0o

d Posgrado en
A Mcs;!:cr,iqles
CICY poliméricos

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan A. C.

Posgrado en Ciencias de Materiales Poliméricos

“EFICIENCIA DE DIALISIS EN MEMBRANAS DE MEZCLAS POLIMERICAS CON
IMPREGNACION SUPERFICIAL DE COPOLIMEROS FUNCIONALIZADOS”

Tesis que presenta:

I.B. CYNTHIA CAROLINA XI1X RODRIGUEZ

En opcion al titulo de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN MATERIALES POLIMERICOS

Meérida, Yucatan, México, noviembre 2019



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN, A. C.
POSGRADO EN CIENCIAS MATERIALES POLIMERICOS

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis de Cynthia
Carolina Xix Rodriguez titulado “Eficiencia De Dialisis En Membranas De
Mezclas Poliméricas Con Impregnacion Superficial De Copolimeros
Funcionalizados” fue realizado en la Unidad de Materiales, dentro de la linea de
investigacion “Materiales para Aplicaciones especializadas” en el Laboratorio de
Membranas del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. bajo la
direccion de la Dra. Maria Ortencia Gonzalez Diaz y la codireccién del Dr. Manuel
de Jesus Aguilar Vega, perteneciente al Programa de Posgrado en Materiales
Poliméricos de este Centro.

Atentamente

b 222

Dra. Cecilig/Hernéndez Zepeda
DirectOra de Docencia

Mérida, Yucatan, México, a 13 de noviembre de 2019.



AGRADECIMIENTOS

Al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A. C. (CICY), por permitirme realizar mis
estudios de posgrado en la Unidad de Materiales Poliméricos, en especifico en el laboratorio

de membranas.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el financiamiento de la beca
otorgada No. 634826 para realizar mis estudios de posgrado y al proyecto de Ciencia Basica
No. 286973 por el financiamiento parcial del proyecto.

A mi directora de tesis, la Dra. Maria Ortencia Gonzalez Diaz y codirector de tesis, Dr.
Manuel de Jesus Aguilar VVega, por permitirme ser parte de su equipo de trabajo y brindarme
su apoyo profesional durante la realizacién de mi proyecto de tesis.

A mis revisores de tesis Dra. Yamile Pérez Padilla, Dr. Jos¢é Manuel Cervantes Uc, Dr.
Humberto Vazquez Torres y Dra. Nayeli Rodriguez Fuentes por su tiempo para la revision

de la tesis.

A la Dra. Vanessa Martinez Cornejo, por su apoyo en la sintesis del copolimero PAMPS-b-
PMMA.

A los técnicos M.C. Maria Isabel de los Dolores Loria Bastarrachea, por su apoyo en algunas
actividades realizadas en el laboratorio de membranas, al Q.I. Santiago Duarte Aranda y a
Felipe Barredo Pool, por su apoyo técnico en el analisis en SEM. A la Q.l Rossana Faride
Vargas Coronado, por su apoyo en el uso del equipo de UV en el laboratorio de Quimica
Macromolecular. A la Dra. Nayeli Rodriguez Fuentes y la Dra. Teresa Hernandez Sotomayor
por su apoyo en la utilizacion de los equipos UV para la determinacién de proteinas y
lisozima. Se agradece al Laboratorio Nacional de Nano y Biomateriales, Cinvestav-IPN;
financiado por los proyectos FOMIX-Yucatan 2008-108160, CONACYT LAB-2009-01-
123913, 292692, 294643, 188345y 204822, por los analisis de *H-RMN.

Al Dr. Jorge Uribe Calderon por el acceso al uso del equipo de medicion de angulo de

contacto.

Al Dr. Angel de Jesis Montes Luna, por su apoyo en la determinacion de las pruebas de

dialisis.



A mis compafieros del laboratorio y de generacion, por brindarme sus conocimientos y apoyo

profesional y moral durante la realizacion de mi proyecto de tesis.



INDICE

LISTADO DE TABLAS ...ttt ettt et e e e anbae e e e vii
LISTADO DE FIGURAS ...ttt et et ae e viii
RESUMEN ...ttt e et e e et e e e e e bbbt e e e e snbb e e e e s anbbeeeeaas X
ABSTRACT ettt e bbb e e e e bbbt e e e e e e e et b e e e nba e e e e Xii
INTRODUGCCION .....cotaiieiaceeeesee et sse sttt 1
HIPOTESIS ...ttt 3
OBUIETIVOS ...ttt ettt e e e bbbt e e e e bbbt e e e e bbb e e e e enbb e e e e s nntaeeas 4
ODJELIVO GENETAL ...ttt 4
ODJELIVOS BSPECITICOS ... eeiuteetie ettt ettt 4
CAPITULO I. ANTECEDENTES ...ttt 5
1.1.  Membranas en el 4rea METICA ...........coverieriiiiiiiieiie e 5
1.2.  Membranas para QidliSIS..........ccueiiiieiiiie i 5
1.2.1.  PriNCIPIOS FISICOS ..iivviieiiii e i ettt e e e e e 6
1.2.2.  Caracteristicas de las membranas de dialiSis ...........ccccceoiriiniiniiiiiiiccen 8
1.2.3.  Tipos de membranas usadas en didliSiS...........cccccvreiiiieiiiie i 11
1.3, POLI(ACIAO ACtICO) (PLA) . ueiieiiieeeie ettt e e ane e 16
1.5, JUSHIFICACION......eiiiiiiieic e 20
CAPITULO II. MATERIALES Y METODOLOGIA ..ot 22
2.1 MATERIALES . ... 23
2.2. ETAPA 1: SINTESIS DE COPOLIMEROS ........coovivieeeeeeeeees oo 23
2.2.1. Sintesis del macroiniciador PMMA-BI ..o 23
2.2.2. Sintesis de PMMA-D-PHEMA ..o 24
2.2.3. Sintesis de PMMA-D-PDMAEMA ...ttt 25



2.2.4. Sintesis de PAMPS-D-PMMA ... ..ot 26

2.2.5. Caracterizacion de COPOIIMEIOS .........oiieiieiiiie e 26
2.3. ETAPA II: ELABORACION DE MEMBRANAS.........c.ccoiiiieneeeeereveseeiein, 27
2.3.1. Elaboracion de membrana de PLA ........cccooiiiiiiiieie e 27
2.3.2. Elaboracion de las membranas PLA/COPOIIMEr0.........cooveviiieiieiieiieeee 28

2.3.3. Incorporacion superficial de copolimeros funcionalizados en las membranas .. 28

2.3.4. Caracterizacion de MEMDIANAS.........ccueiiaieaieiie e 29
2.4. ETAPA I11: PRUEBAS DE EFICIENCIA DE DIALISIS ....cocoovvveeceeeeeveveeee, 30
2.4.1. Prueba eStatiCa de ProteiNaS. ........ccueiiieriiiiieiie et 30
2.4.2. Prueba de flujo y retencion de proteinas ...........cccceeveeriieniennieiiie e 31
2.4.3. Prueba de dIAlISIS ........cooueiiiiiiiiiiie e 32
CAPITULO I11. RESULTADOS Y DISCUSION .....coeueieieieieieccteteiee e 35
3.1. ETAPA I. SINTESIS DE COPOLIMEROS.........coooovieieieieeeeeesee e 35
3.1.1. Caracterizacion por resonancia Magnética Nuclear de proton (*H-RMN)............ 35
3.1.2. Determinacién de masa molecular (Mn) y dispersidad (D) por GPC................ 40

3.2. ETAPA Il. ELABORACION DE MEMBRANAS ........coooveeieierireeeeeesieeie e 42
3.2.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de membranas .............cccceeevveennen. 42
3.3.2. Hidrofilicidad de 1as membranas............cccccveiiiiiiiiieiieee e 59
3.3. ETAPA I1l. PRUEBAS DE FUNCIONALIDAD. ...t 61
3.3.1. Prueba estatica de Proteinas..........ccceeeiveeeiiueeeiiiee e 61
3.3.2. Prueba de flujo y retencion de proteinas.........cccccvvveiiieeciiee e 64
3.3.3. Prueba de dialisis: eliminacion de urea, lisozima y retencion de BSA................. 68
CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .......cccoceveveveverevceieieinns 75
4.1. CONCLUSIONES ...t e et 75



4.2. RECOMENDACIONES..........

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Vi



LISTADO DE TABLAS

Tabla 1.1. Clasificacion del tamafio de moléculas en sangre ..........ccocovvieiieiieiienc e, 9
Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de membranas para hemodialisis.............cccccovevvernnnnn, 15
Tabla 2.1. Cantidades utilizadas para la sintesis del macroiniciador.............cc.ccccoevvennnenn, 23
Tabla 2.2. Pardmetros utilizados para pruebas de flujo ..o, 32

Tabla 3.1. Masa molecular (Mn) y polidispersidad (PDI) de los copolimeros sintetizados 41
Tabla 3.2. Tamafio de poro en la superficie y espesor de membranas en el bafio de agua.. 45
Tabla 3.3. Tamafio de poro en la superficie y espesor de membranas realizadas en

DIMACIAQUA ...tttk be ettt ettt 50
Tabla 3.4. Tamario de poro en la seccion superficial y espesor de membranas realizadas en
IATA e e e e — e e e e s abraaeea e 55
Tabla 3.5. Resultados de la prueba estéatica de proteinas en membranas realizadas con el bafio
de agua. *P=PUIVEIIZAGO ......cueeeiiiie ettt e e e e nnnes 62
Tabla 3.6. Prueba estatica de membranas en bafio I/A/A. P = pulverizado ........................ 63

Tabla 3.7. Prueba de adsorcion estatica de proteinas en membranas de bafio DMAc/Agua 64

Tabla 3.8. Resultados prueba de flujo para membranas realizadas en bafio de agua .......... 65
Tabla 3.9. Flujos obtenidos para las membranas realizadas en bafio DMAc/agua.............. 67
Tabla 3.10. Flujos de membranas elaboradas con el bafio I/A/A ..........cccoveevieivieeciiee, 67
Tabla 3.11. Eliminacion de urea para membranas realizadas en DMAc/agua. ................... 69
Tabla 3.12. Eliminacion de urea para membranas realizadas en I/A/A .........c..ccccoveevvnene, 70
Tabla 3.13. Eliminacion de lisozima en membranas realizadas en bafio DMAc/agua........ 71
Tabla 3.14. Eliminacion de lisozima en membranas realizadas en bafio I/A/A .................. 72

Tabla 3.15. Retencion de proteinas (BSA) en el medio usando membranas elaboradas en bafio

08 DIMIACIAGUA. ....eeeetie ettt ettt e e e et e e e e e et e e et e e et e e e antaeeasaeeeanbeeeantaeeanreas 73
Tabla 3.16. Retencion de proteinas (BSA) en el medio usando membranas elaboradas en bafio
AE HTAVA ..ottt e e re et e 74

Vii



LISTADO DE FIGURAS

Figura 1.1. Interaccion membrana-fluido............cccooiiiiiiiii e 7
Figura 1.2. EStrUCtUra 0 PST........oo oo 13
Figura 1.3. EStrUCTUIa 08 PES.........ooiiiiiiiii ettt 14
Figura 1.4. EStructura de PMMA ... ..ot 14
Figura 1.5. EStructura de PAN ..ot 15
Figura 1.6 Rutas de SINteSis del PLA .......c.o i 17
Figura 2.1 Metodologia experimental.............cocoiiiiieiiieiie s 22
Figura 2.2. Sintesis del macroiniciador PMMA-BI .........cccooiiiiiieiiecce e 24
Figura 2.3. Sintesis del copolimero PMMA-D-PHEMA ... 25
Figura 2.4. Sintesis del copolimero PMMA-D-PDMAEMA...........ccociiiiiniienieiieeiieenin 25
Figura 2.5. Sintesis del copolimero PAMPS-D-PMMA ... 26
Figura 2.6. Proceso de elaboracion de membranas por inversion de fases ...........cccocvevenen, 28
Figura 2.7. Aplicacion de copolimeros funcionalizados, 8 CiCloS ...........cccceeviveeiiieeiinnnn, 29
Figura 2.8. Celda de permeacion SterliteCh HPA750...........ccovveiiieeiiiie e 31
Figura 2.9. Celda de dIAlISIS .......vveeiiieeiiee e e e arae e 33
Figura 3.1. Espectro de *H RMN del macroiniciador PMMA-BI .........c.ccovevvveiveienanenn, 36
Figura 3.2. Espectro de *H RMN del copolimero PMMA-b-PHEMA ..........cccoovvevernne. 37
Figura 3.3. Espectro de *H RMN del copolimero PMMA-b-PDMAEMA ...........c.ccoeveee... 39
Figura 3.4. 'H RMN del copolimero PAMPS-D-PMMA .........cccoooevveiereeceeeeeeeen e, 40
Figura 3.5. Cromatograma de GPC del macroiniciador de PMMA-Br y PMMA-b-

PDIMAEMA ...ttt ettt ettt R e bt e R e et e et e et et e r e e reenteene e 41

Figura 3.6. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana PLA en bafio de agua... 43
Figura 3.7. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-

PHEMA €N Dafi0 U8 QQUA ... ..eeoiuieeeiiee e sttt ettt et e e ae e e s ae e e snaeeeanrea e 44
Figura 3.8. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-

PDMAEMA €N Dafi0 08 AQUA.......ccciuieeiiieeiiieeciie ettt e et e et e sre e st e e s e e saeaearnae s 45
Figura 3.9.. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA...................... 47

viii



Figura 3.10. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-

PHEM A 48
Figura 3.11. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana PLA/PMMA-b-
PDMAEM A . 49
Figura 3.12. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana PLA/PAMPS-b-PMMA
........................................................................................................................................ 50
Figura 3.13. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA...................... 52
Figura 3.14. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-
PHEM A 53
Figura 3.15. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-
PDMAEM A ... 54
Figura 3.16. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana PLA/PAMPS-b-PMMA
........................................................................................................................................ 55

Figura 3.17. Imagenes SEM de membranas con impregnacion de superficie: PLA/PMMA-
b-PHEMA (a), PLA/IPMMA-b-PDMAEMA (b) y PLA/PAMPS-b-PMMA (c) en bafio de
agua (1), DMAc/agua (2) e Isopropanol/Acetona/Agua (I/A/A) (3). .ccccveeieeeiie e 58
Figura 3.18. Angulo de contacto para las membranas de PLA y PLA con mezclas de

COPOIIMEr0S ANTITIHICOS. ... vee i e 60



RESUMEN

La diélisis es un tratamiento sustitutivo renal que se realiza en pacientes que sufren
insuficiencia renal crénica o aguda, con el fin de evitar la uremia que pone en peligro la vida.
Actualmente, alrededor del 10% de la poblacion mundial se ve afectada y se estima que para
el 2020, la enfermedad renal crénica sera la tercera causa de muerte sélo después de la
diabetes tipo 2 y la presion arterial sistémica. El proceso de dialisis implica la eliminacion de
sustancias de desechos y liquidos de la sangre que normalmente son eliminados por los
rifiones. Para la mejora del rendimiento del proceso de dialisis, el desarrollo de nuevas
membranas es un desafio permanente. En este proyecto, se elaboraron una serie de
membranas porosas a partir de un poliéster biodegradable, el poli(acido lactico) (PLA)
mezclado con 3 diferentes copolimeros en bloques anfifilicos sintetizados por la técnica de
polimerizacion radicalica por transferencia de atomo (ATRP). Los copolimeros se
seleccionaron considerando que contengan un bloque polimérico hidrofébico (PMMA) que
proporcione compatibilidad con la matriz polimérica de PLA y un segundo bloque de
poli(acido 2-acriloamido-2-metilpropanosulfonico) (PAMPS), poli(metacrilato de 2-
hidroxietilo) (PHEMA) vy poli(metacrilato de 2-dimetilamino etilo) (DMAEMA) con
diferentes grupos funcionales que les confieren hidrofilicidad y biocompatibilidad. Para
aumentar la propiedad de antiincrustamiento en la superficie, se propuso la deposicion de los

copolimeros en la superficie de las membranas por la técnica de pulverizacion por spray.

