destefiir con una solucién
de metanol 40%(v/v), acido acético 10% (v/v) y agua desionizada 50 % (v/v). Dentro
del ensayo, también se corri6 un estdndar comercial (colageno tipo | purificado a
partir de la cola de rata, Sigma-Aldrich, EE.UU.) y un marcador de peso molecular
conocido (Prestained SDS-PAGE standards broad range, Bio-Rad, EE.UU.).

3.5.1.2. Analisis calorimétrico diferencial

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica termoanalitica que se utilizé
para monitorear la estabilidad térmica del coldgeno, asi como la caracterizacion de

sus transiciones.

El analisis calorimétrico diferencial para el coladgeno se llevé a cabo siguiendo el
meétodo de Rochdi con una ligera modificacion [143]. Las muestras se rehidrataron
mediante la adicion de agua desionizada y/o en acido acético 0.05 M en una relacién
sélido/solucién de 1:40 (w/v). Las mezclas se dejaron reposar durante 2 dias a 4 °C.
El analisis se realizé usando un calorimetro diferencial de barrido (Perkin Elmer,
Modelo DSC?7).
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La calibracion de la temperatura se realizé utilizando el estandar de indio. Las
muestras se pesaron con precision en las charolas de aluminio y fueron selladas.
Las muestras fueron analizadas a una rampa de calentamiento de 1 °C/min en el
intervalo de 0-50 °C. Se hizo una primera corrida, luego el material se enfrié y
subsecuentemente se hizo una segunda corrida, ambas con el mismo intervalo de

temperatura y la misma velocidad de calentamiento.

Una charola vacia se utilizo como referencia y las temperaturas de transicion y
desnaturalizacion se estimaron a partir de los termogramas adquiridos en la primera

corrida.

3.5.2. Medicién del &ngulo de contacto

La mojabilidad de las muestras modificadas fue monitoreada mediante el método
de la gota estatica, utilizando un goniometro optico (Tantec Inc., EE.UU.), acoplado
con una jeringa de precision (Hamilton Inc., EEUU.). La muestra se coloc6 debajo
de la jeringa, y una gota (aproximadamente de 3 pL) de agua desionizada fue

depositada.

El conjunto de pruebas establecido en el disefio de experimentos para los
tratamientos de plasma generados con oxigeno, nitrégeno y argon se efectuaron
por triplicado; las mediciones del angulo de contacto se realizaron a dos diferentes
muestras de PDMS por cada tratamiento, en las cuales cinco mediciones en
diferentes puntos de la superficie fueron adquiridas y promediadas. Todas las
mediciones del &ngulo de contacto se realizaron 30 min después del tratamiento de

la superficie.

3.5.3. Analisis de la morfologia superficial

Microscopia electronica de barrido (SEM) se utilizd para estudiar la morfologia de

las peliculas de colageno y los cambios en la morfologia causados por los
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tratamientos de plasma sobre las peliculas de PDMS. Las micrografias SEM fueron
tomadas con un microscopio electrénico de barrido, JSM-6360LV (JEOL, EEUU.).
Las superficies fueron imagenes de un punto aleatorio, con angulo de la camara
perpendicular. El potencial de aceleracion fue de 10-20 kV y las amplificaciones de
500 veces. Antes de la obtencién de imagenes, las muestras fueron tratadas por

pulverizacién-recubrimiento catédico con oro, para que sean conductoras.

Las peliculas de PDMS tratadas por plasma fueron también analizadas mediante
microscopia de fuerza atdmica (AFM, por sus siglas en inglés), La raiz de las medias
cuadraticas de la rugosidad superficial (RMS) se obtuvieron usando un microscopio
de fuerza atémica universal SPM/AFM (Ambios Technology Inc., EE.UU.) en modo
contacto, para completar el analisis de la morfologia de superficie. Un cantilever
piramidal de nitruro de silicio CSC 17 (Ambios Technology Inc., EE.UU.) con un
radio de punta de 8 nm y una frecuencia de resonancia de aproximadamente 12 kHz
se utiliz6 para escanear areas aleatorias de 25 uym x 25 um. Los andlisis se
realizaron por duplicado analizando tres areas por cada muestra tratada con cada
uno de los distintos plasmas utilizados. Los parametros de rugosidad (Rrwms) y las
superficies envolventes fueron determinadas utilizando el software WSxM v5.0 de
Nanotec [144].

3.5.4. Andlisis quimico superficial

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier en reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR), se utilizé para identificar los grupos funcionales presentes en
la molécula de colageno y PDMS, asi como para analizar los efectos quimicos de
los tratamientos sobre la superficie del PDMS tratado por plasma. Los espectros
FTIR de las muestras se registraron con un espectrofotometro de infrarrojo iS10
(Nicolet. EEUU.). Los espectros son la media de 50 barridos con una resolucién
acumulada de 4 cm™ en el intervalo de nimero de onda de 4000 a 400 cm usando

un cristal de diamante ATR.
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3.5.5. Medicién de laresistencia a la rotura

El modulo de elasticidad (E), el esfuerzo de tension maximo (™) y la deformacion
maxima (¢M®), del PDMS sin tratamiento, PDMS tratado, el material compuesto y
peliculas de colageno se determinaron utilizando una maquina de ensayos
universales AGS-X (Shimadzu Corporation, Japdn). El ensayo de tension se realizé
de acuerdo al método de prueba estandar para propiedades de tension de peliculas
plasticas delgadas [145]. La fuerza de tension se aplico a probetas de PDMS de 60
mm (40 mm de longitud atil) x 5 mm x 0.7 mm (&rea de la seccién transversal de
aproximadamente 3.5 mm?) a una velocidad de deformacién de 50 mm/min usando
una celda de carga de 100 N. El médulo de elasticidad se obtuvo de la pendiente
de una regresion lineal, en la region de baja tensién y bajos valores de deformacién
(zona elastica). En base a la ecuacion de minimos cuadrados se realiz6 un ajuste

para la determinacion del médulo y el valor promedio fue considerado.

Las propiedades de tension del coldgeno se midieron usando probetas de ensayo
de 60 mm (40 mm de longitud atil) x 5 mm x 0.01 mm (area de la seccién transversal
de aproximadamente 0.05 mm?). Los extremos de estas probetas fueron envueltos
con cinta adhesiva para evitar deslizamientos y fallas prematuras cerca de las
mordazas. La velocidad de deformacion, celda de carga y el numero de
especimenes fueron idénticos a los de los grupos de muestras de PDMS

mencionados anteriormente.

3.5.6. Ensayo de adhesion

Para estudiar el efecto de los tratamientos de plasma generados con oxigeno,
nitrégeno, y argon en la adherencia entre PDMS y el coldgeno, un ensayo estandar
de adherencia al pelado en T [146] se llevd a cabo usando la maquina de ensayos
universal AGS-X (Shimadzu Corporation, Japon). Los ensayos de pelado en T se
realizaron operando en modo de extension utilizando una celda de carga de 100 N

y una velocidad de desplazamiento del cabezal de 23.5 mm/min. Se utilizaron
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muestras de ensayo de 60 mm x 5 mm. El espesor total del material compuesto fue
aproximadamente de 0.81 mm que correspondio a una capa de 0.4 mm de PDMS

y una capa de ~ 10 um de colageno, como se muestra en la figura 3.3.

Puesto que el objetivo de esta prueba era medir las propiedades adhesivas (interfaz
entre el colageno depositado y PDMS de soporte), y no las propiedades de tensién
del colageno, una capa de PDMS adicional se deposité sobre la capa de colageno
para asegurar un pelado adecuado y evitar el deslizamiento de las mordazas y la

ruptura del coladgeno durante la prueba.

Para todas las muestras utilizadas, la longitud del pelado fue de 45 mm y la longitud
de la parte doblada de las mordazas fue de 15 mm. La prueba de adherencia al
pelado en T se llevo a cabo una vez sujetado el extremo del PDMS en una mordaza
y el otro extremo correspondiente a la pelicula de colageno en la segunda mordaza.
Por lo menos cinco réplicas de los ensayos de pelado se realizaron a muestras del
material compuesto tratados con los distintos plasmas y las no tratadas. Todas las
muestras fallaron en la interfaz y el valor medio se tom6 como una medida de la

fuerza adhesiva.

Direccion de Pelado

A

- Pelicula de Colédgeno

15 mm <«—— Capa de PDMS de refuerzo

0.4mm

Pelicula de Coldgeno
Adhenda a la Superficie

04mm Tratada de PDMS
Distancia de Union (45 mim) -

10 um

>|
- |

15 mm

Pelicula de PDMS con Tratamiento
- - _
y de Plasma en la Superficie

Direccién de Pelado

Figura 3.3 Vista esquematica del ensayo de pelado en T del material bicapa PDMS-colageno.
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3.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd la Metodologia de Superficie de Respuesta
(MSR), la cual es una coleccion de técnicas estadisticas que permiten inspeccionar
una respuesta, que se puede mostrar como una superficie, cuando los experimentos
investigan el efecto que tiene el variar factores cuantitativos en los valores que toma
una variable dependiente o respuesta. Esto es, se trata de encontrar los valores
optimos para las variables independientes que maximizan, minimizan o cumplen
ciertas restricciones en la variable respuesta. Dicho de manera préactica, se busca
determinar los parametros de modificacion de la superficie del PDMS y obtener las
mejores condiciones de tratamiento con los plasmas generados con oxigeno,
nitrégeno, y argén para la adhesion de la capa de colageno a la superficie de PDMS
[147].

La paqueteria Minitab 16.1 fue utilizada para el analisis estadistico de los datos
obtenidos. Para todas las pruebas, los valores promedio y la desviacion estandar

fueron reportados.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Identificacién y caracterizacion del colageno de tipo |

4.1.1. Composicion y peso molecular de las subunidades de colageno del
tendon de cola de rata

La composicion del colageno extraido se examin6 por SDS-PAGE (Figura 4.1).
Tanto la muestra como el control muestran al menos dos cadenas a diferentes: a1
y a2 con pesos moleculares aproximados de 117.3 kDa y 107.4 kDa
respectivamente, estimados a partir del marcador de peso molecular (posicion 1).
Por otra parte, se obtuvo una pequefa cantidad del dimero B. Estos resultados
indicaron que el colageno extraido de la cola de rata Wistar puede caracterizarse
como colageno tipo | ya que el colageno tipo | de tenddn de cola de rata comercial

mostro un patrén similar [148].