Los resultados mostraron una mejora considerable en las membranas al afadir los
copolimeros al PLA, tanto en morfologia como en la hidrofilicidad superficial medida por el
angulo de contacto, el cual disminuye de 79. 6° para la membrana de PLA puro a 73.9°- 61°
para las membranas que contienen los copolimeros anfifilicos, lo que conlleva un aumento
en la propiedad de anti-ensuciamiento y en el flujo de agua a través de las membranas. De
igual manera, las pruebas de dialisis demostraron que las membranas con los copolimeros
eliminan una gran cantidad de urea y lisozima de hasta 94.7% y 57.5%, respectivamente y
una retencién de proteinas de hasta 99.3%. En general, los resultados obtenidos indican que

la adicion de copolimeros anfifilicos a la matriz de PLA favorece de manera considerable la



eliminacion de toxinas urémicas, ademas de prevenir la pérdida de moléculas esenciales

gracias a la disminucion del ensuciamiento de la capa superior de la membrana.
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ABSTRACT
Dialysis is a renal replacement treatment that is performed in patients suffering from chronic
or acute kidney failure in order to avoid life-threatening uremia. Currently, the number of
kidney disease patients is estimated to be 10% of the world's population and it is estimated
that, by 2020, chronic kidney disease will be the third leading cause of death only after
diabetes and systemic blood pressure. The dialysis process function is to remove waste
substances and excess liquids from the blood that are normally eliminated by the kidneys. To
improve the performance of the dialysis process, the development of novel membranes is a
permanent challenge. In this project, a series of asymmetric membranes was developed from
a biodegradable polyester, poly (lactic acid) (PLA) blended with 3 different amphiphilic
block copolymers synthesized by the atom transfer radical polymerization (ATRP)
technique. The copolymers were chosen considering that they contain a hydrophobic
polymeric block (PMMA) that provides compatibility with the PLA polymer matrix and a
second block of poly (2-acryloamido-2-methylpropanesulfonic acid) (PAMPS), poly (2-
hydroxyethyl methacrylate)) (PHEMA) and poly (2-dimethylamino ethyl methacrylate)
(DMAEMA) with different functional groups that give them hydrophilicity and
biocompatibility. To increase the antifouling property on the surface, the deposition of the
copolymers on the surface of the PLA membranes was proposed by the spraying deposition

technique.

The results exhibited a remarkable improvement in the membranes when the copolymers
were added to the PLA. Both the morphology and surface hydrophilicity measured by the
contact angle, which decreases from 79.6° for the pure PLA membrane to 73.9 ° - 61 ° for
the membranes that contain the amphiphilic copolymers. These results lead to an increase in
the anti-fouling property and in water flow through the membranes. In the same way, dialysis
tests showed that membranes with additives remove a high amount of urea and lysozyme up
to 94.7% and 57.5%, respectively and a protein retention up to 99.3%. On the whole, the
results obtained indicate that the addition of amphiphilic copolymers to the PLA matrix
considerably promotes the elimination of uremic toxins, in addition to preventing the loss of

essential molecules due to the decrease in fouling of the surface layer membrane.
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INTRODUCCION

Los rifiones son 6rganos vitales que realizan diversas funciones para mantener limpia la
sangre del cuerpo. Cuando una persona sufre un desequilibrio quimico en la sangre, como es
el caso de la diabetes o la presion arterial alta, corre el riesgo de padecer una enfermedad
renal crénica (ERC), la cual se define como la pérdida progresiva e irreversible de la funcién
renal. La disminucion de la funcion renal ha sido reconocida como un grave problema de
salud pablica mundial, alrededor del 10% de la poblacién mundial se ve afectada. Sin
embargo, la cantidad de personas que tiene acceso a un tratamiento adecuado es escasa, por
ejemplo, en 2013, tres millones de pacientes sobrevivieron a través de dialisis o trasplante
renal [1, 2]. En México la cantidad de pacientes en tratamiento de remplazo renal es de

aproximadamente 52,000 personas al afio.

La dialisis es un tratamiento sustitutivo renal que se realiza en pacientes que sufren
insuficiencia renal cronica o aguda, con el fin de evitar la uremia que pone en peligro la vida.
El proceso implica la eliminacion de sustancias de desechos y liquidos de la sangre que
normalmente son eliminados por los rifiones. Las dos formas principales de dialisis son la
hemodidlisis y la dialisis peritoneal. La hemodialisis utiliza un filtro especial Ilamado
dializador que funciona como un rifidn artificial para depurar la sangre de una persona. El
dializador es un recipiente cilindrico que se conecta a la maquina de hemodialisis que
contiene una membrana semipermeable separando dos compartimientos bien diferenciados,
por donde circulan la sangre y el liquido de diélisis [3, 4]. La membrana (componente
principal del dializador) se caracteriza por ser hidrofobica, con alta selectividad,

biocompatible y resistente a altas presiones en el circuito sanguineo.

Para la mejora del rendimiento del proceso de diélisis, el desarrollo de nuevas membranas es
un desafio permanente. Los cambios en la composicidn, estructura y en las propiedades de
transporte de la membrana, pueden tener un efecto positivo en la eliminacién de solutos
urémicos, con el equilibrio entre el rechazo de moléculas medias y la retencion de

importantes proteinas sanguineas [5].



La mejora de la compatibilidad sanguinea (hemocompatibilidad) es otro objetivo en el
desarrollo de membranas [6], ya que una baja hemocompatibilidad produce reacciones
adversas como la coagulacion de la sangre, asi como la activacién de neutréfilos y monocitos,
los cuales resultan en una mayor incidencia de infecciones y mortalidad en pacientes con
hemodidalisis. Para mejorar la compatibilidad de las membranas, se pueden usar dos enfoques
principales: 1) crear superficies que impidan o supriman las reacciones indeseables, como la
activacion de la cascada de coagulacion, y 2) sintetizar polimeros que no reaccionen con la
sangre (hemocompatibles). La modificacion adecuada de la superficie del material es la
estrategia mas cominmente utilizada, porque las propiedades de la superficie del material
dominan las interacciones entre el entorno biolégico y los materiales artificiales. Ademas, la
modificacion de la superficie puede mejorar la hemocompatibilidad, sin cambiar las

propiedades fisicas del material.

Diversos materiales han sido empleados para la fabricacion de membranas para tratamiento
de hemodidlisis como celulosa, poliacrilonitrilo, polisulfona, poliariletersulfona y
poliimidas, asi como mezclas que contengan componentes hidrofilicos [7, 8, 9]. Sin embargo,
aun se requiere desarrollar nuevos materiales que mejoren su compatibilidad y presenten
mayor separacion entre toxinas urémicas con alta permeabilidad liquida y disminuyan su

ensuciamiento superficial.

Con base en lo anterior, en este proyecto se propone la fabricacion de una serie de membranas
a partir de poli(acido lactico) (PLA) en mezcla con copolimeros en bloque anfifilicos
funcionalizados. Las membranas obtenidas serd&n modificadas superficialmente con la
adiciébn de diversas capas de copolimeros funcionalizados mediante la técnica de
pulverizacién por spray. Ademas, se llevara a cabo la caracterizacion fisicoquimica y

superficial de las membranas y se evaluara su potencial desempefio en un proceso de dialisis.



HIPOTESIS

Con la utilizacion de copolimeros anfifilicos para la modificacion superficial de membranas
de PLA, sus propiedades como la porosidad y la morfologia transversal asimétrica mejoraran,
lo mismo que las propiedades de flujo y selectividad de la membrana ante el paso de toxinas
urémicas, asi como la hemocompatibilidad. De igual manera, mejorara la propiedad de anti-
ensuciamiento debido a la hidrofilicidad conferida a la superficie, pero evitando el paso de

proteinas a través de ella.



OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la eficiencia en procesos de dialisis de membranas asimétricas disefiadas a partir de
mezclas poliméricas de PLA con mezclas poliméricas modificadas superficialmente con

impregnacion superficial de copolimeros funcionalizados.
Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar tres copolimeros en bloques: poli(acido 2-acriloamido-2-
metilpropanosulfénico)-b-poli(metacrilato  de  metilo)  (PAMPS-b-PMMA),
poli(metacrilato de metilo)-b-poli(metacrilato de 2-dimetilamino etilo) ( PMMA-b-
PDMAEMA) y poli(metacrilato de metilo)-b-poli(metacrilato de 2-hidroxietilo)
(PMMA-b-PHEMA) por la técnica ATRP.

2. Elaborar membranas a partir de mezclas de PLA con cada copolimero sintetizado en
una proporcion 85/15 (% peso/peso) por el método de inversion de fases.

3. Impregnar los copolimeros funcionalizados (solucion al 6%) sobre la superficie de
las membranas.

4. Caracterizar las membranas obtenidas por microscopia electronica de barrido (SEM)
y humectabilidad a partir de &ngulo de contacto.

5. Evaluar la eficiencia de las membranas en procesos de dialisis como eliminacion de

urea y lisozima, adsorcion de proteinas e incrustamiento en la superficie (antifouling).



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. Membranas en el &rea médica

Las membranas de separacion tienen aplicaciones tanto en el sector industrial como en el
sector salud. Las aplicaciones médicas de las membranas son un campo de rapido crecimiento
que representa el mayor consumo del area de membrana por afio. La primera y mas
importante aplicacion en términos de costo es el tratamiento de enfermedad renal en etapa
terminal (End-stage renal disease por sus siglas en inglés: ESRD) por hemodialisis que
consume aproximadamente 108 m? de membranas por afio, seguido de oxigenadores de
sangre utilizados durante la cirugia cardiaca y en el caso de insuficiencia respiratoria con mas
de 5x10° m? por afio. La separacion del plasma y el fraccionamiento utilizados para la
recoleccion de plasma de los donantes y en el tratamiento de las enfermedades autoinmunes,
asi como la eliminacion del colesterol, representan otros 2.5x10° m? por afio. Ademas, estan
surgiendo nuevas aplicaciones de membrana en drganos artificiales y bioartificiales, por

ejemplo, para el soporte de la funcion hepatica y pancreatica [10, 11, 12].

Actualmente, las membranas con aplicaciones en tratamientos de dialisis son fabricadas a
partir de polimeros sinteticos, tales como polisulfona (PS) y poli(éter-sulfona). Estos
materiales han presentado buenas propiedades mecanicas y de transporte de masa; sin
embargo, carecen de propiedades antiincrustantes y presentan un grave problema al momento

de su eliminacién (contaminacion del medio ambiente) [13].

1.2. Membranas para dialisis

El componente principal de un equipo de dialisis es la membrana por donde circulan la sangre
y el liquido de dialisis respectivamente. Las membranas para dialisis se pueden describir
como laminas porosas que permiten el transporte de agua y metabolitos toxicos de bajo peso
molécular (<2000 Da, tales como urea y creatinina), pero evita la pérdida de proteinas
necesarias para el cuerpo de mayor peso molecular (albimina y fibrin6geno) debido a la

exclusion por el tamafio de poro de la membrana.



El primer “rifdn” artificial fue elaborado a partir de membranas de trinitrato de celulosa
(celodina), enrolladas sobre un tubo de aluminio y sumergidas en solucion salina, en donde
la sangre se extraia por uno de los extremos del cilindro mediante canulas conectadas a una
arteria y por el otro extremo a una vena. Afios mas tarde, se desarroll6 un dispositivo de
dialisis mejorado que consistia en un tambor de madera similar a una bobina envuelta con
tubos de celofan, seguido por un dializador gemelo con las vias sanguineas dobles conectadas
por canulas desechables a una arteria y una vena. En 1960, estos dializadores fueron
modificados para permitir un acceso con un mayor flujo de sangre. En 1966, esta derivacion
externa fue reemplazada por una fistula arteriovenosa implantada debajo de la piel que era
mas segura y comoda para el paciente. Esta derivacién propuesta ayud6 al desarrollo de
nuevas técnicas para el dializado y permitié la evolucion en la elaboracién de membranas

mas selectivas y con mejores propiedades [14].