Adicionalmente, en el gel se puede observar una ligera desnaturalizacion del
colageno; es decir, bandas con un peso molecular inferior a la cadena a2, en

consistencia con lo reportado previamente [149].

kDa 1 2 3
202.5

113.9 =
72.7

46.6
33.8

Figura 4.1 Representacion esquematica del patron electroforético de (1) marcador de peso
molecular, (2) colageno tipo | de tendon de cola de rata comercial y (3) colageno tipo | extraido en
el laboratorio de tend6n de cola de rata.
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4.1.2. Mojabilidad de la superficie, morfologia, caracterizacion quimica y

mecanicay analisis calorimétrico de colageno de tipo |
Las peliculas de colageno se obtuvieron por evaporacion del disolvente a partir de
una solucion de coldgeno en HFIP y su angulo de contacto se midié 30 minutos
después de la evaporacion del disolvente con el método de la gota sésil. El angulo
de contacto de agua de la pelicula de colageno fue de aproximadamente 50 grados.
Por lo tanto, el coldgeno es una proteina hidréfila debido al mayor contenido de
residuos de aminoacidos hidroxilados, acidos y bases que los residuos lipofilos
[150].

La morfologia de la superficie de la pelicula de colageno se investigd mediante
microscopia electrénica de barrido. En la micrografia (Figura 4.2) se observan una
variedad de estructuras con un patron morfologico uniforme. No se observan fibras
de colageno. El arreglo que se observa asemeja pequefios paquetes
conglomerados de estas fibras 0 agregaciones radiculares salinas, lo cual ha sido

reportado de manera similar para el caso especifico del colageno de cerdo [151].

Figura 4.2 Micrografia de pelicula de colageno.
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Las peliculas de colageno también se caracterizaron por medio de espectroscopia
de FTIR tal como se muestra en la Figura 4.3. Se observaron al menos 3 bandas
bien definidas, que fueron suficientes para su caracterizacion. Estas bandas fueron
las de 1650, 1500 y 1200 cm™, que corresponden a las llamadas bandas de
absorcion del enlace peptidico o enlace amida. La absorcion de la amida | se debe
principalmente a vibraciones de estiramiento del enlace C=0; la amida Il esta
constituida por vibraciones de torsion N-H y vibraciones de estiramiento C-N; y la
amida Ill es compleja y se deriva de componentes de estiramiento C-N y torsion N-
H en el doblez del plano del enlace amida, asi como de absorciones que se originan
del movimiento vibracional de grupos CH: del esqueleto polipeptidico con residuos
de glicina 'y prolina en sus cadenas laterales [152]. Las absorciones en 1451, 1399,
1339 y 1282 cm se atribuyen a vibraciones wagging de grupos CHz y CHs [153].
La vibracion de estiramiento N-H libre se produce en el intervalo de 3400 a 3440
cmty cuando el grupo N-H de un péptido esta implicado en un enlace de hidrégeno,
la posicién se desplaza a frecuencias mas bajas, por lo general alrededor de 3300
cmt. Elresultado indic6 que los grupos N-H de este colageno estaban involucrados
en un enlace de hidrogeno, probablemente con un grupo carbonilo de la cadena
peptidica [154].

Las peliculas de coldgeno mostraron un valor de esfuerzo de tension maximo de
oM =54 +0.29 MPa, un moédulo elastico de E = 48.3 £ 2.95 MPa y una deformacion
maxima de €™ = 34.8 + 3.63 % (Figura 4.4). Estos valores estan dentro del intervalo
de los datos reportados en la literatura [155-158]. Sin embargo, también se han
reportado valores de mddulo de elasticidad para colageno tipo | que van desde 2.3
MPa hasta 11.5 GPa en forma de fibras [159]. Las propiedades mecanicas de
materiales de coladgeno son conocidos por ser fuertemente dependientes de
cambios en su concentracion, el tipo, el grado de entrecruzamiento, la alineacién
espacial y el grado de hidratacion, y pueden conducir a grandes efectos sobre sus

propiedades mecénicas [160].
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Figura 4.3 Espectro de infrarrojo de colageno tipo |.

En su aplicacion como sustituto de piel, el colageno estara en contacto con la herida
donde las condiciones de humedad son relativamente altas y las propiedades

mecanicas como se menciond anteriormente seran diferentes.

Puesto que el constituyente principal de la piel normal es el colageno, su papel
primordial en el sustituto es promover la migracion y proliferacion celular de una
forma ordenada. En su aplicacion como sustituto de piel, el colageno estara unido
al PDMS, el cual entre una de sus funciones es dar el soporte mecéanico a dicho

sustituto de piel.

Los termogramas de colageno de tendon de cola de rata hidratado en acido acético
0.05 M y agua desionizada se muestran en las Figuras 4.5 y 4.6 respectivamente.
En ellas se observan, los picos endotérmicos, con temperaturas de
desnaturalizacion (Tma) de 38.1 y 40.0 °C, adquiridos en la primera corrida
respectivamente. Cuando el colageno se rehidrata en acido acético, se observé que

la Tmax S€ desplaza ligeramente a temperatura mas bajas.
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Figura 4.4 Grafica esfuerzo-deformacion de la pelicula de colageno tipo |.
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Figura 4.5 Termograma de colageno hidratado en agua acido acético.



El resultado sugiere que los enlaces de hidrégeno intramoleculares que estabilizan
la estructura de triple hélice del colageno pueden ser interrumpidos a algunos
niveles en la presencia de acido acético, principalmente debido a la repulsion de las
moléculas de colageno en solucién acida [161]. Por otro lado, un mayor

entrecruzamiento del colageno probablemente contribuye a la Tmax Mmas alta.

Diferencias en la Tmax entre los colagenos de diferentes especies se correlaciona

con diferentes contenidos de acidos imino (prolina e hidroxiprolina) [162].
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Figura 4.6 Termograma de colageno hidratado en agua desionizada.

4.2. Efecto de la relacién potencia - tiempo sobre las propiedades
superficiales del PDMS

4.2.1. Mojabilidad

La medicién del angulo de contacto es uno de los métodos mas simples para

determinar los cambios que tienen lugar en la capa mas externa de los materiales
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durante su tratamiento superficial. Este método se utilizé para evaluar el cambio en

la mojabilidad del PDMS modificado por plasmas de oxigeno, nitrégeno y argon.

4.2.1.1. Tratamiento con plasma de oxigeno

El &ngulo de contacto del PDMS sin tratamiento fue de 102 grados y por lo tanto su
superficie se puede considerar como hidrofobica. Los angulos de contacto promedio
del PDMS maodificado a diferentes condiciones de potencia y tiempo se muestran
en la Tabla 4.1.
Tabla 4.1. Resultados de la medicion del &ngulo de contacto del PDMS modificado con
plasma de oxigeno.

Angulo de

. . . . .

Experimento Potencia (W) Tiempo (min) Contacto (%) D.E.
4 40 5 80 1.6
7 40 5 74 1.2
6 40 5 60 3.2
10 40 5 56 1.1
1 80 10 62 2.0
3 80 10 60 1.2
2 120 15 60 1.6
8 120 15 60 1.2
5 120 15 64 2.1
9 120 15 62 1.3

* D.E. Desviacion estandar

Los resultados de las mediciones del angulo de contacto se analizaron
estadisticamente estimandose los dos efectos principales y su interaccion,
comprobandose estadisticamente (nivel de significancia del 5%) que los factores
potencia, tiempo y la interaccidn potencia-tiempo resultaron ser significativamente
influyentes sobre la disminucién del angulo de contacto en razén a su valor p < 0.05

(menor del 5% de significancia).

Ademas, la interpretacién del coeficiente de determinacién (R2), siendo una medida
descriptiva que sirve para determina la bondad de ajuste del modelo para replicar

los resultados y la proporcion de variacion de estos, con un valor obtenido de R2
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ajustado = 89.02 % nos indica que el modelo explica el 89 % de la variabilidad de la
respuesta, o que en pocas palabras significa un buen ajuste y una metodologia
adecuada hacia la busqueda de las condiciones experimentales que permitan la

mayor modificacion superficial del PDMS, con el tratamiento de plasma de oxigeno.

El modelo de segundo orden se grafic6 como una superficie tridimensional que
representa la respuesta (angulo de contacto) como una funcion de los dos factores
(potencia y tiempo) para el intervalo experimental considerado. En la superficie de
respuesta real (Figuras 4.7a) y en el modelo ajustado (Figura 4.7b), se observé que,
para bajas potencias, el angulo de contacto disminuy6 al aumentarse el tiempo de
tratamiento. Por lo tanto, angulos de contacto menores se obtienen para tiempos de
tratamiento mas largos dentro del intervalo de potencias bajas. Esto es debido al
hecho de que a potencias bajas, el tiempo es el factor mas significativo. Sin
embargo, a mayor potencia se observdé un comportamiento diferente. El angulo de
contacto disminuy6é inicialmente alcanzando un minimo, y luego el angulo de
contacto se mantuvo casi constante con tiempos mas largos. En la grafica, la linea
es casi plana, lo que indico que el tratamiento a altas potencias no se vio afectado

por el tiempo.

Para tiempos de tratamiento cortos, el angulo de contacto disminuy6 con el aumento
de la potencia por lo que, la potencia fue el factor mas significativo dentro del
intervalo de tiempos cortos. En la superficie de respuesta optimizada (Figura 4.7b),
la linea del &ngulo cae abruptamente, lo que indica un efecto positivo fuerte debido

a un incremento de la potencia.