Hoy en dia los dializadores generalmente utilizan membranas de placa plana porosas y
membranas de tipo fibra hueca elaboradas por el método de inversion de fases. Las
investigaciones actuales se centran en controlar la transferencia de masa y difusion de toxinas
urémicas a través de la membrana de dialisis, lo cual est4 directamente relacionado con el
material y estructura de ésta. Ademas, es de gran importancia la mejora de la

biocompatibilidad de la membrana que permita la disminucidn de reacciones adversas.
1.2.1. Principios fisicos

A medida que la sangre circula a lo largo de la membrana del dializador, las toxinas urémicas
se difunden hacia el dializado, que se descarta, bajo la accion del gradiente de concentracion

(ver figura 1.1).
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Figura 1.1. Interaccion membrana-fluido

Para evitar que la sangre pierda sus iones, estos se incluyen en el liquido de dializado (liquido
en el cual se depositan los productos de desecho) a la misma concentracion que en el plasma

normal para obtener su difusion a traves de la membrana [14].

Hay dos principios fisicos generales sobre los que trabaja la hemodialisis: 1) el transporte
difusivo y 2) el transporte convectivo o ultrafiltracion. Como se menciono en el parrafo
anterior, en el caso del transporte difusivo, los solutos mas concentrados presentes en la
sangre se mueven a través de la membrana hacia el liquido de dialisis a favor de un gradiente
de concentracion. Por el contrario, en el transporte convectivo o ultrafiltracion, el disolvente
y los solutos se mueven en conjunto desde la sangre al liquido de dialisis siguiendo un
gradiente de presion transmembrana existente entre ambos compartimientos, siendo este
gradiente resultante de varias presiones que acttan sobre los fluidos presentes. Dado que los
pacientes urémicos producen poca o nada de orina, su exceso de agua se elimina de la sangre
por ultrafiltracion a través de la membrana, ya que la presion arterial es mas alta que la
presion del dializado. Esta ultrafiltracion también contribuye a la eliminacion de toxinas al
trasportarlas al dializado. Esta transferencia convectiva es mas eficiente que la difusion de

toxinas de alto peso molecular [15].



1.2.2. Caracteristicas de las membranas de didlisis

Coeficiente de difusion

La eliminacién de solutos de bajo peso molecular (urea, creatinina) a través de la membrana
se lleva a cabo por un proceso de difusion inducido por el gradiente de concentracion entre
el plasma y la solucién del dializado.

La rapidez de difusidn esta en funcion del grosor y la porosidad de la membrana, asi como la
difusividad del soluto en ella, y se expresa como el coeficiente de difusién de la membrana
para un determinado soluto. La velocidad de difusion es mayor para moléculas pequefias y
disminuye de manera logaritmica conforme el tamafio del soluto aumenta. De igual manera,
la difusion disminuye con el incremento del grosor de la membrana y al disminuir su
porosidad [16].

Hidrofobicidad

En general, las membranas para hemodidlisis estan elaboradas de una base polimérica
hidrofobica. Los materiales hidrofébicos presentan elevado coeficiente de ultrafiltracion,
suelen formar membranas altamente porosas y presentan cierta biocompatibilidad. Sin
embargo, las superficies hidrofébicas adsorben proteinas del suero tanto en la superficie de
la membrana como en la parte interna de los poros, lo cual trae como consecuencia la
reduccion del tamafio de poro y, por ende, la disminucion del flujo y eliminacion de otros
solutos por transporte difusivo y convectivo. Por lo tanto, es muy importante tener un

equilibrio en las propiedades de hidrofilicidad e hidrofobicidad de la membrana [17].

Eliminacién de solutos

El desempefio del dializador se centra tradicionalmente en la eliminacién de urea; sin
embargo, la eliminacion de moléculas mas grandes de la sangre ha tenido mayor atencion en
los Gltimos afios. En general, los solutos presentes en la sangre pueden clasificarse dentro de
tres grupos (tabla 1.1): 1) moléculas pequefias de bajo peso molecular (<500 Da); 2)
moléculas de peso molecular medio (en un rango de peso molecular de 500 a 15,000 Da); 3)
y moléculas grandes (>15,000 Da) [18].



Tabla 1.1. Clasificacion del tamafio de moléculas en sangre

e . Intervalo de pesos moleculares
Clasificacion de moléculas presentes en sangre (Daltons)
Moléculas pequefias: <500
Urea (60), creatinina (113), fosfato (134)

Moléculas medias:

B2-microglobulina (11818), vitamina B12 (1355) 500-15000
Moléculas grandes:

Albumina (66000), EPO (34000) >15000

La eficacia de la dialisis en la practica clinica sélo se centra en la eliminacion de urea. Esto
es debido a que las moléculas de bajo peso molecular (LMW, por sus siglas en inglés “Low
Molecular Weight”) se eliminan por difusién, mientras que los solutos de peso molecular
medio (MMW, por sus siglas en inglés) se eliminan principalmente por conveccion, y la
contribucion de la conveccion a la eliminacion total de solutos aumenta con el aumento del
tamafo molecular. La conveccidn causa una acumulacion de solutos grandes en la superficie
de la membrana, lo que influye en la difusion y el gradiente de concentracion sobre la

membrana.

Por otro lado, la difusion cambia las concentraciones locales de solutos, lo que tiene un
impacto en su transporte neto convectivo. Como consecuencia, es imposible especificar la
contribucion exacta de la conveccion al aclaramiento total del dializador. Sin embargo, el
flujo de ultrafiltracion tiene un mayor impacto en solutos grandes, que no se difunden
facilmente a través de la membrana. Finalmente, las moléculas medianas también se pueden
eliminar por adsorcién en la membrana. Sin embargo, este fendmeno depende del tipo de
membrana, y se observa especialmente con el poli(metacrilato de metilo) (PMMA) y algunas
membranas de poliacrilonitrilo (PAN). Con esta Gltima membrana, generalmente se observa
que la adsorcion se anula en las primeras etapas del tratamiento de dialisis, mientras que la

conveccion se vuelve dominante en la etapa posterior [19].




Ademas, la eliminacion de soluto por adsorcidn y conveccidn se potencia mediante el uso de
flujos de ultrafiltracion elevados. Los datos de rendimiento del dializador de mayor interés
para el médico en la practica clinica diaria son: (a) su capacidad para eliminar la urea y otras
moléculas de bajo peso molecular normalmente eliminadas en la orina (eliminacion de
pequefios solutos), (b) su coeficiente de ultrafiltracion (flujo), (c) su habilidad para expulsar

moléculas medianas, y (d) su capacidad para retener albimina y sustancias mas grandes [20].

Area de superficie

La mayor superficie de la membrana por unidad de volumen en el dispositivo de separacion
da como resultado una mayor eficacia en la eliminacion de solutos en el proceso de dialisis.
Es decir, el rea de la superficie es la clave para determinar qué tan eficiente es un dializador
para eliminar sustancias toxicas. Si todos los demas factores son iguales, los dializadores con
mas area de superficie pueden estar en contacto con mas sangre. Esto significa que se pueden
eliminar mas solutos toxicos de la sangre. En general, los fabricantes de dializadores reportan
las areas superficiales de membrana efectivas medidas en estado seco, sin embargo, estas
mediciones varian in vivo, debido a la humectacion de la membrana con solucion salina,

sangre o liquido de dialisis

Biocompatibilidad

Los materiales en contacto con tejidos vivos o fluidos fisiologicos, cominmente llamados
biomateriales, pueden llegar a desencadenar una amplia serie de efectos que determinan su
biocompatibilidad. En el tratamiento de dialisis, la biocompatibilidad del material es
importante debido a la frecuencia y continuidad en el que estara en contacto con la sangre,

ademas del liquido de diélisis [21].
Activacion del complemento

Uno de los principales métodos para determinar la biocompatibilidad de la membrana es
mediante la activacion del complemento. La principal misién del complemento es eliminar
cualquier patdgeno que se encuentre en la circulacion y es un mecanismo de defensa de

nuestro sistema [22]. Es considerado un elemento de importancia debido a que su ausencia
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puede ocasionar una susceptibilidad importante a infecciones, sin embargo, su activacion en
exceso también puede resultar dafiina. El sistema de complemento est4 compuesto por una
serie de proteinas que reaccionan ante estimulos de patdgenos en el sistema, enviando un

mensaje a las células del cuerpo para combatirlo.
1.2.3. Tipos de membranas usadas en diélisis

Los procesos de sintesis y polimerizacion permiten fabricar membranas con coeficientes de
transferencia de masa variables y con propiedades bioldgicas peculiares que pueden afectar
su biocompatibilidad.

Existen mas de 30 materiales diferentes con los que se elaboran las membranas para
dializadores. Estos materiales pueden ser de tres tipos: derivados de productos naturales,

semisintéticos y sintéticos.

Debido a la cantidad de materiales utilizados, sera més sencillo clasificarlos en dos familias:
la primera sera de membranas de celulosa, mientras que la segunda familia son las
membranas elaboradas con polimeros sintéticos. Esta clasificacion esta dad principalmente
por la composicion del material, ya que también pueden clasificarse por su compatibilidad,

funcionalidad, economia, etc [23].

Membranas de celulosa

La celulosa es un polimero natural y semicristalino que estd compuesto por unidades
repetitivas de celobiosa, las cuales estan constituidas por dos moléculas de glucosa que
contienen tres grupos hidroxilo cada una, siendo estos mas susceptibles a reacciones
quimicas, formando ésteres (acetato y nitrato de celulosa) y éteres (etil celulosa). Debido a
su estructura de cadena lineal regular, la celulosa es altamente cristalina y, a pesar de ser un
polimero muy hidrofilico, no es soluble en agua porque las cadenas interactiian entre a través
de un gran nimero de puentes de hidrégeno. Dado que el polimero natural es insoluble, éste
es modificado quimicamente para que sea soluble en agua, por medio de la acetilacion
(acetato, diacetato, triacetato) por combinacién con complejos amino de cobre (cupramonio).

Los materiales resultantes son hidrofilicos y contienen una notable cantidad de agua. El grado
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de hidrofilicidad imparte una carga eléctrica parcial, que da como resultado una fuerte
polaridad. Estas membranas comenzaron a ser utilizadas a mediados de los afios 80’s y se
caracterizan por presentar espesores delgados (6-15 um) y un tamafio de poro promedio de
22 um. Los beneficios clinicos reportados incluyen alta antitrombogenicidad y alta adsorcion
de albimina [9]. Sin embargo, se report6 que al disminuir los grupos OH por su modificacion
se reduce la compatibilidad con la sangre y genera una menor proporcién de purificacién ante
las toxinas [24].

Membranas de polimeros sintéticos

La mayoria de las membranas para dialisis estan hechas de polimeros sintéticos como la
polisulfona (PSf), polietersulfona (PES), polimetacrilato de metilo (PMMA), mezclas de
polietersulfona/polivinil pirrolidona (PVP)/poliamida (PA), copolimeros de etileno y alcohol
vinilico (EVAL) y poliacrilonitrilo (PAN). Este tipo de membranas posee una matriz
esponjosa central, que les confiere resistencia, recubierta por dos peliculas porosas. Las
propiedades del transporte difusivo estan determinadas por esta matriz esponjosa, mientras
que las del transporte convectivo corresponden con las peliculas que la recubren, que pueden

ser hidrofilicas o hidrofébicas [25].

Como es habitual en la quimica de los polimeros, pequefias modificaciones estructurales o
de la secuencia de mondémeros pueden originar diferencias sustanciales de las propiedades
fisicas y de interaccion biologica del material. A continuacion, se describiran algunas

caracteristicas de los materiales utilizados en membranas y su efecto en dialisis [3, 24].
Polisulfona (PSf)

La PSf es un polimero amorfo que tiene un grupo sulfona en la estructura de la unidad
repetitiva (ver figura 1.2). Posee estabilidad quimica y térmica y, ademas, es el inico material
de todos los usados en dialisis que puede ser esterilizado por todos los métodos de

esterilizacion sin sufrir cambios estructurales.
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Figura 1.2. Estructura de PSf

Otra ventaja de la PSf es su capacidad de retencién efectiva de un amplio intervalo de
endotoxinas, caracteristica que es de vital importancia de alto flujo, cuando el fendmeno de
retrofiltracion podria resultar en el paso de endotoxinas bacterianas. Esta capacidad de
separacion de toxinas urémicas le proporciona una baja citotoxicidad, la cual es otra
propiedad importante de las membranas para dialisis. Es por ello que la polisulfona y sus
mezclas con otros polimeros son los materiales mas utilizados para la elaboracion de

membranas para hemodialisis a nivel comercial [8].

Sin embargo, las membranas de PSf son altamente hidrofébicas y cuando entra en contacto
con la sangre rapidamente adsorbe las proteinas. Esto Gltimo, trae como consecuencia no solo
efectos adversos en el cuerpo, sino también provoca incrustaciones o ensuciamiento tanto en
la superficie como en los poros internos de la membrana, reduciendo asi la permeabilidad y

la selectividad.
Polietersulfona (PES)

La polietersulfona como material base en la elaboracion de membranas para dialisis ha
demostrado ser ideal en rendimiento y depuracion (ver figura 1.3). La generacion mas
reciente de membranas de PES muestra las mejores caracteristicas de biocompatibilidad y
una excelente eliminacién de proteinas de bajo peso molecular debido a su excelente
permeabilidad y selectividad. Las membranas de alto rendimiento de polietersulfona son
altamente eficientes, biocompatibles, seguras y adecuadas para todos los procedimientos

actuales de didlisis [26].
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Figura 1.3. Estructura de PES
Polimetacrilato de metilo (PMMA)

La membrana de PMMA es altamente biocompatible y es capaz de eliminar la B2-
microglobulina por adsorcion (ver figura 1.4), debido a que contiene una estructura
homogénea en la que la eliminacion por adsorcion se da a través de toda la membrana en
lugar de eliminarse Unicamente en la superficie. Por otra parte, recientes estudios [27] han
demostrado que las membranas de PMMA presentan alta retencion de compuestos toxicos
que pueden producir dafio cardiovascular por difusion endotelial y especies reactivas al
oxigeno. En general, las membranas de PMMA presentan una alta capacidad de adsorcion de
diversas toxinas urémicas que podrian normalmente ser excretados por el rifién [10],
mejorando la respuesta a la vacuna contra la hepatitis B y preservando la masa muscular,

especialmente en adultos mayores.
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Figura 1.4. Estructura de PMMA
Poliacrilonitrilo (PAN)

Las membranas de PAN son hidrofilicas y pueden formar una estructura tipo hidrogel, lo
cual le otorga una alta permeabilidad difusiva e hidraulica (ver figura 1.5). Las membranas
fabricadas con PAN muestran una alta permeabilidad a los fluidos y ayudan a la eliminacion

de un amplio espectro de toxinas, ademas de tener una excelente biocompatibilidad [3].
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Figura 1.5. Estructura de PAN

A continuacion, se presenta una tabla de las ventajas y desventajas de las membranas para

hemodidlisis mencionadas anteriormente (ver tabla 1.2) [28].

Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de membranas para hemodialisis

Tipo de
Membrana

Nombre

Ventaja

Desventaja

Celulosa

Cupropham ®

Buena eliminacién de
solutos pequerios

Alta activacion de
complemento.
Penetracion de
productos
bacterianos desde el
dializado a la
sangre.

No elimina
moléculas medias
de la sangre.

Celulosa
Modificada

Acetato de celulosa
(CA) (grupos
hidroxilo

Menor activacion del
complemento en
comparacion con

Mayor activacion
del complemento,
en comparacion con

reemplazados por membranas de celulosa | membranas
grupos acetato) sin modificar sintéticas
Mayor muerte de
neutrdfilos
(apoptosis).
Hemophan ® (varios | Menor activacion del Mayor produccion
grupos hidroxilo complemento en de citocinas

reemplazados por
aminas ternarias)

comparacion con
membranas de celulosa
sin modificar

proinflamatorias en
comparacion con las
membranas PAM

Celulosa modificada
sintéticamente
(SMC) (grupos
hidroxilo
reemplazados con
grupos bencilo)

Menor activacion del
complemento en
comparacion con
membranas de celulosa
sin modificar

Baja eliminacion de
B2-microglobulina

Cuprammonium
rayon

Menor activacion del
complemento en

Alta pérdida de
albimina
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comparacion con
Hemophan ® y
celulosa sin modificar

Sintéticos

Policarbonato (PC)

Hidrofilicidad natural,
baja activacion del
complemento
comparada con
membranas de celulosa
sin modificar

Alta produccion de
marcadores
inflamatorios

Polisulfona (PS)

Remueve [.-
microglobulina.

Baja tasa de mortalidad
comparada con
membranas de celulosa

Causa activacion
neutrofilica
Incrementa la
produccion de
citocinas
proinflamatorias

Poliamida (PAM)

Remueve [.-
microglobulina

Riesgo de reaccion
anafilactica
Activacion del
complemento

Polietersulfona
(PES)

Remueve moléculas de
peso molecular medio

Adsorcion de
proteinas en su
superficie.
Activacion del
sistema inmune.

Poliacrilonitrilo
(PAN

Adsorcion de proteinas
pequefias y medianas, y
productos bacterianos.
Baja activacion
neutrofilica.

Alto riesgo de
reacciones
anafilacticas
comparada con otras
membranas
sintéticas,

Persiste activacion
del complemento

Poli(metacrilato de
metilo) (PMMA)

Remueve proteinas de
peso molecular medio
Baja produccion de
citocinas
proinflamatorias

Efecto positivo sobre la
anemia

Activacion del
complemento
Leucopenia leve

1.3. Poli(acido lactico) (PLA)

EIPLA es un poliéster biodegradable que se obtiene a partir de la sintesis quimica de recursos

renovables. Es uno de los bioplasticos mas investigados y utilizados comercialmente, ya que
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puede obtenerse a partir del acido lactico en diferentes medios. EI PLA puede sintetizarse
por dos mecanismos diferentes: por policondensacion del hidroxilo de &cido o por
polimerizacidn por apertura de anillo del monémero ciclico lactida (ver figura 1.6) [29].

CHs
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Figura 1.6 Rutas de sintesis del PLA

El PLA ha sido ampliamente utilizado en aplicaciones biomédicas; por ejemplo, en suturas,
placas y tornillos reabsorbibles, en liberacion de farmacos, y, en los Gltimos afios, se ha

utilizado para el desarrollo de membranas para hemodialisis [30].

La alta hidrofobicidad del PLA permite la adsorcion de ciertos contaminantes que se
depositan en su superficie a través de una interaccion hidrofobica y electrostéatica, lo cual
ocasiona una bioincrustacion grave. La incrustacion de los contaminantes promueve una
reaccion adversa en cadena durante el proceso de dialisis, como adsorcion de proteinas y

deposicion en la superficie junto con la adhesién plaquetaria y la activacion de las vias de
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coagulacion, lo que provoca respuestas trombogénicas del sistema inmune y otros tejidos
[31].

Una de las ventajas de PLA es que puede ser adaptado a otros materiales para mejorar sus
propiedades. Algunos intentos por mejorar las propiedades fisicas y quimicas son por
copolimerizacion o por medio de mezclas con polimeros hidrofilicos/hidrofébicos a fin de
incrementar su area superficial, porosidad, permeabilidad, asi como sus propiedades
mecénicas. Por ejemplo, Lijing Zhu y colaboradores (2015) [32] elaboraron membranas para
hemodialisis con un gran mejoramiento en su capacidad de antiensuciamiento vy
hemocompatibilidad a partir del uso de mezclas de PLA con PLA-co-poli(metacrilato de 2-
hidroxietilo) (PHEMA), de las cuales la membrana con un 15 % de contenido del copolimero
PLA-co-PHEMA present6 una mejora en la separacion de flujo y de soluto comparadas con
la membrana de puro PLA. En ese mismo afio, Xuemin Yu y colaboradores [33] elaboraron
membranas de copolimeros de polisulfona con injertos de PLA. Demostraron que la
membrana de PLA modificada exhibia un flujo de agua pura de 54 L m? h, 95% de rechazo
de BSA y un 65% y 18% de eliminacion de urea y lisozima, respectivamente. Ademas, la
estabilidad mecénica y termica de la membrana modificada de PLA mejoré al incorporar el

copolimero PSf-g-PLA.

Por otra parte, Ailin Gao en 2013 [34] reporto la preparacion de membranas porosas por el
método de inversion de fase de PLA para hemodialisis. Posteriormente, modificaron las
membranas por inmovilizacion de heparina sobre una capa de dopamina previamente
agregada en la superficie de la membrana de PLA. La heparinizacion superficial en la
membrana de PLA mejoro significativamente la adhesion plaquetaria, el tiempo de
recalcificacion del plasma y la disminucién de la proporcion de hemolisis. La prueba de
simulacidn de dialisis reveld que la membrana de PLA inmovilizada con heparina limpi6 un
80% de urea, 18% de lisozima y retuvo mas del 90% de BSA. En el 2012, Chantiga
Choochottiros y colaboradores [35], sintetizaron copolimeros a partir de PLA y PMMA
usando una combinacion de dos técnicas de polimerizacion: apertura de anillo (ROP) y
polimerizacién radicalica por transferencia de atomos usando un agente regenerativo

(ARGET ATRP, por sus siglas en inglés). EI PLA fue preparado como macroiniciador con
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bromo activado como grupo terminal (PLA-Br). En este trabajo se estudiaron principalmente
las propiedades mecanicas y térmicas del material, el cual demostré una mejora en la
estabilidad térmica en comparacion con el PLA puro. De igual manera, demostraron que el
material aument6 su resistencia al impacto, lo cual se comprob6 a través del médulo de

Young.

Recientemente, se ha estudiado la modificacién de las membranas de PLA con 6xido de
grafeno carboxilado y dopamina (DA-g-GOCOOH) [36] para mejorar la
hemocompatibilidad. Esta modificacion demostré una mejora en las propiedades de
hidrofilicidad, asi como una menor adhesion plaquetaria en su superficie y presenté una
reduccion de hemolisis hasta menos del 0.3%. Ademas, presentd un aclaramiento de

moléculas medias en un 24%.
1.4. Métodos de obtencion de membranas

En la actualidad, existen una gran variedad de técnicas para la obtencion de membranas y la
seleccion del método apropiado dependera del tipo de material por utilizar, asi como la
aplicacion final que tendra la membrana [37]. Algunas membranas comerciales se obtienen
a partir del método de inversion de fase. Esta técnica es un proceso por el cual un polimero

es transformado de manera controlada de un estado liquido a uno sélido.

Hay tres métodos principales para obtener membranas: 1) precipitacion por evaporacion de
disolvente, que consiste en colocar una solucion polimérica en un soporte no poroso y dejar
evaporar el disolvente a una temperatura controlada; de manera que se obtiene una membrana
densa; 2) evaporacion controlada, el cual consiste en disolver el polimero en una mezcla de
disolvente/no solvente. Debido a que el disolvente es mas volatil a diferencia del no solvente,
la composicion de la mezcla cambia durante la evaporacion, obteniendo un mayor contenido
de no solvente y polimero, lo que promueve la precipitacion del polimero y la formacion de
la membrana; y por ultimo 3) precipitacion por inmersién, el cual consiste en una solucion
polimérica (polimero mas disolvente) que es vertida en un soporte adecuado (metal o cristal)
y sumergida en un bafio de coagulacion que contiene un no solvente (cominmente se utiliza

agua). La precipitacion ocurre debido al intercambio del solvente y no solvente en la solucion
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polimérica. La estructura de la membrana obtenida al final resulta de la combinacion de

transferencia de masa y separacion de fase [38].

El método utilizado para la obtencion de membranas para filtracion, como es el caso de las
utilizadas en hemodialisis, es la técnica de precipitacion por inmersiobn o mejor conocida
como separacion de fase inducida por un no solvente (NIPS, por sus siglas en inglés,
Nonsolvent Induced Phase Separation), debido al tamafio de poro que puede obtenerse.
Muchos factores son necesarios para controlar y manipular la formacion de la membrana, por

ejemplo, parametros de solubilidad y la temperatura [31].
1.5. Justificacion

En el area de polimeros, las aplicaciones biomédicas son de gran importancia. En particular,
en el desarrollo de membranas para dialisis, debido a que constituye un tratamiento
sustitutivo para la enfermedad renal, que en la actualidad constituye una de las principales
causas de muerte en el mundo. En general, la biocompatibilidad y la interaccion hidrofobica-
hidrofilica, entre la superficie de la membrana con los componentes organicos de la sangre,
son dos caracteristicas importantes por considerar en el desarrollo e investigacion de nuevos
materiales para membranas o en la modificacion quimica y superficial que mejore los
materiales actualmente utilizados. Aunque existen en la literatura algunos reportes
relacionados con el desarrollo de membranas a partir de PLA [35, 34, 32], pocos son capaces
de mejorar tanto la biocompatibilidad como el desempefio antiincrustamiento en las
membranas. Por ello, en este trabajo de investigacion se propone investigar la eficiencia de
dialisis de membranas de PLA modificadas a través de la mezcla con copolimeros en bloque
anfifilicos. Los copolimeros se seleccionaron considerando que contengan un bloque
polimérico hidrofébico (PMMA) que sea miscible con la matriz polimérica de PLA y un
segundo blogque de poli(acido 2-acriloamido-2-metilpropanosulfonico) (PAMPS),
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo)(PHEMA) o poli(metacrilato de 2-dimetilamino etilo)
(DMAEMA) con diferentes grupos funcionales que les confieren hidrofilicidad y
biocompatibilidad. Por altimo, para evitar el incrustamiento en la superficie, se propone la

deposicion de los copolimeros funcionalizados mencionados anteriormente (PMMA-b-
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PHEMA, PMMA-b-PDMAEMA y PAMPS-b-PMMA) en la superficie de las membranas
por la técnica de pulverizacion por espray. Esta técnica ha sido elegida debido a su facilidad
para aplicar revestimientos de manera sencilla en diferentes sustratos con baja rugosidad

superficial.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOLOGIA

A continuacidn, se presenta un esquema general (figura 2.1) de la metodologia experimental
llevada a cabo para el desarrollo y caracterizacién de membranas de mezclas de poli(acido
lactico) (PLA) con copolimeros anfifilicos para su aplicacion en dialisis. EI proyecto se
encuentra dividido en tres etapas. En la primera, se sintetizaron los copolimeros anfifilicos
en bloque de PMMA-b-PDMAEMA, PMMA-b-PHEMA y PAMPS-b-PMMA, los cuales se
caracterizaron por resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) para confirmar la
estructura quimica y el grado de copolimerizacion de cada uno. En la segunda etapa, se
elaboraron las membranas asimétricas de PLA y de mezclas de PLA con cada uno de los
copolimeros en una proporcion 85/15 (% peso/peso). Posteriormente, las membranas de
mezclas se impregnaron de los copolimeros funcionalizados en la superficie y éstas se
compararon con las membranas sin aplicacion del pulverizado. Finalmente, en la etapa 3, se
realizaron las pruebas de hidrofilicidad y de flujo, asi como la prueba de dialisis para la

evaluacion de las membranas.

PMMA-b-PAMPS
Caracterizacion

PMMA-b-PHEMA RMN
GPC

Sintesis de

ETAPA 1 — .
copolimeros

PMMA-b-PDMAEMA

Elaboracién de
ETAPA 2 —* .
membranas Caracterizaciones:
PLA/ copolimero — SEM

(85/15) Angulo de contacto

Sin pulverizadoy con
pulverizado

Prueba estatica de
proteinas

Pruebas de eficiencia

Cuantificacion por
de membranas

UV-vis

ETAPA 3 Prueba de flujo

Dialisis

Figura 2.1 Metodologia experimental
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2.1. MATERIALES

Los monomeros de metacrilato de metilo (MMA), metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA),
metacrilato de 2-(dimetilamino) etilo (DMAEMA) vy acido 2-acriloamido-2-
metilpropanosulfonico (AMPS) fueron adquiridos de Sigma Aldrich. Es importante
mencionar que los mondémeros HEMA y DMAEMA se purificaron a traves de columnas
removedoras de inhibidor y se almacenaron en refrigeracion hasta su uso. Para los procesos
de sintesis y caracterizacion se utilizaron los siguientes disolventes: anisol, tolueno,
tetrahidrofurano (THF), 1-propanol, 2-butanona, cloroformo deuterado (CDCIs), N,N-
dimetilacetamida (DMACc), metanol deuterado (CD3OD) y dimetilsulféxido deuterado
(DMSO-ds) los cuales fueron abastecidos por Sigma Aldrich, al igual que los catalizadores
cloruro de cobre (CuCl) y bromuro de cobre (CuBr), el iniciador 2-bromoisobutirato de etilo
(EBiB) vy el ligante 2,2’-bipiridina (bpy). Para la realizacion de las pruebas de dialisis y
absorcion de proteinas, se utilizaron Albumina de Suero Bovino (BSA), urea y lisozima. El

catalizador de rutenio (1) fue sintetizado de acuerdo con lo reportado en la literatura [39, 40].
2.2. ETAPA 1: SINTESIS DE COPOLIMEROS
2.2.1. Sintesis del macroiniciador PMMA-Br

La sintesis del macroiniciador de PMMA-Br se llevo a cabo de acuerdo con lo reportado en
la literatura [41]. En primer lugar, el mondémero (MMA) vy el disolvente (tolueno) fueron
burbujeados con nitrogeno (N2) durante 15 minutos para eliminar el oxigeno. Las cantidades

utilizadas para la sintesis se presentan en la siguiente tabla (tabla 2.1).