A tiempos mas largos, el angulo de contacto disminuyd hasta alcanzar un valor
minimo a potencias intermedias y finalmente, incrementar ligeramente a altas
potencias. Este es el resultado de una interaccion positiva tiempo-potencia y un
coeficiente cuadratico positivo para la potencia, probablemente causado por la
formacién de grupos funcionales de oxigeno y el cambio de la hidrofobicidad de la
superficie de PDMS.
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La formacion de grupos funcionales de oxigeno es un objetivo deseable, ya que
éstos incrementan la mojabilidad superficial del PDMS y consecuentemente la
disminucién del valor de angulo de contacto. Por lo tanto, las condiciones de
operacion que deben elegirse y a las cuales esta formacién de grupos funcionales

es favorable, son potencias medias y tiempos de tratamiento mas largos.
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Figura 4.7 (a) Superficie de respuesta para el angulo de contacto en agua en funcién del tiempo y
potencia (experimental), (b) superficie de respuesta para el &ngulo de contacto en agua en funcion
del tiempo y potencia (Optimizacion), (c) Gréafica de contorno del angulo de contacto en agua en
funcion del tiempo y potencia, (d) Grafica de interaccion potencia-tiempo

(tratamiento con plasma de oxigeno).
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A fin de comprender la forma de la superficie de respuesta, la grafica de contorno
(Figura 4.7c) muestra curvas concéntricas de color que representan intervalos
especificos de valores, la regidbn mas clara representa las condiciones a las cuales
el menor 4ngulo de contacto es obtenido. Finalmente, la Figura 4.7d muestra la
gréfica de interaccion entre la potencia y el tiempo de tratamiento. Lineas paralelas
en una grafica de este tipo indicarian que no hay interaccién; sin embargo, mientras
mayor sea la diferencia en la pendiente entre las lineas, mayor sera el grado de
interaccién. En base a lo antes mencionado, la grafica 4.7d reveld una interaccion
entre el tiempo de tratamiento y la potencia de RF. El PDMS adquirié6 una mayor
hidrofilicidad cuando el material fue tratado a potencias de 120 W en lugar de 40 W
a 5 minutos. Sin embargo, cuando el tiempo de tratamiento fue de 15 minutos, el
PDMS presenté una mayor hidrofilicidad cuando la potencia fue de 40 W.
Adicionalmente, una grafica de interacciones no revela si la interaccion es
estadisticamente significativa. El resultado de la variable independiente principal,
gue para este caso en especifico es la potencia, cuando se da condicionado a cada
uno de los dos valores de la variable independiente condicionante (tiempo), se
refleja en una linea recta en la grafica. Estas lineas representan cada uno de los

efectos simples de la variable independiente principal [120].

En general, estas graficas revelaron que la exposicién al plasma de oxigeno

incrementd la mojabilidad de la superficie del PDMS [163].

Durante el tratamiento con plasma de oxigeno, los grupos metilo superficiales son
removidos y sustituidos por especies quimicas como grupos hidroxilo, los cuales
son dipolos cargados negativamente produciendo un comportamiento hidrofilico de
la superficie; por lo tanto dado que el agua es un dipolo con cierta afinidad a los
grupos hidroxilo, la gota formada exhibié un dngulo de contacto menor [164]. Sin
embargo, la hidrofilia no es permanente y el PDMS tratado tiende a recuperar en
corto plazo su propiedad de hidrofobicidad [165], por lo cual el &ngulo de contacto
regresé a 94° (medicion realizada al PDMS tratado a 80 W/10 min a los 8 dias

después del tratamiento), cerca del valor de angulo de contacto de la superficie de
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PDMS sin tratamiento. Las razones fundamentales para la recuperacion de la
hidrofobicidad del PDMS siguen sin estar claras. Por lo general, la migracion de las
especies de bajo peso molecular no entrecruzadas desde el interior (bulk) del
polimero a la superficie se considera que es la causa principal. Ademas, una
pérdida de grupos hidrofilicos a la atmésfera bajo condiciones de alto vacio y la
reorientacion de subproductos de la oxidacién se han sugerido. A pesar de esto,
una exposicién prolongada o altas potencias de RF reducen las diferencias en el
corto plazo [166, 167].

4.2.1.2. Tratamiento con plasma de nitrégeno

Los resultados de la medicion del angulo de contacto del PDMS tratado con plasma
de nitrdgeno, se presentan en la Tabla 4.2 y Figura 4.8(a-d) respectivamente. El
andlisis estadistico se llevé a cabo con los resultados experimentales; se estimaron
los efectos principales y el efecto de la interaccion. La significancia obtenida para el
factor tiempo de tratamiento fue p > 0.05 indicando un minimo cambio en las
propiedades superficiales del PDMS (valores de angulo de contacto altos). Sin
embargo el analisis indic6 que aunque el factor tiempo no es estadisticamente
significante, fue la variable que mejor respuesta tuvo en el disefio. El efecto potencia

y la interaccion potencia-tiempo resultaron poco significativos (p > 0.05).

El valor de R? obtenido del ajuste fue del 30.24 %, indicando que el modelo ajustado
explica solo el 30 % de la variabilidad de la respuesta, con una incertidumbre del 70
%. Se recomienda que el valor de R2 sea de al menos 75% para considerar la
posibilidad de obtener condiciones adecuadas para la optimizacién de un proceso,
de no ser asi es muy probable que el procedimiento requiera la definicion de

intervalos mas amplios en los factores de prueba.
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Tabla 4.2. Resultados de la medicidn del &ngulo de contacto del PDMS modificado con
plasma de nitrégeno.

. . . . Angulo de >
Experimento Potencia (W) Tiempo (min) Contacto (%) D.E.
5 40 5 81 1.2
6 40 5 88 2.0
8 40 15 80 2.1
10 40 15 82 0.8
1 80 10 78 14
7 80 10 80 1.2
3 120 5 90 1.0
4 120 5 82 5.2
2 120 15 78 0.8
9 120 15 78 1.2

* D.E. Desviacion estandar

De igual manera este modelo de segundo orden se grafic6 como una superficie
tridimensional representando la respuesta (angulo de contacto) como una funcion
de los dos factores (potencia y tiempo) para el intervalo experimental considerado.
La Figura 4.8a es la superficie de respuesta experimental y la Figura 4.8b es el
ajuste al modelo experimental. En dichas superficies, se observé que tanto para
tratamientos a bajas y altas potencias, la disminucién inicial del &ngulo de contacto
a tiempos cortos fue practicamente la misma. Al irse incrementando el tiempo de
tratamiento, el angulo de contacto presentd una pequefia disminucion,
acentuandose un poco mas en los tratamientos de mayor potencia. En las graficas
de superficie se observa a los ejes correspondientes a las potencias que disminuyen
casi de forma paralela. Esto es debido al hecho de que la potencia del tratamiento
dentro de este intervalo de prueba fue un factor poco significante para el tratamiento

con plasma de nitrégeno.

Con respecto a los tiempos de tratamiento, un comportamiento similar se observé
entre ellos. Al irse incrementando la potencia del tratamiento, el angulo de contacto
presento una pequefia disminucion; sin embargo a medida que la potencia continud
incrementando, el valor del &ngulo de contacto tuvo una recuperacién hacia valores

mayores acentuandose un poco mas en los tratamientos de menor tiempo de

66



tratamiento. En la superficie de respuesta optimizada (Figura 4.8b), las lineas
presentan una ligera forma de U, lo que indicé que el aumento de la hidrofilicidad
del PDMS se vio favorecida en los puntos centrales del tratamiento, probablemente
causado por la formacion de grupos funcionales tales como grupos amina, imina,
amida y/o nitrilo los cuales brindan un caracter hidrofilico sobre la superficie del

polimero.

A diferencia del tratamiento de plasma de oxigeno donde se presentd un mayor
descenso del valor de angulo de contacto y observandose en las gréficas de
superficie descensos mas pronunciados, para el tratamiento con nitrdgeno, las
graficas de superficie exhibieron una superficie casi horizontal en todos sus ejes
confirmando que la superficie del PDMS tratadas con plasma de nitrégeno
mostraron una menor capacidad de mojabilidad que las superficies tratadas con
oxigeno. Esto es probablemente debido a una débil interaccion de las especies de
nitrdgeno en el plasma con la superficie del PDMS bajo las condiciones de proceso

evaluadas [168].

El efecto del tratamiento de plasma sobre la superficie del PDMS, es similar si el
gas utilizado es oxigeno, nitrégeno u otro. En cada caso, se producira una superficie
hidrofila; sin embargo diferentes condiciones de potencia-tiempo son necesarias
para equiparar los resultados, con plasmas generados con diferentes gases

(oxigeno, nitrégeno, y argdn, en nuestro caso) [169].
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Figura 4.8 (a) Superficie de respuesta para el angulo de contacto en agua en funcién del tiempo y
potencia (experimental), (b) superficie de respuesta para el angulo de contacto en agua en funcién
del tiempo y potencia (Optimizacion), (c) Grafica de contorno del &ngulo de contacto en agua en
funcion del tiempo y potencia, (d) Gréfica de interaccion potencia-tiempo (tratamiento con plasma

de nitr6geno).

Para caracterizar y analizar con mayor detalle la curvatura de la superficie de
respuesta, la forma directa de hacer esto es mediante la grafica de contorno (Figura
4.8c), la cual facilita la visualizacion de la forma de la superficie. Cada franja de color
contiene un namero infinito de combinaciones potencia-tiempo para los cuales el

angulo de contacto medio esperado se encuentra en un determinado intervalo.

La Figura 4.8d confirma una interaccién entre factores. A tiempos de tratamiento de
5 minutos, el PDMS adquirié una mayor hidrofilicidad cuando el material fue tratado
a potencias de 40 W. Sin embargo, cuando el tiempo de tratamiento fue de 15

minutos, el PDMS presento la mayor hidrofilicidad cuando la potencia fue de 120 W.
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4.2.1.3. Tratamiento con plasma de argdn

Los resultados de la medicion del angulo de contacto del PDMS tratado con plasma
de argdn se presentan en la Tabla 4.3 y Figura 4.9(a-d). El andlisis estadistico se
llevd a cabo con los resultados experimentales estimandose los efectos principales

y el efecto de la interaccion.

Los resultados de la Tabla 4.3 corresponden al analisis cuantitativo del experimento
en los cuéles se comprueba estadisticamente (nivel de significancia del 5%) que el
factor tiempo y la interaccion potencia-tiempo resultaron ser significativamente
influyentes sobre la disminucion del angulo de contacto en razon a su valor p < 0.05
(menor del 5% de significancia); no ocurre lo mismo con el factor potencia que
resulta ser poco significativo en razon a su valor p > 0.05, presentando un efecto

menor con respecto al del tiempo.

Ademas, la interpretacion del R2 ajustado = 94.92 % nos indica que el modelo
ajustado explica el 95 % de la variabilidad de la respuesta, obteniéndose para el
caso del tratamiento con plasma de argdbn un buen ajuste y una metodologia
adecuada hacia la busqueda de las mejores condiciones experimentales que

permitan la mayor modificacion de la superficie del PDMS.

Tabla 4.3 Resultados de la medicidn del &ngulo de contacto del PDMS modificado con
plasma de argén.

. . i . Angulo de
Experimento Potencia (W) Tiempo (min) Contacto (%) D.E
7 40 5 87 1.3
9 40 5 88 1.3
1 40 15 65 2.8
4 40 15 58 5.0
2 80 10 54 3.6
6 80 10 58 1.2
5 120 5 76 1.0
8 120 5 77 2.8
3 120 15 62 0.8
10 120 15 65 1.7

* D.E. Desviacion estandar
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Las Figuras 4.9a respuesta real y 4.9b modelo ajustado, representan las superficies
de respuesta calculadas con base en un modelo de segundo orden; para cada
combinacion de potencia y tiempo se representa graficamente el valor estimado de

la respuesta media (dngulo de contacto) para el intervalo experimental considerado.
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Figura 4.9 (a) Superficie de respuesta para el angulo de contacto en agua en funcioén del tiempo y
potencia (experimental), (b) superficie de respuesta para el &ngulo de contacto en agua en funcién
del tiempo y potencia (Optimizacion), (c) Grafica de contorno del &ngulo de contacto en agua en
funcién del tiempo y potencia, (d) Grafica de interaccidn potencia-tiempo (tratamiento con plasma

de argon).
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Se observé que para tratamientos a baja potencia, la disminucion del angulo de
contacto a tiempos cortos fue pequefia, obteniéndose altos valores iniciales de
angulo de contacto. Conforme el tiempo de tratamiento se incrementd, el valor de
angulo de contacto disminuyd significativamente. Cuando el tiempo de tratamiento
fue mas alto, el valor del angulo de contacto tuvo una ligera recuperacion hacia

valores mayores siendo aun significantes estadisticamente.

Un comportamiento similar se presentd para los tratamientos a potencias mayores
y tiempos cortos de tratamiento; de un valor inicial de angulo de contacto alto (menor
gue el obtenido a bajas potencia), hasta un valor de angulo de contacto bajo y

significativo, estadisticamente.

La potencia en el tratamiento con argdn tuvo poca influencia en el cambio de
mojabilidad del PDMS, debido al hecho de que el tiempo fue el factor mas

significativo.

Con respecto a los tiempos de tratamiento, un comportamiento en forma de U, se
observo. Al incrementarse la potencia del tratamiento, el &ngulo de contacto fue
disminuyendo hasta un valor minimo (vértice); posterior a ese punto el angulo de
contacto se incrementd conforme la potencia aumenta. El valor del angulo de
contacto tuvo una recuperacion hacia valores mayores siendo adn significantes
estadisticamente y acentuandose evidentemente en los tratamientos de menor

tiempo de tratamiento.

Esto es el resultado de un coeficiente cuadrético positivo para el factor tiempo, por
lo que esta variable, en el tratamiento de plasma generado con argon, fue un
pardmetro importante que determina la magnitud del cambio de la mojabilidad del
PDMS. Particularmente, el plasma de argon favorecio dicho cambio en los puntos

centrales de las condiciones potencia y tiempo evaluados.

La Figura 4.9c, corresponde al grafico de contorno o curvas de nivel del modelo
ajustado equivalente a la misma superficie de respuesta del modelo, pero trasladado

a dos dimensiones para facilitar la interpretacion.
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La Figura 4.9d muestra la grafica de interaccion potencia - tiempo de tratamiento.
Para ambos factores se corrobora la existencia de una interaccion y el efecto

positivo sobre la respuesta.

El tratamiento con plasma es, evidentemente, una oxidacion progresiva de la
superficie. En los tratamientos de plasma, los &tomos de hidrégeno se retiran de la
cadena del PDMS para generar radicales dentro de las cadenas del polimero
situadas en la superficie. Algunos de estos radicales se combinan con los radicales
formados en el plasma resultando en grupos funcionales [170]. Para la activacion
de la superficie del PDMS con plasma de argdn, que no puede por si mismo
introducir grupos funcionales, los radicales formados en la superficie pueden
reaccionar con el oxigeno o la humedad en el aire, formando grupos SiOz, Si-OH o
grupos Si-CH20H en la superficie PDMS [171].

La fuente de oxigeno en los plasmas de nitrdgeno y argén puede ser aire residual
en el reactor, vapor de agua, que también es muy dificil de eliminar con la bomba

de vacio u oxigeno retenido en el propio polimero.

Otro factor importante que afecta a la mojabilidad de PDMS es la rugosidad de la
superficie. En presencia de una mayor rugosidad, la hidrofilicidad o hidrofobicidad

de la muestra sera acentuada [172]. Este efecto sera discutido en la Seccion 4.2.2.

4.2.2. Morfologia superficial

4.2.2.1. Tratamiento con plasma de oxigeno

La Figura 4.10a presenta la imagen de microscopia electrénica correspondiente a
la superficie de la pelicula de PDMS sin tratamiento, donde una superficie lisa fue

observada, es decir, el material presenta una rugosidad superficial baja.

Las Figuras 4.10b-f, presenta micrografias SEM de las superficies de PDMS
modificadas. Una comparacién de las imagenes muestra como la exposicion al

plasma de oxigeno dio lugar a cambios en la superficie, a través de la formacion
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aleatoria de ranuras superficiales, los cuales indican la oxidacion de la superficie del

polimero.

28Ky Y T z a7 5 2B B AUEE SET

Figura 4.10 Imagenes de SEM de (a) la superficie del PDMS sin modificar e imagenes de la superficie
del PDMS madificado con oxigeno, (b) tratamiento de 40 W y 5 min, (c) tratamiento de 40 W y 15
min, (d) tratamiento de 80 W y 10 min, (e) tratamiento de 120 W y 5 min, (f) tratamiento de 120 Wy

15 min.

En la Figura 4.10f, se observa claramente que peliculas de PDMS tratadas con 120

W y 15 min mostraron ranuras bien definidas y con mayor amplitud, en comparacion
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con las superficies de peliculas de PDMS tratadas con potencias de RF bajas y
tiempos de tratamiento mas cortos, las cuales exhibieron ranuras mas delgadas y
menos definidas. De manera que, potencias de RF bajas y tiempos cortos de
tratamiento condujeron a superficies con baja rugosidad, mientras que el aumento
de la potencia de RF y un tiempo prolongado de exposicion, incrementé la rugosidad
de la superficie [173-175].

Las morfologias de las superficies también se observaron por medio de imagenes
de microscopia de fuerza atémica. La Figura 4.11b, que corresponde a la superficie
del PDMS tratado a potencias bajas y tiempos cortos, exhibié superficies lisas, en
contraste con la Figura 4.11f, una superficie de PDMS expuesta a potencias mas
altas y tiempos largos de tratamiento la cual presentdé una mayor rugosidad debido
a la formacioén de ranuras. La cuantificacion de la rugosidad superficial (Rrwvs) y la
medicion de la superficie envolvente, se estimé para los distintos tratamientos, a
partir de las imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atdmica. Estos valores

son presentados en la Tabla 4.4.

El valor de la raiz media cuadratica (RMS) de la rugosidad de las muestras
expuestas a bajas potencias y tiempos cortos (25.1 = 4.8 nm), fue menor al de las
muestras expuestas a mayor potencia y tiempos mas largos de tratamiento (132.2
+ 5.0 nm). Para muestras tratadas a potencias altas y tiempos largos, la superficie
envolvente fue también mayor. Un valor de superficie envolvente alto en muestras
expuestas a potencias altas y tiempos largos fue causado por una mayor rugosidad
en la superficie. Se observé que tanto la rugosidad y la relacion del area superficial
(definida como la fraccion de la verdadera superficie, es decir la superficie
envolvente dividida por las dimensiones de exploracion), se maximizé a potencias

altas y tiempos mas largos de tratamiento.

Las ranuras generadas en la superficie son el resultado de la liberacion de un
exceso de energia de deformacion en respuesta a un esfuerzo aplicado sobre una
fina capa rigida formada sobre la capa soporte de PDMS (indicativo de una capa

oxidada de SiOx, en la cual los grupos metilo del PDMS han sido sustituidos con
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atomos de oxigeno). Esto significa que esas ranuras son el resultado de una
diferencia de elasticidad entre la parte interna del PDMS (bulk) y la capa oxidada
[176].
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Figura 4.11 Topografia AFM del PDMS. (a) sin tratamiento, (b-c) 40 y 120 W/ tratamiento
de 5 minutos, (d) 80 W / tratamiento de 10 minutos, (e-f) 40 y 120 W / tratamiento de 15 minutos
(plasma de oxigeno).

Tabla 4.4 Valores de rugosidad (RMS) y superficie envolvente del PDMS
tratado por plasma de oxigeno.

Tratamientos RMS (r::gg&dad D.E. envoslsgﬁgcﬁmz) D.E.

ow 16.7 9.3 2500.8 0.9

40 W /5 min 25.1 4.8 2502.8 0.6

40 W/ 15 min 78.2 6.4 2508.8 0.5
80 W /10 min 104.0 4.4 2512.2 0.6
120 W /5 min 62.8 4.1 2507.4 0.3
120 W/ 15 min 132.2 5.0 2520.6 0.3

* D.E. Desviacion estandar
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Con el fin de correlacionar hidrofilicidad con la rugosidad de la superficie, la Figura
4.12 (a-b) muestra las variaciones del angulo de contacto y la rugosidad RMS. Los
resultados indicaron que para las peliculas expuestas a tiempos cortos (Figura
4.12a) y las peliculas expuestas a tiempos mas largos (Figura 4.12b), el incremento
de la rugosidad reduce los angulos de contacto. Se observa que la mojabilidad del
PDMS es causada de manera importante por un aumento muy grande en la
rugosidad de la superficie (también visto por SEM y AFM como un aumento en la
formacién de ranuras), inducida por un bombardeo de iones de oxigeno.
Adicionalmente, la unidad repetitiva del PDMS, -OSi(CHs)2-, o hace una superficie
hidrofoba y posteriormente al tratamiento con plasma de oxigeno, los grupos metilo,
SiCHs, son eliminados, formandose probablemente, una capa de silice hidréfila,
SiOx o SIOH. Por otra parte, la rugosidad de la superficie implica una mayor area
superficial lo que conduce a un incremento del area superficial total y como
resultado una reduccion del valor del angulo de contacto. Sin embargo, es dificil de
separar el efecto de la rugosidad en la superficie y los grupos funcionales

superficiales en la medicion de los angulos de contacto.
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Figura 4.12 Valores de angulo de contacto y rugosidad como funcion de la potencia y
tiempo de tratamiento de: (a) 5 min y (b) 15 min (plasma de oxigeno).