Tabla 2.1. Cantidades utilizadas para la sintesis del macroiniciador

Reactivo Cantidad
MMA 5.055¢
CuBr(l) 36 mg
Bpy 78 mg
EBiB 76 pl
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Posteriormente, ambos (MMA y tolueno) se afiadieron al matraz bajo atmésfera inerte (flujo
de N2) y se dejo en agitacion hasta su completa disolucion; para continuar, el CuBr(l) y el
ligante bipiridina se afiadieron al matraz y nuevamente se dejé en agitacion hasta quedar una
solucion homogénea. Por ultimo, se realizaron 3 ciclos de N2-vacio para eliminar cualquier
presencia restante de oxigeno en el sistema. Los ciclos se realizaron de la siguiente forma: el
matraz se congela con nitrégeno liquido, se aplica vacio por 20 segundos e inmediatamente
se aflade N al sistema, se descongela y se inicia de nuevo el ciclo. Una vez finalizado este
paso, se afiadio el iniciador EBIB al matraz y se colocé en un bafio de aceite a 80 °C durante
4 h 'y en agitacion (ver figura 2.2). La relacion estequiométrica usada en la sintesis del
macroiniciador fue de 100/1/1/2 (relacion monémero/iniciador/catalizador/ligante) y 50/50

(%v/v) de monémero/disolvente.

CHs ' N (FHs H> (FH3 Ho QHS
H20:C\ EBIB/CuBr/2-Bpy . H3C—(i3 c (.3 c vCl:—Br
= — — m _
O,C o Tolueno 9‘0 (,:‘O (.3‘0
ok 80°C O 0 O
3 (IDHZ CH, CH,
CHj;
MMA PMMA-Br

Figura 2.2. Sintesis del macroiniciador PMMA-Br

Al finalizar la reaccion, el macroiniciador se disolvio en THF y se paso a través de una
columna de alimina bésica eliminar residuos de mondémero y catalizador. EI material se

recupero por evaporacion del disolvente.
2.2.2. Sintesis de PMMA-b-PHEMA

Una vez obtenido el macroiniciador, se prosiguio con la sintesis del copolimero PMMA-b-
PHEMA de acuerdo con lo reportado por Taylor et al. [42] usando una relacion molar de
1/100/1/2 de macroiniciador/mondmero/catalizador/ligante, respectivamente. Primero, los
disolventes utilizados (1-propanol y 2-butanona) asi como el mondémero (HEMA) se
burbujearon por 15 min con N2. La mezcla de disolventes 1-propanol/2-butanona (30/70 %

v/v) con el PMMA-Br se agregaron a un matraz Schlenk dejandose en agitacion constante
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hasta obtener una solucion homogénea. Se afiadieron el catalizador CuBr(l) y la bipiridina y
nuevamente se dejo en agitacion hasta su completa homogeneizacion. Se realizaron 3 ciclos
de N2-vacio como el descrito en la seccidn anterior. La mezcla de reaccion se dejo en un bafio

de aceite a 80 °C por 5 horas (ver figura 2.3).

CH,
H2 9H3 2\ (@] gz 1-propancl/2-butancna H2 (;-:HS H2 C|H3
feiedmr +HCTETeT o — fC C—1C G
Lim I H2 CuBr/2-Bpy é m )\ nC OH
o0 © oo o7 o e
| I H2
CH, CHs;
PMMA-Br HEMA PMMA-b-PHEMA

Figura 2.3. Sintesis del copolimero PMMA-b-PHEMA

Para purificar el copolimero, primero se paso a través de una columna de alimina bésica y

se evaporo el disolvente para obtener el copolimero seco.
2.2.3. Sintesis de PMMA-b-PDMAEMA

El proceso de sintesis para el copolimero PMMA-b-PDMAEMA es similar al utilizado en la
sintesis del PMMA-b-PHEMA, pero en este caso usando anisol como disolvente y CuCl
como catalizador. El anisol y el monémero DMAEMA se desgasificaron por 15 minutos con
N2 previo a su uso [43, 41, 44]. El orden en que se agregaron los reactivos fue igual que en
la sintesis de PMMA-b-PHEMA. El copolimero obtenido se purificé a traves de una columna
rellena de alumina bésica y silica gel para eliminar los residuos de catalizador y monémero

residual (ver figura 2.4).

CH CHs H CH; p,CHs

H, 7''8 ! 2 CuCl/2-bpy 2 ] 2 CH

C ‘C——}~Br /,C\ /o\ /C\ tCHB —_— C C C C H2 3
1» /& m + HC™ ¢ ﬁ N Anisol + éom c':t/c\ f[{]\

0" 0 O 2 CH; 0°%0  0"0" G CHs

|

CHa CHj

PMMA-Br DMAEMA PMMA-b-PDMAEMA

Figura 2.4. Sintesis del copolimero PMMA-b-PDMAEMA
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2.2.4. Sintesis de PAMPS-b-PMMA

La sintesis del copolimero PAMPS-b-PMMA se llevé a cabo usando como catalizador el
complejo de rutenio [Ru(o-CsHa-2-py)(bpy)(MeCN).]PFs siguiendo una metodologia
diferente a las descritas anteriormente. En un matraz Schlenk de 25 mL, con agitacion, se
agregd 1.62 g (7.8 mmol) del AMPS, 25 mg (0.039 mmol) de catalizador [Ru(o-CsHa-2-
py)(bpy)(MeCN)2]PFs y 2 mL de dimetilformamida (DMF). La mezcla se agitd hasta su
completa disolucion y se desgasificO mediante tres ciclos de congelamiento-vacio-Na.
Posteriormente, se agreg6 5.73 pL (0.039 mmol) de EBIB vy se dejé reaccionar por 10 horas
a 80 °C.

Terminado el tiempo de reaccion, a la solucion polimérica viscosa se agregoé 1 mL de DMF
para disminuir la viscosidad, se agregé el monémero MMA previamente desgasificado y se
dejo reaccionar por otras 24 h a 80 °C (ver Figura 2.5). Finalizado el tiempo de reaccion el
copolimero se purifico a través de una columna rellena de florisil y la solucion obtenida se
concentrd a vacio y se precipitd en acetato de etilo. El precipitado se filtré y lavo varias veces

con acetato de etilo. Finalmente, el copolimero se sec a 80 °C en una estufa de vacio por 24

horas.
CH
CH2CH Br 4 CHs Ru(ll) CcH CH CH.O—
Jr H,C=C Jr o T 20 olm
N H C-0 a
DMF, 80 *C 5
H3C+CH3 Q ;
Iy CH, HSC—(’;—HCHS CHs
SO4H soi,H
PAMPS-Br MMA PAMPS-b-PMMA

Figura 2.5. Sintesis del copolimero PAMPS-b-PMMA
2.2.5. Caracterizacion de copolimeros

La estructura quimica de cada uno de los copolimeros sintetizados se confirmd por resonancia
magnética nuclear de proton (*H-RMN). Para el analisis, los materiales obtenidos PMMA-
Br, PMMA-b-PHEMA, PMMA-b-PDMAEMA y PAMPS-b-PMMA se disolvieron en
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CDCls, DMSO-ds, CDCls y CD30OD, respectivamente. Las caracterizaciones se realizaron en
el Laboratorio Nacional de Nano y Biomateriales (LANNBIO) del Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico (CINVESTAV) unidad Mérida, usando un
espectrometro Varian-600. Los pesos moleculares (PM) y su distribucion (DPM) se
determinaron en un equipo cromatografo de permeacion en gel (GPC) Agilent 1100 HPLC
equipado con un detector de indice de refraccion (IR) y 2 columnas Zorbax PSM 60-S y PSM
1000-S. Se utiliz6 DMF con 0.05% de LiBr como fase movil a una velocidad de flujo de 1.0

mL/min. Para la calibracion se utilizaron muestras estandar de poli(metacrilato de metilo).

2.3. ETAPA Il: ELABORACION DE MEMBRANAS

Las membranas se elaboraron por el método de inversion de fases. A continuacion, se
describe en detalle la preparacion de las mezclas y las membranas por el metodo de inversion
de fases. Se utilizaron 3 diferentes bafios de coagulacion para su obtencion: agua,
agua/DMACc (90/10 % v/v) y agua/acetona/isopropanol (95/2.5/2.5 % viviv).

2.3.1. Elaboracion de membrana de PLA

Con la finalidad de conocer la eficiencia de dialisis de las membranas de mezclas de
PLA/copolimeros en comparacion con las membranas de PLA puro, se elaboré una

membrana 100% de PLA de acuerdo con lo reportado en la literatura [45]:

El PLA (3.6 g) se disolvio en DMAc (20 mL) durante 24 horas a 85°C. Se verifico que la
solucién no contuviera burbujas en su interior, para evitar que la membrana se forme con
rugosidades en su superficie. La solucion polimérica se colocd en una placa de acero
inoxidable y se realizo el rasamiento de la solucién por la superficie con ayuda de una cuchilla
para rasado de pelicula previamente graduada a 80 um de espesor. Inmediatamente se colocd
en el bafio de coagulacion donde la formacién de la membrana porosa se llevé a cabo en un
lapso de 15-20 min (ver figura 2.6). Por ultimo, se lavo varias veces con agua destilada para

eliminar cualquier residuo.
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Figura 2.6. Proceso de elaboracion de membranas por inversion de fases

2.3.2. Elaboracion de las membranas PLA/copolimero

Las mezclas de cada copolimero sintetizado con el PLA se realizaron de la siguiente manera:
la mezcla de PLA/copolimero con proporcion 85/15 (%peso/peso) se disolvio en DMAC por
24 h a 85 °C. En un experimento tipico, se disolvio 1.7 g de PLA y 0.3 g de uno de los
copolimeros en 8 mL de DMAC durante 24 h. Posteriormente se realizd el mismo
procedimiento de preparacion de membrana e inversion de fases que el descrito para la
membrana de PLA. Las membranas se formaron en un tiempo de 25- 30 min usando los
bafios de coagulacion mencionados. De igual forma, se realizan lavados con agua destilada

para eliminar los residuos del disolvente.
2.3.3. Incorporacion superficial de copolimeros funcionalizados en las membranas

Una vez obtenidas las membranas, el proceso continda con la incorporacion de los

copolimeros funcionalizados en la superficie de cada membrana.

Las soluciones de copolimeros preparadas para el pulverizado fueron del 6%
(%peso/volumen) y se usaron diferentes disolventes para cada copolimero. Para solubilizar
el copolimero PMMA-b-PHEMA se utilizd una mezcla de disolventes de 1-propanol/2-
butanona en una proporcion 30/70 (%volumen/volumen) y se dejo en agitacion a temperatura
ambiente por 24 h. Al obtener una solucion homogeénea se pulverizé sobre la superficie de la
membrana PLA/PMMA-b-PHEMA, tal como se muestra en la figura 2.7. Para la membrana
de PLA/IPMMA-b-PDMAEMA y PLA/PMMA-b-PAMPS, el procedimiento se realiz6 de la
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misma manera, sin embargo, los disolventes utilizados para disolver los copolimeros fueron

cloroformo y metanol, respectivamente.

Figura 2.7. Aplicacion de copolimeros funcionalizados, 8 ciclos

A cada membrana se le aplicaron 8 ciclos de pulverizacion en su superficie a una distancia
de 15 cm entre el aerégrafo (marca GONI mod. 954) y la superficie. Entre cada ciclo de

pulverizado se esperaron 5 min para que la superficie se secara.
2.3.4. Caracterizacion de membranas

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para la caracterizacion morfologica de las membranas se prepararon muestras superficiales
y transversales. Las transversales se prepararon sumergiendo las muestras en nitrogeno
liquido y una vez congeladas se fracturaron para obtener un corte fino. Para el analisis se
utiliz6 un equipo de microscopia electronica marca JEOL-JSM-6360LV, previo al analisis
las muestras se recubrieron con una capa de oro utilizando el equipo de metalizacién
DENTON VACUUM DESCOPE.

Angulo de contacto

Para comprobar la hidrofilicidad de las membranas, se realizo la prueba de &ngulo de contacto

usando un goniémetro marca Ramé-Hart modelo 590. Se cortaron muestras de cada
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membrana con un tamafio de 1 x 2 cm y cada una se colocd en un portaobjetos. La medicion
se realizé usando gotas de agua (10 pL) en 4 diferentes posiciones de la membrana y se

reporto el promedio de los valores obtenidos.
2.4. ETAPA I11: PRUEBAS DE EFICIENCIA DE DIALISIS

Se realizaron tres pruebas fundamentales para el estudio de la eficiencia de dialisis de las
membranas elaboradas, las cuales son: prueba estética de proteinas, prueba de flujo y la
prueba de dialisis.

2.4.1. Prueba estatica de proteinas

La prueba estatica de proteinas se realizd utilizando albdmina de suero bovino (BSA) como
proteina. Cada membrana se cortd en circulos con didmetro de 4.5 cm y seguidamente se
sumergieron en 50 mL de una solucion de buffer de fosfatos (0.1 M, pH de 7.24) durante 24
h.

Una vez terminado el tiempo, se retiraron las membranas de la solucion buffer y se colocaron
en 50 mL de buffer de fosfatos/BSA (con una concentracion de 1 mg/mL de proteina) y se
dejaron por 3 h. Al finalizar el tiempo, las membranas se lavaron con abundante solucion de
buffer de fosfatos y agua destilada para retirar el exceso de proteinas en su superficie. La
cantidad de proteinas adsorbidas se cuantificé usando un espectrofotdmetro de UV-vis A&E
Lab Mod. AE-UV1608 a una longitud de onda de 595 nm utilizando el método de Bradford
[46, 47].