De los resultados anteriores se puede observar que la rugosidad de la superficie en

el PDMS cambia con la exposicion al tratamiento con plasma de oxigeno [41]. Dado
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que la rugosidad de la superficie se observé en ambos, tratados y no tratados
PDMS, las diferencias en la morfologia de la superficie por si sola no pueden
explicar la mejora en las propiedades de mojabilidad de las superficies de los PDMS
modificados [16]. Con el fin de investigar el efecto de los tratamientos de plasma en
las modificaciones quimicas de la superficie, grupos funcionales en la superficie del
PDMS tratado con plasma se analizaron mediante espectroscopia infrarroja,

discutida en la Seccién 4.2.3.

4.2.2.2. Tratamiento con plasma de nitrégeno

Desde el punto de vista morfolégico general, no hay diferencias entre el tipo de
plasma utilizado para el tratamiento de la superficie del PDMS. El tratamiento con
plasma generado con nitrdgeno también produjo texturas ranuradas sobre las
superficies. Las diferencias se observan en el grado de rugosidad causado en la

superficie debido a las condiciones del tratamiento.

La Figura 4.13a muestra la micrografia de la pelicula de PDMS sin tratamiento.
Como ya se discutié anteriormente, en ella se observa que el material presentd una

rugosidad superficial baja.

Analogo al tratamiento con oxigeno, las Figura 4.13b, tratamiento de baja potencia

y corto tiempo, present6 la menor formacién de ranuras en la superficie del PDMS.

El PDMS tratado a potencias altas y tiempos mas largos de tratamiento presentaron
un mayor numero de ranuras sobre la superficie, las cuales fueron mas definidas
que las obtenidas a condiciones menores. De la misma manera que para el
tratamiento de plasma de oxigeno, tiempos cortos de exposicion condujeron a
superficies con baja rugosidad, mientras que tiempos prolongados las superficies
exhibieron estructuras mas rugosas. Sin embargo, y en concordancia con las
mediciones de angulo de contacto, el tratamiento con plasma de oxigeno produjo
una mayor rugosidad superficial del PDMS, favoreciendo con esto los posibles sitios

de anclaje para la union de la biomolécula de colageno.
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Figura 4.13 Imagenes de SEM de (a) la superficie del PDMS sin modificar e imadgenes de la superficie
del PDMS modificado con nitrégeno, (b) tratamiento de 40 W y 5 min, (c) tratamiento de 40 Wy 15
min, (d) tratamiento de 80 W y 10 min, (e) tratamiento de 120 W y 5 min, (f) tratamiento de 120 Wy

15 min.

La técnica de microscopia de fuerza atomica (AFM) es util, no sélo en una forma
cualitativa, sino también para la determinacion cuantitativa, ya que permite una
representacion 3D de la superficie tratada y cuantifica los efectos del tratamiento de
plasma mediante el calculo de la rugosidad superficial (rugosidad cuadréatica media
RMS). En una forma cuantitativa, podemos confirmar el aumento de rugosidad de

la superficie a medida que aumenta la potencia y el tiempo de exposicion.
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La Figura 4.14(a-f) presenta imagenes AFM de superficies del PDMS sin modificar
y modificado con plasma de nitrégeno. Los perfiles de rugosidad para los diferentes
tratamientos muestran claramente este ligero aumento de la rugosidad de la
superficie que fue significativo para tiempos de exposicion largos, como se puede

observar en la Figura 4.14f.

Los valores de rugosidad (Rrms) y la medicion de la superficie envolvente se
presentan en la Tabla 4.5. El valor de RMS para el PDMS sin tratar se encuentra
cercano a los 5.8 nm. Este valor se incrementé hasta valores de 83.4 nm cuando la
potencia y el tiempo de exposicion fueron las condiciones mas altas de tratamiento
de plasma de nitrogeno. El mismo caso es observado para la relacion del area
superficial, la cual se maximizé a potencias altas y tiempos mas largos de

tratamiento.
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Figura 4.14 Topografia AFM del PDMS. (a) sin tratamiento, (b-c) 40 y 120 W/ tratamiento
de 5 minutos, (d) 80 W / tratamiento de 10 minutos, (e-f) 40 y 120 W / tratamiento de 15 minutos
(plasma de nitrégeno).
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Tabla 4.5 Valores de rugosidad (RMS) y superficie envolvente del PDMS
tratado por plasma de nitrégeno.

Tratamientos RMS (r::r%(;S'dad D.E. envill\J/ Fé?]rtfelc(lﬁmz) D.E.

ow 5.8 7.5 2500.3 0.3

40 W /5 min 154 5.8 2500.9 0.8

40 W/ 15 min 42.6 2.3 2506.2 0.5
80 W/ 10 min 52.4 9.8 2507.0 1.0
120 W/ 5 min 53.8 9.3 2507.2 0.1
120 W/ 15 min 83.4 4.0 2511.3 0.6

* D.E. Desviacion estandar

En la Figura 4.15(a-b) representa la correlacion entre hidrofilicidad y la rugosidad de
la superficie. Se observd que tanto para tiempos cortos como para tiempos largos
de exposicion al tratamiento de plasma, el incremento de la rugosidad redujo los
angulos de contacto. La mojabilidad del PDMS es causada de manera importante

por un incremento en la rugosidad de la superficie.
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Figura 4.15 Valores de angulo de contacto y rugosidad como funcion de la potencia y
tiempo de tratamiento de: (a) 5 min y (b) 15 min (plasma de nitrégeno).
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El plasma de nitrégeno no es tan agresivo como los plasmas oxidantes pero la
accion de algunas especies presentes en el plasma promueve la escision de las
cadenas del PDMS, y ésto podria conducir a la formacién de ranuras, promoviendo
asi los cambios en la rugosidad de la superficie, que en la mayoria de los casos,

contribuye positivamente a un aumento de la mojabilidad [177].

Como ya mencioné anteriormente, la hidrofilia en el PDMS no es permanente; sin
embargo no toda la mejora en la mojabilidad se pierde durante el proceso de
envejecimiento. Esto es debido, en parte, al hecho de que la funcionalizacién de la
superficie no es el Unico mecanismo de actuacion del plasma; parte del material
también sera removido [178]. Este hecho es en gran medida responsable de cierta
modificacion de la superficie (por lo general un aumento de rugosidad) que
contribuye a mejorar las propiedades de hidrofilia de las peliculas tratadas con
plasma. Los cambios en la topografia causados por la formacion de ranuras no son
tan sensibles al proceso de envejecimiento como los grupos polares introducidos en

la superficie del material [177].

4.2.2.3. Tratamiento con plasma de argén

La morfologia de las superficies no tratadas y tratadas con plasma de argon se
analizé por microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia de fuerza
atomica (AFM). En ambos casos, cambios en la superficie del PDMS tratado con

plasma de argon (cambios de rugosidad) fueron observados.

El PDMS no tratado mostré una superficie suave y sin la formacién de ranuras
(Figuras 4.16a), a diferencia de las diferentes peliculas tratadas con plasma de
argon, en las cuales la formacion de surcos fueron detectados. En la Figura 4.16(b-
f), se muestran las imagenes SEM de las superficies de PDMS modificadas por
plasma de argén. La comparacion de las imagenes muestra cémo la exposicién al
plasma de argon derivd en un cambio superficial, formandose hendiduras definidas

en su superficie. De igual manera que en los tratamientos de plasma de Oz y N2,
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tiempos cortos de exposicion condujeron a superficies con menor rugosidad,
mientras que en tiempos prolongados, las superficies exhibieron estructuras mas

rugosas.

XS8E  S8Hm

Figura 4.16 Imagenes de SEM de (a) la superficie del PDMS sin modificar e imagenes de la superficie
del PDMS modificado con argon, (b) tratamiento de 40 W y 5 min, (c) tratamiento de 40 W y 15 min,
(d) tratamiento de 80 W y 10 min, (e) tratamiento de 120 W y 5 min, (f) tratamiento de 120 W y 15

min.

En la Figura 4.17 se muestran imagenes de AFM. La figura 4.17a, que corresponde

a la muestra de PDMS sin tratamiento, presenté una superficie lisa con baja
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rugosidad mientras que las muestras tratadas, Figura 4.17(b-f), presentan una
mayor rugosidad consecuencia de la formacion de ranuras en su superficie. Esta
tendencia a la rugosidad como una funcion del tratamiento es similar a los

tratamientos con oxigeno y nitrégeno.
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Figura 4.17 Topografia AFM del PDMS. (a) sin tratamiento (b-c) 40 y 120 W/ tratamiento
de 5 minutos (d) 80 W / tratamiento de 10 minutos, (e-f) 40 y 120 W / tratamiento de 15 minutos
(plasma de argén).

Para muestras tratadas a potencias superiores y tiempos mas largos, el area total
envolvente también fue mayor. El area total envolvente para muestras expuestas a
potencias altas y tiempos mas largos fue causada por una mayor rugosidad en la
superficie. Se observé que tanto la rugosidad como el area total envolvente, se

maximiza a potencias y tiempos mas largos de tratamiento.

La cuantificacion de la rugosidad (RMS) y el area total envolvente se presentan en
la Tabla 4.6. Los valores medidos para muestras expuestas a potencias bajas y

tiempos cortos son menores que la de las muestras expuestas a mayor potencia y
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tiempos mas largos. Los valores de rugosidad obtenidos para este tratamiento son
mayores a los previamente reportados para el tratamiento de plasma de oxigeno y
nitrdgeno. El incremento de la rugosidad condujo a un aumento del area superficial

resultando en una mayor formacion de ranuras superficiales.

El inicio de la formacion de ranuras en el material, es una funcion del gas de plasma
utilizado, la potencia de RF, la presion dentro del reactor y el tiempo de tratamiento.
Estudios han demostrado el nivel de RF necesario para observar el inicio de la
formacion de hendiduras sobre la superficie de un PDMS, en los cuales se
compararon cuatro gases de plasma (Ar, O2, N2 y He), y mantuvieron contantes el
tiempo y la presion del tratamiento. Los resultados evidenciaron que el argon
proporciond el tratamiento de plasma mas intenso, requiriendo sélo 5 W para la
formacion de las hendiduras, en segundo lugar el oxigeno necesité 25 W para la
formacion de éstas, nitrégeno 100 W y el helio, el tratamiento de menor intensidad

requiriendo 375 W para iniciar con el ranurado de la superficie del material [169].

Tabla 4.6 Valores de rugosidad (RMS) y superficie envolvente del PDMS
tratado por plasma de argén.

Tratamientos RMS (rrl:g;&dad D.E. envill:/ F;iftgc('ﬁmz) D.E.

ow 11.1 3.2 2500.8 um? 0.8

40 W /5 min 34.5 7.1 2504.1 pm? 0.7

40 W/ 15 min 82.2 4.4 2510.3 um? 0.5
80 W/ 10 min 118.9 6.2 2515.7 pm? 0.9
120 W /5 min 73.3 3.7 2508.1 um? 0.8
120 W/ 15 min 146.4 6.5 2523.4 pm? 0.2

* D.E. Desviacion estandar

Por los valores de rugosidad obtenidos para las muestras tratadas con plasma de
argoén (Tabla 4.6), y por lo reportado en la literatura, es evidente que el argén
proporciona el tratamiento mas poderoso para cambiar la rugosidad de la superficie,

mientras que el nitrdgeno proporciono el menor [179].
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Las muestras tratadas por plasma de oxigeno presentaron estructuras que son mas
definidas, con ranuras de mayor amplitud que las tratadas con plasma de nitrégeno
y argon. Esto podria atribuirse a la naturaleza altamente oxidante del plasma de
oxigeno [180]. Sin embargo, dado que el argdn es un gas inerte, su plasma no puede
ser utilizado para introducir nuevos grupos funcionales a la superficie del PDMS,
aungue pueden ocurrir la modificacion y la reorganizacion de los grupos quimicos
gue ya estan presentes en la superficie. Esto incluye la posibilidad de romper viejos
y formar nuevos enlaces mediante procesos de escision de cadenas que tienen
lugar en la superficie del polimero, resultado del ranurado de la superficie del PDMS
[181-183].

Los analisis de la topografia superficial realizada por AFM en los niveles axiales de
potencia y tiempo de tratamiento estdn en una adecuada concordancia con lo
obtenido a partir de SEM. La correlacidon entre la hidrofilicidad y la rugosidad de la
superficie se presenta en la Figura 4.18(a-b), donde se confirma, que el tiempo de
tratamiento tiene un efecto significante en el incremento de la rugosidad, y al mismo

tiempo sobre la reduccion del valor de los angulos de contacto.
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Figura 4.18 Valores de angulo de contacto y rugosidad como funcion de la potencia y
tiempo de tratamiento de: (a) 5 min y (b) 15 min (plasma de argon).
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4.2.3. Quimica de la superficie
4.2.3.1. Tratamiento con plasma de oxigeno

La Figura 4.19(a-f) presenta los espectros FTIR del PDMS sin modificar y el de los
diferentes tratamientos de plasma de oxigeno al que fue sometido. EI PDMS sin
tratamiento (figura 4.19a), presenta las bandas de las vibraciones de tension
asimétrica y simétrica del enlace C-H del grupo metilo; estas sefiales aparecen a
frecuencias mas bajas que en los hidrocarburos, a 2900 y 2960 cm™. La débil
intensidad de la banda de tension asimétrica se debe a la baja concentracion de
grupos CHs existentes en la molécula. Las fuertes bandas en la region 1000-1100
cm™ se deben a la vibracion de tension del enlace Si-O en Si-O-Siy en Si-O-C. La
vibracion del enlace Si-O en la cadena lineal aparece aproximadamente a 1050 cm-
1, Cuando se incrementa el peso molecular esta banda se ensancha gradualmente
y ocupa la regién 1000-1110 cm™. Las bandas situadas a 1250 y 1412 cm
respectivamente, se asocian al grupo Si-(CHzs)z2 y se deben al modo de vibracion de
la deformacién del metilo unido al silicio. Finalmente, las multiples bandas entre 650-
860 cm! son debidas a vibraciones de balanceo (rocking) del grupo metilo alrededor

del enlace Si-C y a los modos de vibracion de tension del enlace Si-C [184, 185].

Las Figuras 4.19(b-f) presenta los espectros FTIR de los PDMS tratados por plasma
de oxigeno. Las principales sefales correspondieron a la secuencias del PDMS sin
tratamiento: Si-O (1100-1000 cm™), Si-C (860-650 cm™). Adicionalmente, se puede
observar que al incrementarse la potencia y el tiempo del tratamiento de plasma,
condujo a la aparicion de una sefial ancha alrededor de 3000-3700 cm?,
correspondiente a la presencia del grupos hidroxilos en la superficie del PDMS.
Aunado a esto, la aparicion de la sefial a 1640 cm™ corresponde a vibraciones de
flexion OH. Por lo tanto, se sugiere que radicales libres del oxigeno reaccionaron
con los grupos metilo unidos al silicio (Si-CHs), sustituyéndolos y formando grupos
silanol (Si-OH).

Simultaneamente, la sefial a 1250 cm™ correspondiente a la unién Si-CHs
disminuye. Sin embargo, es bien sabido que los radicales de oxigeno en el aire son
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Abundancia (%)

Abundancia (%)

inestables y los grupos silanol estdn migrando dentro (bulk) del polimero y

condensandose para reducir la energia libre superficial. Por lo tanto, la superficie

oxidada de PDMS regresa a su estado de hidrofobicidad en corto tiempo [186, 187].

La comparacion de los espectros FTIR corrobora la influencia de la potencia y

tiempo en la estructura quimica del material. Por lo tanto, y de acuerdo con las

mediciones de é&ngulo de contacto, los resultados de FTIR indicaron que la

activacion de la superficie con plasma de oxigeno a potencias altas y tiempos largos,
aumentan la hidrofilia en la superficie del PDMS.
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Figura 4.19 Espectros FTIR del PDMS para diferentes tratamientos de plasma de oxigeno (a)
PDMS sin madificar, (b) 40 W/5 min, (c) 120 W/5 min, (d) 80 W/10 min, (e) 40 W/15 miny
(f) 120 W/15 min.

4.2.3.2. Tratamiento con plasma de nitrégeno

Las bandas de absorcion FTIR de las superficies de PDMS antes
y después del tratamiento por plasma de nitrdgeno se muestran en la Figura 4.20(a-
f). Las principales sefiales correspondieron a la secuencias del PDMS sin
tratamiento: CHs (2900-2960 cm) Si-O (1100-1000 cm), Si-C (860-650 cm™). A
diferencia del tratamiento de plasma de oxigeno, donde se pudo observar
claramente que el incremento de la potencia y el tiempo del tratamiento de plasma
condujo a la aparicién de la sefial de 3000-3700 cm™ correspondiente a la presencia
del grupos hidroxilos, en el tratamiento con plasma de nitrdgeno esos cambios no
son tan evidentes; sin embargo, los cambios observados son predominantes el
aumento de la intensidad de la banda 1800 cm™ y la formacién de una nueva banda
a 2158 cm™ (Figura 4.21). Mientras que la banda a 1800 cm-! es indicativa de
especies del tipo carbonilo formados a partir de la oxidacion de la superficie, la
banda de 2158 cm no puede ser asignada a productos de oxidacion simples. La
literatura sugiere que esta banda puede atribuirse al modo de estiramiento -CN
formado por reaccion de los fragmentos de nitrégeno en la superficie de PDMS
[188].
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Otro cambio significante y caracteristico de la implantacién de nitrégeno fue la
deformacion de la banda del siloxano (Si-O) en la regiéon de 1080 cm?, con la fusién

de su banda hermana en 1020 cm™! para conformar una banda ancha con una forma
asimétrica entre 1000 y 1100 cm™ [189, 190].

Como ya se habia sefialado, las superficies de PDMS reaccionan con la exposicién
ala humedad atmosférica para formar enlaces silanol (Si-OH) [189, 190]. En nuestro
caso, lo anterior no fue evidente con el tratamiento con nitrégeno; sin embargo, la
literatura las reporta como una pequefia banda ancha alrededor de 1640 cm*
atribuidos a estiramientos de flexion de grupos -OH y la presencia de una banda
débil alrededor de 3700 cm™* debido al estiramiento —OH del SiOH.
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Figura 4.20 Espectros FTIR del PDMS para diferentes tratamientos de plasma de nitrégeno (a)
PDMS sin modificar, (b) 40 W/5 min, (c) 120 W/5 min, (d) 80 W/10 min, (e) 40 W/15 miny
(f) 120 W/15 min.
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Figura 4.21 Aumento en la intensidad de la banda 1820 cm™

y la formacién de una nueva banda a 2158 cm™.
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4.2.3.3. Tratamiento con plasma de argén

Los espectros FTIR de los PDMS no tratados y tratados por plasma de argon son
presentados en la Figura 4.22(a-f). Las principales sefiales correspondieron a la
secuencias del PDMS sin tratamiento: CHs (2900-2960 cm™), Si-O (1100-1000 cm-
1), Si-C (860-650 cm™). A diferencia del tratamiento con plasma de oxigeno y
nitrogeno, donde se pudo observar que al incrementarse la potencia y tiempo del
tratamiento de plasma se produce la aparicion de la sefial de 3000-3700 cm™
correspondiente a la presencia del grupos hidroxilos y la sefial de 2158 cm™* que
corresponde al grupo nitrilo respectivamente, el tratamiento con plasma de argén
no mostro sefiales evidentes que correspondan a algun grupo funcional inducido

por el tratamiento.

La introduccion de grupos funcionales nuevos, puedo ocurrir si los grupos reactivos
del tratamiento con plasma se mantienen en la superficie, y reaccionan cuando la
superficie se expone al aire del ambiente, vapor de agua (que es muy dificil de
eliminar por bombeo), oxigeno retenido en el propio polimero o cualquier otra
atmosfera de gas. Algunos trabajos reportan bandas que aparecen después de la
modificacion con plasma de argén, las cuales son de baja intensidad y estrechas
[191, 192]. Este efecto se relaciona con lo ya mencionado, el mecanismo de
modificacion. En el plasma de argon, las nuevas funcionalidades son el resultado
de la reaccion entre los radicales creados en el plasma y los ingredientes de aire
(principalmente oxigeno). Sin embargo, para este trabajo, por espectroscopia de
FTIR no hubo evidencia de la formacion de estas especies o su concentracion es

tan baja que se encuentra fuera de los limites de deteccion del equipo.
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Figura 4.22 Espectros FTIR del PDMS para diferentes tratamientos de plasma de argén (a) PDMS
sin modificar, (b) 40 W/5 min, (c) 120 W/5 min, (d) 80 W/10 min, (e) 40 W/15 miny
(f) 120 W/15 min.
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4.3. Preparacion y caracterizacion del material compuesto PDMS-colageno

4.3.1. Condiciones Optimas de proceso

Las superficies de respuesta y graficas de contorno de los tres distintos tratamientos
y Sus interacciones se presentaron en las Figuras 4.7-4.9. La observacion de estas
imagenes fue de gran importancia para identificar las condiciones Optimas con la
méxima respuesta, para los diferentes niveles, de los factores ensayados en el
disefio de experimentos. La respuesta Optima es referida a la superficie confinada
en la curva concéntrica mas pequefia del grafico de contorno. A partir de esto y a
pesar de que los tratamientos de plasma incrementaron la rugosidad superficial de
las peliculas de PDMS, es mucho mas deseable la presencia de grupos funcionales
para lograr una eficiente y estable adhesion entre el PDMS y colageno. A partir de
este sefialamiento, las condiciones éptimas de proceso elegidas para la preparacion
del material compuesto fueron: potencias cercanas al punto central (80W) y tiempos
de tratamiento largos, entre trece y quince minutos de tratamiento. Bajo estas
condiciones y de acuerdo con las predicciones del modelo, se pueden lograr los

valores minimos de angulo de contacto.