La concentracion de proteinas fue determinada a partir de la ecuacion (1):

Cinicial - Cfinal (1)

Cantidad absorbida ('ug/cmz) = 5

Donde Cin;ciq: €S la concentracion de proteinas en la solucion inicial, Cr;y,q; Concentracion de

proteinas después de la inmersion de la membrana y S el &rea de la membrana (19.63 cm?).
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2.4.2. Prueba de flujo y retencién de proteinas

Las pruebas de flujo, anti-ensuciamiento y retencién de proteinas se realizaron en una celda
de alta presion Sterlitech HP4750 (ver figura 2.8). Las condiciones utilizadas en la medicion
de flujo se presentan en la tabla 2.2. La prueba de flujo y retencion se llevo a cabo controlando
la presion aplicada con un medidor de presion de 0-1000 psi marca Heise.

Regulador de
presion

/\

;

\I :
Py 3

Medidor de l ' (<]

resion 25
P Prueba de recoleccion

— de permeado
@ g

Nitrégeno

Figura 2.8. Celda de permeacion Sterlitech HP4750

Para iniciar la prueba, la membrana se colocé en el interior de la celda, seguido por la
aplicacion de 250 mL de agua destilada y presion. Se midié el flujo de agua durante 15 min
en un intervalo de 5 min entre cada medicion. Este primer flujo ser& nombrado Jwi. Al
finalizar los 15 min, se retird el agua sobrante de la celda y se prosigui6 a colocar 200 mL de
solucion de BSA/buffer fosfatos, la cual se dejo filtrando durante 15 min y se midio
solamente la cantidad final filtrada. Al finalizar esta prueba, se retir6 el sobrante de la
solucion de la celda y se agreg6 agua destilada sin retirar la membrana, se dejé en agitacion
constante durante 30 min para realizar la limpieza de la celda. Por altimo, se agregaron
nuevamente 250 mL de agua destilada y se aplicd presion a la celda, tomando nuevamente
cada 5 min la cantidad de agua filtrada (Jw2). Esta Ultima prueba se realizo para conocer la

variacion entre el flujo inicial y final a través de la membrana [48].
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Tabla 2.2. Pardmetros utilizados para pruebas de flujo

Diametro de . - Concentraciéon Flujo de
Presion inicial | Volumen inicial .
membrana de proteinas permeado
4.5-5cm 5.5 psi 250 mL 1 mg/mL L/m?h

Para calcular el flujo a través de la membrana, se utiliza la siguiente ecuacion

J =~ &)

Donde V es el volumen filtrado, A es el area efectiva de la membrana (14.6 cm?) y t es el
tiempo en que se realizd la prueba (h).

Para evaluar la propiedad de relacion de recuperacion de flujo por reciclado (RFR) de la
membrana, se utilizo la siguiente ecuacion:

RFR (%) =§W—2x100 )

wil
Donde Jw2 Y Jwz son los flujos obtenidos al finalizar la prueba y al iniciarla, respectivamente.
Un alto valor promedio de RFR es un indicador de anti-ensuciamiento (antifouling), ya que

refleja un ensuciamiento minimo que no disminuye la eficiencia de la membrana.
2.4.3. Prueba de dialisis

La prueba de dialisis se realizd segun lo reportado en la literatura [2, 32, 33, 36, 49]. En el
diagrama de la figura 2.9 se muestra el sistema de didlisis utilizado para evaluar las
propiedades de las membranas. Este sistema estd compuesto por dos compartimentos que se
encuentran a contracorriente; en el primer compartimiento se coloca una solucion que
contiene solutos como urea, lisozima y BSA, mientras que en el segundo se coloca el liquido
de arrastre o dializante. De esta manera, se asegura el intercambio de los solutos a través de

la membrana.
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Figura 2.9. Celda de dialisis

Se utilizaron dos soluciones con solutos para realizar la prueba: la primera solucién se
prepar6 con una mezcla de urea (1.5 g/L) y lisozima (0.04 g/L) y la segunda solucién con
una mezcla de urea (1.5 g/L) y BSA (1 g/L); ambas soluciones simulan la sangre. Como
simulador del liquido dializador se utilizé agua destilada. Los flujos de los compartimientos
de la solucion con solutos y la solucién dializante se mantuvieron en 50 ml/min y 100 ml/min,
respectivamente. El area efectiva de la membrana fue de 7 cm?. La prueba tuvo una duracion
de 4 h y se tomaron muestras cada hora.

Para la cuantificacion de urea, se utiliz6 una solucién de acido sulfarico (H2SO4) al 1.2 M en
la cual se disolvio el reactivo 4-(dimetilamina) benzaldehido (PDAB) a una concentracion
de 0.1 M [33]. De la solucién preparada, se tomaron 0.8 ml y se mezclaron con 1.7 ml de
agua y 1.5 ml de muestra. La solucion con la muestra se midié a una longitud de onda de 410

nm en un equipo de UV-vis. La eliminacidn de urea fue determinada a partir de la formula
3:

Cr; 3
Eliminacionyggs (%) = (1 — M) x100 3

Inicial

Donde Ci,iciqr €S la concentracion inicial de urea en la solucion inicial simulando la de la

sangre Y Crinq €S la concentracion final de urea en la misma solucion.
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Para la cuantificacion de lisozima se utiliza de igual manera el método UV-vis y se mide a
una longitud de onda de 280 nm sin afiadir ningun colorante [50]. Para la determinacion de
la eliminacion de lisozima se utiliza la formula (3) mencionada en el parrafo anterior. Para la
cuantificacion de proteinas se utilizd el método de Bradford (como en la prueba estéatica de
proteinas) y las muestras se midieron a una longitud de onda de 595 nm. Para determinar la
retencion de BSA se utiliza la formula 4:

C .
Retenciéngg, = ( Cf inal )x 100 (4)

inicial

En donde Ciy;iciq: €S la concentracion inicial de proteinas en la solucion simuladora de sangre

Y Crina: €S la concentracion final obtenida después de 4 h de prueba.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ETAPA I. SINTESIS DE COPOLIMEROS

Se eligid la técnica de polimerizacion radicélica por transferencia de atomos (ATRP) para la
sintesis de los copolimeros con la finalidad de obtener copolimeros anfifilicos en bloque, con
control en la longitud de cadena y en la composicién quimica. Se utilizé como base un bloque
de PMMA debido a su naturaleza hidrofobica, ademés de ser miscible con la matriz de PLA
[51]; ademas de que se ha reportado que el PMMA es altamente biocompatible, capaz de
eliminar la 2-microglobulina por adsorcion y presenta alta retencion de compuestos toxicos
[27]. Para el segundo bloque se eligieron mondmeros con grupos funcionales que

proporcionaran hidrofilicidad y biocompatibilidad a la mezcla.

3.1.1. Caracterizacion por resonancia Magnética Nuclear de proton (*H-RMN)

La estructura quimica del macroiniciador y copolimeros fueron confirmadas por resonancia
magnética nuclear de proton (*H-RMN). El uso de RMN también nos permitio identificar y
cuantificar los grupos terminales (para confirmacion de wuna polimerizacion
viviente/cotrolada), la masa molecular del macroiniciador y el grado de copolimerizacion.

Los resultados obtenidos de este anélisis se presentan y discuten a continuacion.

Sintesis de macroiniciador PMMA-Br

En la figura 3.1 se muestra el espectro de 'H-RMN correspondiente al macroiniciador
PMMA-Br. El macroiniciador fue caracterizado usando CDCl; como disolvente. Se
identificaron las sefales caracteristicas de los protones presentes en el PMMA a 3.66 ppm
(sefal c) correspondiente a los metilos cercanos al grupo éster y las sefiales entre 0.5-1.4 ppm
y entre 1.7 a 2 ppm correspondientes a los grupos -CHz (sefial b) y -CH> (sefial a) de la
cadena principal del macroiniciador. Ademas, la sefial en 4.14 ppm (d) se atribuye a los
protones del -CH: a terminal del grupo éster de etilo del iniciador EBIB, indicando que la
polimerizacion via ATRP del PMMA ocurri6 con éxito. El desplazamiento que se observa
en 3.77 (sefal e) corresponde al éster de metilo de la cadena terminal. Todas las sefiales en

el espectro coinciden con lo reportado en la literatura [44]. La sefial correspondiente al
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desplazamiento 3.47 corresponde a residuos de metanol, disolvente utilizado para la

purificacion del material.

c:::o c=om ¢=0
Q Q Q
d CH, CH, CH,
CH, c e
b
d 7

MeOH
a
M&//\A/\M, /

4.20 4.15 4.10
ppm

ppm

Figura 3.1. Espectro de *H RMN del macroiniciador PMMA-Br

Sintesis de PMMA-b-PHEMA

La estructura quimica y la composicion molar del PMMA-b-PHEMA también fue
confirmada por *H-RMN. En la Figura 3.2 se observan los picos caracteristicos de cada uno
de los blogues que forman el copolimero, entre las que podemos destacar la sefial ¢ a un
desplazamiento de 3.55 ppm correspondiente al -CHs del PMMA, la sefial e en 3.77 ppm
correspondiente a los protones del -CH, del PHEMA, vy la sefial a 4.7 ppm (sefial d) de los
protones del -CH. cercano al grupo hidroxilo del PHEMA. La sefial del disolvente DMSO-
de aparece a 2.5 ppm. Lo anterior se compar6 con la literatura [52] y confirma la obtencion
del copolimero PMMA-b-PHEMA.
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Figura 3.2. Espectro de *H RMN del copolimero PMMA-b-PHEMA

El grado de copolimerizacion se calcula integrando las sefiales de los protones del grupo

metilo del éster (-CHs) del bloque de PMMA y los protones -CH> del bloque de PHEMA, de
acuerdo con la siguiente formula (6):

2fc

G-Pemma =571 374d (6)

Donde c corresponde a la sefial de los protones del metil éster del bloque de PMMA vy d
corresponde a los protones del metileno del bloque de PHEMA. Los coeficientes 2 y 3

corresponden a los protones de -CH. del PMMA y -CHs del PHEMA, respectivamente.
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Con esta formula se obtuvo un grado de copolimerizacion del bloqgue PMMA del 66% Yy del
33% del bloque PHEMA. Se determind desde el inicio del proyecto mantener una
concentracion del bloque hidrofilo menor al 40%, con la finalidad de no aumentar
drasticamente la hidrofilicidad de la mezcla polimérica impidiendo la formacion de la

membrana por afinidad de esta con el bafio de coagulacion.

Sintesis de copolimero PMMA-b-PDMAEMA

Para el analisis 'H-RMN del copolimero PMMA-b-PDMAEMA se utilizé cloroformo
deuterado para disolver la muestra. Las sefiales caracteristicas del copolimero debidamente
identificadas se muestras en la figura 3.3. La sefial del desplazamiento a 4.00 ppm (sefial b)
corresponden a los protones cercanos al oxigeno del grupo éster del bloque de PDMAEMA
y la sefial a 3.54 ppm (sefial a) se atribuyen a los desplazamientos de los protones cercanos
al grupo éster del PMMA. Las sefales quimicas tipicas en los desplazamientos 0.96, 1.77,
2.09y 2.51 ppm se atribuyen a los protones del metilo -CHjs (sefal f), al metileno -CH> (sefal
e), N-CHs (sefial d) y N-CH.- (sefal c) de la cadena principal del PMMA-b-PDMAEMA,
respectivamente. La sefial observada en 3.76 corresponde a residuos de THF, disolvente

utilizado para la purificacion del copolimero.

El porcentaje de copolimerizacion de PMMA en el bloque del copolimero fue de 68% y se

calculd con la siguiente formula (7):

cc _ 2fa
CPMMA T o fa+3 (b

(7)
Donde a corresponde a la sefial de los protones del metil éster del bloque de PMMA y b
corresponde a los protones del metileno del bloque de PDMAEMA. Los coeficientes 2 'y 3

corresponden a los protones de cada sefial (2 protones del -CH2 del PDMAEMA y 3 del
PMMA).

38



e
Hy §Hs 1, GHs

OO
C N

O O” 70" °C” "CHs d
CH3 Hz
a
q f
a / \
e
. THF A
[ T T T T T T
5 4 3 2 1
ppm

Figura 3.3. Espectro de *H RMN del copolimero PMMA-b-PDMAEMA

Sintesis de copolimero PAMPS-b-PMMA

El espectro (figura 3.4) exhibe picos alrededor de 3.22, 1.92, 1.58 y 1.37 ppm correspondiente
a los protones del bloque de PAMPS, asi como las sefiales caracteristicas del bloque PMMA
debidamente identificadas a 3.7 ppm (sefial g), 0.5-2.0 ppmy a 1.92 ppm que se traslapa con
la sefial de los protones -CH> de la cadena principal del PAMPS. La composicion del
copolimero fue obtenido directamente por *H-NMR de la integracion de la sefial del PAMPS
a 3.22 ppm (sefial d) y a 3.72 ppm (sefial g) para el bloque de PMMA, resultando en 67.5%
de PMMA y 32.5% de PAMPS.
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Figura 3.4. *H RMN del copolimero PAMPS-b-PMMA

3.1.2. Determinacion de masa molecular (Mn) y dispersidad (D) por GPC

Como se menciono anteriormente, la ventaja de utilizar la técnica de polimerizacion ATRP
es que permite obtener copolimeros anfifilicos en blogue, con control en la longitud de
cadena y en la composicion quimica. En particular, permite el control de la masa molecular
(Mn) y la dispersidad (D) de los polimeros. En la tabla 3.1 se muestran los valores de M, y
D obtenidos experimentalmente por cromatografia de permeacién en gel (GPC). En los
primeros dos copolimeros PMMA-b-PHEMA y PMMA-b-PDMAEMA se sintetizaron a
partir de un macroiniciador de PMMA con masa molecular de 25.7 x10° g/mol con una D de
1.15. La baja dispersidad es caracteristica de este tipo de sistemas de polimerizacion
controlada. Los cromatogramas de GPC mostraron un importante incremento en la masa
molecular de los copolimeros PMMA-b-PDMAEMA y PMMA-b-PHEMA pasando de 25.7
x10%a 58.9 x10%y 46.7 x10° g/mol, respectivamente.
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Tabla 3.1. Masa molecular (Mn) y polidispersidad (PDI) de los copolimeros sintetizados

Copolimeros M, macroiniciador D M, Copolimero | D
(g/mol) x 10° (g/mol) x 10°
PMMA-b-PHEMA 25.7 1.15 46.7 2.31
PMMA-b-PDMAEMA 25.7 1.15 58.9 1.29
PAMPS-b-PMMA 66.4 1.63 90.7 2.63

En la figura 3.5, se muestra como ejemplo el cromatograma del copolimero PMMA-b-
PDMAEMA, donde el copolimero conservo una D por debajo de 1.5. En los otros casos, las
curvas de GPC de los copolimeros fueron mas anchas, debido al porcentaje de cadenas
muertas presentes en el macroiniciador, en particular para el copolimero PAMPS-b-PMMA
que presento una D de 2.63 debido a que el proceso de copolimerizacion se llevo a cabo de

manera secuencial [53].