Para determinar si el tratamiento de plasma condujo a una mayor fuerza adhesiva
entre las capas del material compuesto, obtenido de acuerdo a las condiciones
Optimas de cada uno de los tratamientos, un ensayo de pelado se llevo a cabo y los

resultados son discutidos en la Seccion 4.3.4.

4.3.2 Morfologia de la seccidén transversal

La Figura 4.23 muestra la imagen SEM de la seccién transversal del material
compuesto PDMS-colageno, preparado posteriormente al tratamiento del PDMS
con plasma de oxigeno. La capa superior corresponde al colageno, con un espesor
de alrededor de 10-20 micras, mientras que la capa inferior al PDMS tratado con
plasma con espesor de 0.8 mm aproximadamente. Esta micrografia también revela

la interface entre ambas capas.
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Figura 4.23 Imagen de SEM de la seccion transversal del material compuesto PDMS-colageno.

4.3.3. Propiedades mecanicas a tension

El ensayo de tensiéon para el PDMS no tratado, mostré una respuesta elastica lineal
hasta un valor de esfuerzo de tension maximo de c™* = 0.9 £ 0.1 MPa y fallando el
material a una deformacion de €M = 44.2 + 5.4%. A partir de la curva esfuerzo-
deformacion (Figura 4.24a), se calculé el modulo elastico el cual fue de E = 2.0 +
0.1 MPa. Estos valores no se pueden comparar directamente con las reportados en
la ficha técnica del fabricante (modulo elastico de 7.1 MPa), ya que no se especifican
el tiempo y la temperatura de curado. Ademas, las propiedades mecanicas de un
PDMS entrecruzado, bajo condiciones de preparacion bien definidas (relacion de
mezcla, tiempo y temperatura de curado, espesor, etc.) no siempre se reportan, pero

se encuentra entre 1y 9 MPa [193].

Las propiedades mecéanicas de los PDMS tratados (Figura 4.24b), y del material

compuesto PDMS-colageno (Figura 4.24c), no cambiaron significativamente
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mostrando un minimo incremento. Para el caso de los PDMS tratados, el tratamiento
con plasma sélo modifico su superficie (menor a una micra de espesor), y las
propiedades en masa del material no son afectados [194]. Para el caso del material
compuesto, se observd un ligero aumento en el médulo elastico, atribuido al
incremento del espesor por la pelicula de colageno adherida al PDMS. Sin embargo,

el cambio no fue estadisticamente significativo.

Un resumen de las propiedades mecanicas a tension del PDMS no tratado, PDMS
tratado con plasma (80 W, 13 min) y el material compuesto se enumeran en la Tabla
4.7.

Tabla 4.7 Propiedades mecénicas a tension del PDMS sin modificar, modificado con plasma de
oxigeno y material compuesto PDMS-colageno

Pelicul E (MPa) o (MPa) EME (%)
elicula
Promedio D.E. Promedio D.E. Promedio D.E.
PDMS 2.0 0.1 0.9 0.1 44.2 54
PDMS tratada 2.3 0.2 0.9 0.1 55.0 7.2
PDMS/Colageno 25 0.6 1.0 0.1 56.5 8.0
1.25 PDMS sin tratamiento
— PDMS tratado
—— PDMS / Colageno
1.00 ﬂ /
/(_-5\ i
[l
= 0.75-
o
N
g
"‘<7, 0.50
L
0.25
) b
00 ————F—FFT—FT——T1— |(a) T ()I (C) 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Deformacion (%)

Figura 4.24 Curvas esfuerzo-deformacion del (a) PDMS sin tratamiento, (b) PDMS tratado y

(c) material compuesto PDMS-colageno.
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4.3.4. Resultados del ensayo de pelado

4.3.4.1. Tratamiento con plasma de oxigeno

Un ensayo de adhesién particularmente simple para peliculas delgadas es la prueba
de pelado en T. Este método esta destinado principalmente para determinar la

resistencia relativa al pelado de uniones adhesivas entre adherentes flexibles.

La grafica de resistencia contra el desplazamiento durante la prueba de adherencia
al pelado en "T" del material compuesto PDMS-colageno obtenido por tratamiento
de plasma de oxigeno, se muestra en la Figura 4.25. Los resultados obtenidos
mostraron un aumento de la resistencia de pelado en el material compuesto
después del tratamiento de plasma (80 W, 13 min), al PDMS. Los datos indicaron
que la resistencia de pelado promedio se incrementd mas de 3 veces, es decir, a
partir de 0.03 £ 0.002 N/mm para la muestra no tratada hasta 0.1 £ 0.003 N/mm
para la muestra tratada. La medicién reportada es la resistencia promedio del pelado
de unos pocos milimetros dividida por la anchura de la muestra. El valor reportado
fue de "0.1 N por mm". Esto significa que una muestra de longitud de 45 mm habria
registrado una resistencia al pelado promedio de 4.5 N. Esta es una medida lineal

por lo que tedricamente 100 mm de longitud registrarian 10 N de resistencia.

La Figura 4.25 muestra también la evolucion de la resistencia por la celda de carga
durante la evolucion del ensayo. El desprendimiento de las peliculas tratadas y no
tratadas, mostré un avance estable y progresivo a lo largo de la interface, lo que
resultd en el colapso total de la muestra. Esto indica que se produjo un fallo de

cohesién en el material antes de que hubiera fallo adhesivo [195].

El aumento de la resistencia al pelado se explica por la formacién de grupos
funcionales después del tratamiento de plasma que contribuy6 al mejoramiento de
las interacciones quimicas entre el PDMS y la superficie de colageno. Ademas,
también debe considerarse que el aumento de la rugosidad juega un papel
importante en la mejora de la adherencia de la capa de colageno a la superficie de

PDMS altamente rugosa.
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Figura 4.25 Resistencia normalizada vs desplazamiento durante el ensayo de pelado en T del

material compuesto PDMS/colageno (tratamiento con plasma de oxigeno).

El efecto de la rugosidad superficial sobre la resistencia de pelado de biomoléculas
en superficies de polimero ha sido estudiado anteriormente; aunque la relacién entre
las mediciones cuantitativas de la rugosidad, angulo de contacto y la resistencia al
pelado no se ha dado a detalle [196, 197]. Bajo las condiciones de tratamiento de
plasma elegidas de acuerdo a la superficie de respuesta, un aumento observado
entre el valor de la rugosidad superficial (RMS) y la resistencia al pelado también
confirmd la mejora significativa de la adherencia. Una rugosidad superficial de 98.5
+ 3.7 nm causada por el tratamiento con plasma de oxigeno a 80 W durante 13 min
produjo una resistencia al pelado de 0.1 = 0.003 N/mm. Por otro lado, la rugosidad
superficial de 16.7 nm para los PDMS no tratados resulté en un 0.03 + 0.002 N/mm

de resistencia al pelado.

A partir de los resultados combinados de FTIR, mediciones del angulo de contacto,
microscopia de fuerza atébmica y pruebas de pelado, se pudo establecer que la
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resistencia de pelado se incremento ligeramente debido a los efectos quimicos a
baja potencia y tiempos cortos de exposicion. Sin embargo, ésta se incrementé aln
mas cuando una mayor rugosidad en la superficie fue inducida por el aumento de la
potencia y el tiempo de exposicion, debido al area superficial antes mencionada y

los efectos morfoldgicos.

4.3.4.2. Tratamiento con plasma de nitrégeno

La curva tipica resistencia de pelado vs. desplazamiento para el material compuesto
PDMS-colageno obtenido por plasma de nitrégeno se muestra en la Figura 4.26. En
ella se observé una relacion carga-desplazamiento lineal con una tendencia
aproximadamente constante, hasta alcanzar el punto de falla. Dicho de otra forma,
el desprendimiento entre ambas capas comenz6 en el borde en direccidén
longitudinal de la muestra, y luego se propagoé en la interface de forma estable y

progresiva, en proporcion al aumento de la carga de pelado.

Como se esperaba, la resistencia méxima de adherencia del material compuesto,
obtenido por tratamiento del PDMS con plasma de nitrégeno a 80 W y tiempo de 14
min fue mayor que la adherencia para el material compuesto de referencia (PDMS
no tratado), simplemente unido por adhesion mecanica. Los datos indicaron que la
fuerza de pelado promedio se incrementd mas de 2.5 veces, es decir, de 0.03 +
0.002 N/mm para la muestra no tratada hasta 0.08 + 0.002 N/mm para la muestra

tratada.

Este comportamiento se explica por la presencia de grupos funcionales de nitrdgeno
en la superficie que permiten la formacion de diferentes estructuras de redes y un
incremento de la rugosidad superficial de 53.3 + 6.8 nm causada por el tratamiento
con plasma con nitrégeno a 80 W por 14 min, lo que favorecio la union de materiales

y la creacion de una fuerza de cohesion entre ambos.
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Figura 4.26 Resistencia normalizada vs desplazamiento durante el ensayo de pelado en T del

material compuesto PDMS/colageno (tratamiento con plasma de nitdgeno).

La comparacion de los resultados de este ensayo con los del ensayo de pelado del
material tratado por plasma de oxigeno y de acuerdo con los resultados ya
discutidos del angulo de contacto y rugosidad, el material compuesto obtenido por
tratamiento con plasma de oxigeno produce una mayor resistencia adhesiva entre
capas. Esta mejora se puede atribuir primeramente a los grupos funcionales de
oxigeno (hidroxilos), formados en la superficie, los cuales son altamente reactivos,
teniendo potenciales de oxidacion muy altos, sélo por debajo del fldor. En segundo
lugar, la mayor rugosidad obtenida en el tratamiento con oxigeno favorecié la
formacién de un mayor nimero de posibles sitios de anclaje e incrementandose asi,

la unibn mecanica.
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4.3.4.3. Tratamiento con plasma de argdn

En la Figura 4.27 se presenta la curva resistencia-desplazamiento obtenida para el
material compuesto PDMS-colageno preparado por plasma de argébn a 80 Wy 14
min. En ella se observo que la forma de la curva es dependiente del valor de la
resistencia a la cual, la falla fue iniciada. La resistencia se incrementd con el

desplazamiento hasta un valor maximo precedido a la falla de la unién de las capas.

La evaluacion comparativa entre los resultados del ensayo mostré tres veces mas
adherencia para el material compuesto con el PDMS tratado, que la obtenida para
el material compuesto de referencia. La resistencia de pelado promedio fue de 0.09

+ 0.001 N/mm para la muestra tratada.

Ya que el tratamiento de plasma con argdén no introduce por si solo grupos
funcionales en la superficie, un mecanismo de adhesion que debe tenerse en cuenta
es el anclaje mecanico, que para el caso del tratamiento del PDMS con plasma de
argoén es por mucho el mecanismo dominante. Esto supone que el responsable de
la adherencia intrinseca es el anclaje del colageno en las irregularidades de la
superficie del PDMS. La topografia de la superficie del PDMS tratado con plasma
de argon creo una estructura que permitio al colageno practicamente penetrar sobre
los surcos superficiales, formando con ello una regién interfacial muy fuerte. Por lo
que se pudo demostrar que el tratamiento de plasma con argén aumento la

resistencia de la union a través del anclaje permitido.

La rugosidad del PDMS tratado con plasma de argén tiende a un valor de alrededor
de 124.9 + 6.1 nm; sin embargo, con un valor de rugosidad de 98.5 + 3.7 nm, el
PDMS tratado con plasma de oxigeno, produjo una mayor resistencia adhesiva
entre capas, favorecida por los grupos funcionales formados en la superficie. Como
ya se menciond, dado que el argén es un gas inerte, su plasma por si s6lo no puede
introducir nuevos grupos funcionales a la superficie del PDMS. Por lo tanto, la mayor

resistencia adhesiva en el material compuesto obtenido por tratamiento de plasma
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con oxigeno es resultado de las interacciones quimicas formadas entre la superficie

funcionalizada del PDMS vy los grupos funcionales del colageno.

De estos resultados, se puede concluir que la rugosidad es muy importante pero el

efecto quimico de los grupos funcionales es predominante.

| Sin tratamiento
0.10+ Tratamiento

Resistencia (N/mm)

Desplazamiento (mm)

Figura 4.27 Resistencia normalizada vs desplazamiento durante el ensayo de pelado en T del

material compuesto PDMS/colageno (tratamiento con plasma de argon).

4.3.5. Esquema propuesto de las interacciones del PDMS modificado por
plasma de oxigeno y nitrégeno con el colageno

El uso de plasma en modificaciones superficiales del PDMS es ampliamente
aceptado, pero a pesar de esto, la quimica de la superficie no es clara todavia.
Basado en la literatura reportada, una propuesta de lo que ocurre en la superficie
del PDMS, con el tratamiento con oxigeno, es la eliminacién de grupos metilo (CHz),
para posteriormente dar lugar a la formacion de grupos funcionales hidroxilo (OH) y
carboxilos (COOH). Radicales libres (O’), pueden producirse y luego convertirse en
peréxidos (O-0) [186, 187].
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En el caso del tratamiento con nitrégeno, grupos amino (NH) y/o nitrilo (CN) pueden
ser formados [185, 188]. Estos nuevos grupos quimicos son los responsables de

interaccionar con el colageno con el fin de formar un material compuesto estable.

Una propuesta del mecanismo de reaccion para la obtencién del material compuesto
consiste de una primera etapa (Figura 4.28), donde se llevo a cabo la activaciéon de
la superficie del PDMS, formando los grupos funcionales que permitieron la
adhesion interfacial con el colageno en una segunda etapa de reaccion (Figura
4.29). El colageno tiene una estructura que consta de tres cadenas polipeptidicas
enrolladas en forma levogira las cuales se estabilizan por la formacién de enlaces

de hidrégeno altamente ordenados [198, 199].

Por lo tanto, la segunda etapa consiste en la formacion de nuevos enlaces de
hidrogeno entre los grupos hidroxilo, aminos y grupos carbonilo del propio colageno
con los grupos hidroxilo y carbonilo presentes en el PDMS activado con plasma de
oxigeno (Figura 4.29), o los grupos amino y nitrilo presentes en la superficie del
PDMS activado con plasma de nitrogeno (Figuras 4.30 y 4.31). Estos nuevos
enlaces formados se suman a la estabilizacion tanto de la conformacion molecular
como las interacciones de la triple hélice del coladgeno y al mismo tiempo permiten
la unién quimica entre el PDMS vy el colageno para la obtencion del material

compuesto.

| CH, | OH =

c o, CooH Colageno E

3 “Plasma HFIP B

| CH, o =
PDMS PDMSModificado Materialbicape

Figura 4.28 Propuesta de reaccion para la activacién de la superficie del PDMS mediante plasma de
oxigeno.
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Figura 4.29 Patrones de formacién de puentes de hidrégeno colageno - PDMS. (a) puentes de
hidrégeno amina — carboxilo, (b) puentes de hidrégeno carbonilo — hidroxilo, (c) puentes de

hidrégeno hidroxilo — hidroxilo y (d) formacion simultanea de puentes de hidrogeno.
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Figura 4.30 Propuesta de reaccion para la activacién de la superficie del PDMS mediante plasma de
nitrégeno.
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Figura 4.31 Patrones de formacién de puentes de hidrogeno colageno - PDMS. (a) puente de
hidrégeno amina — amina, (b) puente de hidroxilo — nitrilo y (c) formacion simultanea de puentes de

hidrégeno.
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CONCLUSIONES

Este trabajo identific6 una metodologia para la preparacion de un material

compuesto PDMS-colageno, con uso potencial como sustituto para piel.

El PDMS fue tratado con plasmas de oxigeno, nitrégeno y argon, para la activacion
de su superficie. El andlisis del proceso se llevo a cabo mediante la aplicacion de
un disefio factorial, determinando la respuesta maxima por medio de la metodologia

de superficie de respuesta.

El PDMS tratado con plasma de oxigeno, nitrégeno y argobn mostré un aumento
gradual en la rugosidad y mojabilidad de la superficie conforme la potencia y el
tiempo del tratamiento se incrementaron. La caracterizacion por espectroscopia IR
mostré para el PDMS tratado con plasma de oxigeno la presencia de una banda
ancha alrededor de 3000-3700 cm™, la cual corresponde a grupos funcionales del
tipo OH. El PDMS tratado con plasma de nitrdgeno, presentd una banda alrededor
de 2150-2200 cm™ atribuida a la presencia de grupos —CN. Estos grupos fueron
responsables del aumento de la hidrofilicidad y a su vez permitieron las
interacciones quimicas para la preparacion de materiales compuestos PDMS-

colageno.

El incremento de la resistencia al pelado se logré para todos los tratamientos con
plasma, obteniéndose una mayor resistencia para el PDMS tratado con plasma de
oxigeno, atribuida no sélo por la presencia de especies de oxigeno en la superficie
del PDMS, sino también a la rugosidad y mayor area superficial obtenidas por el

tratamiento.

La rugosidad también tiene un efecto determinante en relacion a la resistencia de
pelado, ya que puede conducir al anclaje mecanico entre estos dos materiales muy
diferentes. El reflejo de esto fue el PDMS tratado con plasma argdn, donde se
obtuvieron valores de resistencia al pelado, tres veces mas que el material

compuesto de referencia.
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Como conclusion final, se puede confirmar que el tratamiento con plasma es un
método alternativo y eficaz para modificar la superficie de PDMS quimicamente no
reactivos y para mejorar la adhesion o inmovilizacion de biomoléculas tales como
colageno. De acuerdo a los resultados y al disefio experimental realizado, el mejor
resultado se obtuvo para el tratamiento con plasma de oxigeno a un potencial de 80
Wy tiempo de 13 min.
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PERSPECTIVAS

Los sustitutos de piel actualmente disponibles comercialmente, son eficaces en la
aceleracion de la reparacion de heridas y su uso apropiado puede lograr el cierre
de heridas de dificil cicatrizacion; sin embargo, avances basadas primeramente en
el entendimiento del mecanismo de accién terapéutico de los sustitutos de piel

pudieran conducir a mejoras sustanciales.

De la misma manera, los esfuerzos de los fabricantes para reducir el costo de los
sustitutos de piel podrian cambiar su enfoque de forma dramatica. En lugar de ser
un post-tratamiento cuando otras modalidades han fallado o son propensas a fallar,
la piel de bioingenieria podria utilizarse justificadamente mas temprano en la
evolucion del paciente. El costo menor también podria permitir mdultiples

aplicaciones y, posiblemente, aumentar la eficacia del tratamiento.

Una atencion adicional a los atributos de las heridas cicatrizadas podria ampliar el
atractivo para el uso de piel de bioingenieria; si factores como la estética, la
recurrencia de la herida y el grosor de la cicatriz resultan ser favorablemente

influenciados por su uso.

Se requiere mucho trabajo adicional para definir mejor el papel relativo de las
distintas tecnologias de la herida. En algunos casos, el efecto beneficioso de estos
pueden ser aditivos; esto ha sido reportado, por ejemplo, para la terapia de heridas

basado en células.

Basandose en décadas de avances en la tecnologia de cultivo celular, los sustitutos
de piel celulares representan las modalidades empiricamente y cientificamente mas
modernas del cuidado de heridas. Ciertamente, las mejoras sobre las tecnologias
actuales seguiran apareciendo. Sin embargo, se piensa que el uso actual de los
productos de bioingenieria de la piel es inapropiado ya que estos productos son a
menudo reservados hasta que los pacientes han sufrido el dolor y la no cicatrizacion
durante muchos meses o incluso afios. El advenimiento de métodos sencillos para

la identificaciébn temprana de los pacientes que no sanan correctamente con
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tratamiento de baja tecnologia, mejorara el proceso de seleccion de candidatos para
la piel de bioingenieria y aumentara la popularidad y el costo-efectividad de esta

propuesta.
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