—— PMMA-Br
—— PMMA-b-PDMAEMA

T T T T T T T T T T T
7.6 8.0 8.4 8.8 9.2 9.6

Tiempo de retencién (min)

Figura 3.5. Cromatograma de GPC del macroiniciador de PMMA-Br y PMMA-b-
PDMAEMA
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3.2. ETAPA Il. ELABORACION DE MEMBRANAS
3.2.1. Microscopia electronica de barrido (SEM) de membranas

En esta seccidn se describe la morfologia y estructura de las membranas elaboradas por
inversion de fase usando los diferentes bafios de coagulacién como son: agua, una mezcla de
agua/DMAc y una mezcla de Isopropanol/Acetona/Agua (I/A/A). La técnica de microscopia
electronica de barrido (SEM) fue usada para confirmar la estructura porosa superficial y

transversal de las membranas.

Efecto del agua como bafio de coagulacion

El agua es uno de los disolventes mas utilizados como bafio de coagulacion en la técnica de
inversion de fases. Sin embargo, se ha reportado la formacion de macroporos, y estructuras
internas tipo “dedos” los cuales no son deseables en las membranas, ya que disminuye las

propiedades mecanicas, ademas de no tener buenas propiedades de separacion.

Membrana de PLA

Zhu y colaboradores (2015), reportaron la elaboracién de membranas de PLA aplicadas en
procesos de hemodialisis. Los autores mencionados utilizaron polietilenglicol (PEG) como
aditivo para promover la formacion de poros en la membrana. En este estudio no se afiadio
PEG debido a que se quiere estudiar el efecto de la incorporacion de copolimeros anfifilicos
como aditivos en las membranas asimétricas. Para efectos de comparacion se elaboré una
membrana de PLA puro, su morfologia se puede observar en la figura 3.6. La membrana
presentd una superficie porosa, con poros irregulares del orden de nm (calculados con el
software del equipo “Analytical Scanning Electron Microscope™) y distribuidos de manera

no uniforme, como puede observarse en las micrografias con aumento a 20,000X.

El corte transversal en las membranas aportd mas informacidén respecto a su estructura
asimétrica. El bafio de coagulacidn que en este caso fue agua provocé la formacion rapida
(10 min) de la membrana. Este intercambio que se da entre la solucion polimérica con el
disolvente y el no solvente ocurre tan rapido que no produce una membrana bien formada,

como se observa en la figura 3.6b. En la base de la membrana se puede apreciar la
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acumulacion del material y como se pierden aquellos caminos que se forman por el
intercambio de solventes. Por otra parte, si se observa nuevamente el corte transversal se
puede apreciar que el tamafio de los poros se incrementa conforme se alejan de la capa

superficial.

ZBkY  XZe, 808 15

Figura 3.6. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana PLA en bafio de agua

Efecto de la adicion de copolimeros anfifilicos

Se ha reportado que uno de los métodos para mejorar la hidrofilicidad y propiedad de
antiensuciamiento, en membranas con aplicaciones biomédicas y de tratamiento de aguas, es
la mezcla de copolimeros anfifilicos en una matriz polimérica [54, 55]. Cuando se mezclan
con la solucion polimérica, los aditivos se segregan hacia la superficie de la membrana en
bafios de coagulacién de agua creando una superficie hidrofilica, mientras el bloque
hidrofobico (en este caso el bloque PMMA) junto con la matriz polimérica (PLA) quedan en
la parte inferior de la membrana [56]. A continuacion, se estudiara el efecto del mezclado de
los copolimeros anfifilicos PMMA-b-PHEMA, PAMPS-b-PMMA y PMMA-b-PDMAEMA

en la mezcla de PLA.

Membrana de PLA/PMMA-b-PHEMA

La morfologia superficial de la membrana de PLA/PMMA-b-PHEMA (figura 3.7a) presenta

una mayor cantidad de poros en la superficie, asi como tamafios mas uniformes y de menor

43



tamario (entre 61 y 100 nm) comparada con la membrana de PLA puro. La seccion transversal
es altamente porosa, ademas los poros se vuelven méas pequefios al acercarse a la superficie,
esto puede resultar benéfico al incrementar la selectividad de los solutos que pasen a través
de ella. Al igual que en las membranas de PLA puro, se puede apreciar la acumulacién del
material en la base de la membrana y se observa la pérdida de los caminos que se forman por
el intercambio de disolventes. Esto Gltimo debido a la rapida formacion de la membrana en

el bafio de coagulacion de agua.

7
Zaky XzZo. 080 1rm P13z 7 SEY

Figura 3.7. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-
PHEMA en bario de agua

Membrana de PLA/PMMA-b-PDMAEMA

La membrana que se muestra a continuacion es la elaborada a partir de la mezcla
PLA/PMMA-b-PDMAEMA. Esta membrana presento en la superficie una estructura no
homogénea y la vista transversal muestra una estructura asimétrica que consiste en una capa
superior compacta y una capa inferior con la presencia de macroporos, los cuales a su vez
con un mayor aumento se observan parcialmente densas. A diferencia de las membranas
anteriores, esta membrana presenta poros grandes en la superficie, del orden de 5 a 10 pm,
asi como poros mas pequefios (0.12 — 0.24 um) por lo cual podria influir en la selectividad a
las proteinas en las pruebas de flujo (figura 3.8). La membrana cuenta con un espesor 150-

200 pm, lo cual es mucho menor al de las membranas anteriormente presentadas (442-511
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um). En general, la formacion de la membrana no fue favorable y ademas dificil de

manipular, ya que resultd muy fragil al tacto.

ZBkU - XZB, o688 1rm
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Figura 3.8. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-
PDMAEMA en bafio de agua

A continuacidn, en la tabla 3.2 se presenta la relacion de tamafios de poros y espesores de
membranas realizadas en el bafio de agua. Las membranas presentaron poros en la seccion
superficial en el orden de nm que van desde 61-100 para la membrana de PLA/PMMA-b-
PHEMA hasta 180-537 para la membrana de PLA puro. Cabe mencionar que la membrana
de mezcla de PLA con PAMPS-b-PMMA no se formd en el bafio de agua, lo cual se atribuye

a la alta compatibilidad del copolimero con el no solvente (agua).

Tabla 3.2. Tamafio de poro en la superficie y espesor de membranas en el bafio de agua

Membrana Espesor (um) Tamario de poro
(nm)
PLA 442 180 - 537
PLA/PMMA-b-PHEMA 465 61-100
PLA/PMMA-b-PDMAEMA 150 122- 1,000
PLA/PAMPS-b-PMMA ND ND

*N.D.: No determinado debido a que la membrana no se formd
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Efecto del bafio de coagulado DMAc/agua

En el proceso de inversion de fases, varios pardmetros afectan la precipitacion del polimero
y, en Ultima instancia, la morfologia de la membrana formada. De acuerdo con la literatura,
algunos de los parametros mas influyentes son la concentracion de polimero, el uso de
aditivos, el disolvente, la composicion y la temperatura del bafio de coagulacion. Asi como
la composicion y la temperatura de la solucion de fundicion (solucion casting) [57]. A
continuacion, nos enfocaremos en el efecto que se produce en la morfologia de la membrana
al cambiar la composicién del bafio de coagulacion por una mezcla de agua con

dimetilacetamina (DMAC) en una relacion 90/10 %v/v.

Membrana de PLA

En la figura 3.9 se puede observar que la membrana de PLA, comparada con la anterior,
presenta una mayor cantidad de poros en su superficie, asi como en su interior (vista
transversal, figura 23b). El tiempo de formacion de la membrana fue mayor (entre 20-30 min)
en comparacion con el bafio de agua. Los sistemas con una velocidad rapida de inversion de
fases tienden a formar macroporos con estructuras tipo “dedo”, mientras que los sistemas con
una velocidad lenta de inversion de fases resultan en morfologias con estructura “tipo
esponja” [58]. En este caso, la introduccion de DMACc al 10% en el bafio de coagulacion
retarda el tiempo de formacién de la membrana, provocando un incremento uniforme en la
cantidad de poros del orden de um (2.66 — 6.05 um) asi como una estructura mas manejable,
con una disminucién de macroporos tipo “dedos” en la seccion transversal; ademas, no se
aprecia la acumulacion de restos de material polimérico en comparacion con la membrana de

PLA elaborada usando agua como bafio de coagulacion.
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Figura 3.9.. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA

Membrana de PLA/PMMA-b-PHEMA

Como se observa en las imagenes de SEM de la figura 3.10, la membrana presenta una gran
cantidad de poros del orden de nm (70-80 nm), asi como una estructura mas uniforme que la
membrana realizada con el bafio de agua. Al igual que la membrana de PLA puro, el tiempo
de formacién fue mayor (20-30 min), lo que permitié un mejor intercambio entre disolvente
y no solvente. Por otra parte, en la imagen transversal (figura 3.10 b) de la membrana también
se puede observar una disminucién en la formacién de macroporos. Es importante mencionar
que la membrana realizada en este bafio de coagulacion es mas flexible al tacto y se puede
manipular mejor que la realizada en bafio de agua. La membrana present6 un espesor de 316

a 318 um.
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Figura 3.10. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-
PHEMA

Membrana de PLA/IPMMA-b-PDMAEMA

La morfologia observada en la membrana de PLA/PMMA-b-PDMAEMA es similar a la
observada en la membrana obtenida en el bafio de agua; presenta una alta porosidad en su
superficie, con pequefias fallas en su superficie que podrian promover la rotura de la

membrana al momento de su manipulacion en las pruebas de dialisis (ver figura 3.11 a).

En el caso de la vista transversal, puede observarse una formacion de canales con baja
porosidad en su interior. Es importante destacar que la morfologia obtenida en la membrana
es visiblemente mas firme comparada con su homéloga elaborada en agua, asi como la

visualizacion de las dos capas formadas, mencionadas anteriormente.

48



zBaklU  XZ8,8

Figura 3.11. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana PLA/PMMA-b-
PDMAEMA

Membrana de PLA/PAMPS-b-PMMA

A diferencia de la membrana de PLA, se observa que la membrana con el copolimero
PAMPS-b-PMMA aumenta la porosidad de la membrana significativamente en la zona
superficial (ver figura 3.12 a), asi como la disminucion del tamafio de poro, haciendo que la
superficie sea mas selectiva al momento de la filtracion. Esto podria ser favorable para evitar
el paso de las proteinas como el BSA a través de la membrana; sin embargo, por la forma de
los poros, al momento de las pruebas las membranas pueden presentar fracturas en su

superficie.

En la zona transversal, como se observa en la figura 3.12 b, se puede observar la formacion
de macroporos en el interior, asi como poros mayores en la parte inferior de la membrana, lo
cual podria ser benéfico para el transporte de agua a través de la membrana (cabe destacar
como importante la eliminacion de agua en los pacientes con ESRD debido a que no pueden

eliminarla por si mismos); sin embargo, podria disminuir sus propiedades mecanicas [59].
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Figura 3.12. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana PLA/PAMPS-b-PMMA

A continuacién, en la tabla 3.3 se presentan los tamafios de poro en la superficie y espesor de
cada una de las membranas realizadas en este trabajo. La principal diferencia entre las
diferentes membranas fue el tamafio de poro en la superficie y seccién transversal. Sin
embargo, a pesar de que todas las soluciones poliméricas contenian la misma concentracion
polimérica, asi como el espesor del rasador, la solucion que contenia la mezcla de PLA con
el copolimero PAMPS-b-PMMA lucia con menor viscosidad comparadas con las demas,
siendo las soluciones de PLA/PMMA-b-PHEMA y PLA/PMMA-b-PDMAEMA mas
espesas.

Tabla 3.3. Tamafio de poro en la superficie y espesor de membranas realizadas en
DMAc/agua

Membrana Espesor (um) Tamario de poro
(nm)
PLA 568 2,066 — 6,050
PLA/PMMA-b-PHEMA 317 60 - 78
PLA/PMMA-b-PDMAEMA 334 540 - 950
PLA/PAMPS-b-PMMA 173 72-154

En todos los casos, la introduccion de DMACc al 10% en el bafio de coagulacion retardé el
tiempo de formacién de la membrana (hasta 15 min mas en comparacion del bafio de agua).
De acuerdo con J. Brandrup [60], para el caso de una solucion polimérica de poli(fluoruro de

vinilideno) (PVDF), el DMACc presenta los siguientes parametros de Hansen 4= 16.8 Mpa'/?,
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8= 11.5 Mpal? y &= 10.2 Mpal?, correspondientes a interacciones no polares (d),
interacciones moleculares dipolares (p) e interacciones moleculares de puente de hidrégeno
(h), estos dos ultimos (8p y &n) con valores mucho més bajos que los que presenta el agua, y
son &p= 16.0 Mpal?y &n= 42.4 Mpa'’?, pero méas alto para las interacciones no polares 84=
16.8 Mpa'’2. Por lo tanto, la introduccion de DMAC en el bafio coagulante contribuye a la
disminucién de las interacciones de tipo polar y de puentes de hidrégeno con los diferentes
grupos funcionales (-SOsH, -OH y -N-(CHs)2) presentes debido a la adicion de los
copolimeros anfifilicos, pero incrementa la interaccion no polar hidrofébica con la matriz
polimérica de PLA, lo cual estaria disminuyendo la rapidez de formacién de la membrana.
Efectos termodinamicos (miscibilidad termodindmica de la solucién “casting™) y cinéticos
(incremento de la viscosidad de la solucion polimérica por la adicién de los copolimeros) en
el proceso de inversion de fases, también pueden estar favoreciendo la disminucion de la

rapidez de formacion de las membranas [58].

Se puede mencionar, ademas, que la presencia de los copolimeros como aditivos hidrofilicos
con propiedades no solventes (el aditivo que tiene afinidad con el no solvente y baja afinidad
con el polimero) aumenta la inestabilidad termodindmica de la solucidn polimérica, lo que
podria estar provocando la formacion de macroporos en la estructura transversal de la

membrana durante el proceso de formacién [61].

Efecto del bafio de coagulado I/A/A

Yam Cervantes y colaboradores [48], obtuvieron membranas de PS/PS sulfonada con
estructura tipo esponja al usar un bafio de coagulacién de mezcla acetona/isopropanol, debido
a una lenta coagulacion. Este bafio fue elegido principalmente por la lenta precipitacion,
permitiendo obtener membranas con menor cantidad de macroporos en la zona transversal,

asi como un menor tamafio de poros en la superficie, obteniendo una capa aln mas selectiva.
Membrana de PLA

La membrana de PLA elaborada en el bafio de I/A/A presenta una capa superficial densa con
la presencia de poros aislados unos de otros en algunas zonas como puede observarse en la

figura 3.13 a. Por otro lado, la zona transversal (figura 3.13 b) presenta una alta porosidad y
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una disminucion visible en la formacion de macroporos, comparada con su homologa
obtenida en el bafio de agua y DMAc/agua. Con respecto a las anteriores membranas de PLA,
se observa una marcada diferencia en su estructura morfolégica causada por la variacion del

bafio de coagulacion.

%48, 888 B. Swum X158 108mm
g) D

Figura 3.13. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA

Membrana de PLA/PMMA-b-PHEMA

La membrana que contiene el copolimero con PHEMA obtenida en bafio I/A/A presenta una
alta porosidad en su superficie (figura 3.14 a), asi como en su zona transversal (figura 3.14
b). Presenta una morfologia muy parecida a la membrana realizada en el bafio de
DMAc/agua, sin embargo, el tamafio de poro es menor (aproximadamente 10 nm), con la

presencia de poros mayores (aproximadamente de 400 pum).

52



100um

Figura 3.14. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-
PHEMA

Membrana de PLA/PMMA-b-PDMAEMA

La morfologia obtenida de la membrana con el copolimero PMMA-b-PDMAEMA con el
bafio de I/A/JA es muy diferente comparada con su homologa en el bafio de agua y
DMAc/agua. Se observa una capa superficial (figura 3.15 a) con presencia de poros mas
definidos en comparacion con las membranas realizadas con los otros bafios, mientras que la
zona transversal (figura 3.15 b) presenta macroporos, los cuales son provocados por la rapida
formacion de la membrana. La membrana fue mas resistente al tacto en comparacién con la
membrana formada en el bafio DMAc/agua, lo cual se asocia a la baja porosidad en su
superficie. Cabe mencionar que la aparicion de macroporos es un defecto estructural de la
membrana que deberia evitarse, ya que disminuyen las propiedades mecanicas de las

membranas.
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Figura 3.15. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana de PLA/PMMA-b-
PDMAEMA

Membrana de PLA/PAMPS-b-PMMA

La estructura de la membrana con el copolimero PAMPS-b-PMMA preparada en el bafio
I/A/A (figura 3.16) demuestran que el intercambio entre el disolvente y no solvente utilizados
en el bafio fue rapido, dando como origen la presencia de macroporos en la seccion
transversal (figura 3.16 b), mientras que en el caso de la zona superficial (figura 3.16 a) se
observa una capa que es practicamente densa. De manera convencional, al realizar
membranas por inversién de fases generalmente resultan con una baja densidad de poros en
su superficie, al igual que una estructura porosa cerrada, lo cual exhibe propiedades de
separacion para moléculas pequefias (como urea), pero muy baja para moléculas medianas
(lisozima) [18].
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Figura 3.16. Vista superficial (a) y transversal (b) de la membrana PLA/PAMPS-b-PMMA

A continuacién, en la tabla 3.4 se presenta la relacion de tamafios de poros y espesores de las
membranas realizadas en el bafio de I/A/A. Para la membrana de PLA y PMMA-b-
PDMAEMA realizada en este bafio, no fue posible determinar el tamafio de poro, debido a
que la superficie es practicamente densa.

Tabla 3.4. Tamafio de poro en la seccion superficial y espesor de membranas realizadas en
I/AIA

Membrana Espesor (um) Tamario de poro (nm)
PLA 208 N.D.*
PLA/PMMA-b-PHEMA 260 120 - 125
PLA/PMMA-b-PDMAEMA 278 89 - 170
PLA/PAMPS-b-PMMA 216 N.D.*

*N.D.=No determinado

En las soluciones poliméricas preparadas de PLA con los copolimeros anfifilicos, el no
solvente I/A/A presenta una menor interaccion por puente de hidrégeno y de fuerzas polares
con el polimero, debido a que dos de los copolimeros (PMMA-b-PHEMA y PMMA-b-
PDMAEMA) son insolubles y tienden a precipitar en acetona e isopropanol, excepto el
copolimero PAMPS-b-PMMA que es parcialmente soluble en isopropanol. En la mayoria de

las membranas de esta Ultima serie se observa una capa selectiva densa o con poros muy
pequefos.

55



En general, las membranas obtenidas en este estudio fueron realizadas por el método de
inversién de fases con 3 diferentes bafios de coagulacion (agua, DMAc/agua e I/A/A)
obteniendo diferentes morfologias para cada uno de ellos. En un proceso de inversion de
fases inducido por un no solvente; la solucion polimérica obtenida se coloca dentro del no
solvente y se obtienen dos fases liquidas: una con alto contenido de polimero, la cual forma
la membrana sélida; y la segunda con bajo contenido de polimero que proporciona los poros
a las membranas [58]. Una caracteristica importante para la elaboracion de las membranas es
la viscosidad de la solucién polimérica. Al agregar los copolimeros a la solucién polimérica,
se obtuvo una solucién méas viscosa que la solucién que contenia solamente el PLA. Segln
Xuemin Yu y colaboradores [33], el aumento en la viscosidad de la solucion polimérica
podria generar la disminucion del tamafio de poro, asi como la disminucion en la presencia
de poros en la superficie. Lo anterior puede apreciarse en las membranas elaboradas con el
copolimero PMMA-b-PHEMA y PAMPS-b-PMMA, las cuales presentan una disminucion

en el tamafio de poro en los tres bafios, asi como una menor presencia en el bafio de I/A/A.

Membranas con impregnacion de superficie con copolimeros funcionalizados

La deposicion por “spray” es un método sencillo y de bajo costo para aplicacion de pinturas.
Este método permite aplicar recubrimientos de baja rugosidad en superficies de diferentes
sustratos. Esta técnica ofrece la posibilidad de modificar la microestructura y composicion
de la superficie de una forma sencilla y rapida. Por lo tanto, fue aplicado en este trabajo para
estudiar el desempefio de las membranas con diferentes microestructuras superficiales y para
incrementar la hidrofilicidad en la superficie de las membranas al aplicar recubrimientos de
copolimeros anfifilicos y, por ende, incrementar la propiedad de antiensuciamiento de las
membranas asimétricas. Vargas et. al (2016) [62] reportaron que el nimero de capas
aplicadas en el proceso de pulverizado juega un papel importante en la formacion de
microestructuras superficiales. En este estudio se aplicaron 8 capas de una solucién de
copolimeros anfifilicos al 6% (% peso/peso copolimero/solvente) en la superficie de cada

membrana obtenida a partir de las mezclas poliméricas.

En la figura 3.17 se pueden apreciar las imagenes de SEM de las membranas de PLA/PMMA-
b-PHEMA (a), PLA/PMMA-b-PDMAEMA (b) y PLA/PAMPS-b-PMMA (c) en los bafios
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de agua (1), DMAc/agua (2) e isopropanol/acetona/agua (I/A/A) (3). En el caso de la
membrana con el copolimero anfifilico PAMPS-b-PMMA no fue posible obtener una
membrana en el bafio de agua, por lo tanto, no se presentan resultados sobre ésta. A todas las
membranas se les aplicaron 8 ciclos de pulverizado en la superficie a una distancia de 15 cm

y con un angulo 45°.

Para las membranas que se realizaron en agua (1), se puede apreciar que al realizar la
impregnacion de superficie adoptaron una morfologia tipo red o “telarana” (figura 3.17 al-
bl). Esta morfologia es muy diferente a la apreciada para las membranas sin pulverizar, las
cuales presentan una superficie porosa pero lisa. De igual manera, se pueden observar que en
ciertas secciones de la superficie se aglomeran particulas de copolimero, estas
aglomeraciones son comunes en membranas modificadas superficialmente por la técnica de
pulverizado [62]. Cabe mencionar que la deposicion no fue completamente homogénea en
toda la superficie, lo cual se le atribuy6 a que el pulverizado o impregnacion superficial se
Ilevé a cabo en las membranas previamente secadas a 60 °C; es decir, estando completamente
secas, lo cual pudo influir en la adhesion superficial de los copolimeros. Por lo tanto, para las
siguientes membranas (realizadas en los bafios de DMAc/agua e 1/A/A), la impregnacion se

realizé con la superficie humedecida con agua.
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Figura 3.17. Imagenes SEM de membranas con impregnacion de superficie: PLA/PMMA-
b-PHEMA (a), PLA/PMMA-b-PDMAEMA (b) y PLA/PAMPS-b-PMMA (c) en bafio de
agua (1), DMAc/agua (2) e Isopropanol/Acetona/Agua (I/A/A) (3).

Para las membranas siguientes, realizadas en el bafio DMAc/agua (2) e I/A/A (3) se puede
observar que la morfologia es muy similar. La impregnacion en la superficie de éstas fue de
manera homogénea, sin embargo, resulté en una capa completamente densa, debido a que no
se encuentran porosidades y tampoco se observa la estructura tipo red que se observé en las
membranas anteriores (figuras 3.17 al y 3.17 bl). Para la membrana que contiene el
copolimero PMMA-b-PDMAEMA se puede observar en la figura 3.17 b2 la formacion
rugosidades en su superficie, sin embargo, a diferencia de su homdloga en el bafio de agua,

No se presentan poros.
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En todas las membranas a las que se les realizd la impregnacion se registrd la presencia de
aglomeraciones de material en su superficie, aunque éstas fueron disminuyendo al realizar la
impregnacion sobre la superficie himeda. Se confirmé que la aplicacion de copolimeros en
la superficie de las membranas es mas homogénea cuando la superficie se encuentra hiimeda,
ya que el material se impregna mejor, evitando la aparicion de sitios sin pulverizado, sin
embargo, esto provoca que, al aplicarle los 8 ciclos de pulverizado, la capa superficial

formada termine siendo completamente densa.

3.3.2. Hidrofilicidad de las membranas

La hidrofilicidad en la superficie de las membranas es una de las caracteristicas mas
importantes para mejorar la propiedad antiincrustante. Uno de los objetivos de agregar los
copolimeros anfifilicos a la matriz hidrofobica del PLA [63] es modificar la superficie de las
membranas, introduciendo diferentes grupos funcionales hidrofilicos que promuevan la
eliminacion de una mayor cantidad de agua, y de esta manera ayudar a la eliminacion de
toxinas urémicas. Un método conveniente para determinar el grado de hidrofilicidad es la
determinacion del &ngulo de contacto. En la figura 3.18 se presentan los resultados obtenidos
en las pruebas de angulo de contacto para las membranas de PLA y de PLA con los
copolimeros funcionalizados. De acuerdo con lo reportado en la literatura [36, 32], las
membranas de PLA presentan angulos en el intervalo de 80° - 75.8 °. Los resultados
obtenidos en esta prueba fueron muy similares, el valor determinado fue de 79.6°. Sin
embargo, el &ngulo de contacto disminuyd significativamente en las membranas modificadas
con los copolimeros PMMA-b-PHEMA, PMMA-b-PDMAEMA y PAMPS-b-PMMA. Los
resultados indican que la hidrofilicidad de la superficie fue mejorada debido a los grupos
hidrofilicos -SOsH, -OH y N-(CHs), presentes debido a la adicion de los copolimeros

anfifilicos.
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Figura 3.18. Angulo de contacto para las membranas de PLA y PLA con mezclas de
copolimeros anfifilicos

En la figura 3.18 se puede observar la tendencia que tienen las membranas y cémo disminuye
su angulo de contacto conforme se agregan los copolimeros. El angulo inicial de la membrana
de PLA es de 79.6° y decrece conforme se agregan los copolimeros PMMA-b-PHEMA,
PMMA-b-DMAEMA y PAMPS-b-PMMA a 73.9°, 67.8° y 61°, respectivamente, siendo este

Gltimo el més hidrofilico.

La afinidad del copolimero que contiene la seccion del PHEMA con el agua se debe a la
presencia de los grupos hidroxilo en su cadena, ya que estos causan un efecto de hidratacion
al entrar en contacto con el agua [64]. Por otra parte, los grupos amino presentes en el
copolimero con la seccion de PDMAEMA son conocidos por ser polares, lo cual le da una

gran facilidad para formar puentes de hidrégeno e interactuar facilmente con el agua [65].
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Finalmente, el uso de compuestos organicos sulfonados esté ligado a la presencia del grupo
-SOzH, el cual presenta un carécter hidrofilico muy polar [66]. Esto se ve reflejado en el valor
obtenido en la prueba de angulo de contacto.

Con el incremento en la hidrofilicidad de la superficie se espera que mejore la resistencia a
la adsorcion de proteinas en la membrana y, por ende, disminuyan los problemas de

ensuciamiento y con ello aumentar el tiempo de vida (uso) de las membranas.
3.3. ETAPA I11. PRUEBAS DE FUNCIONALIDAD

La eficiencia de dialisis en las membranas de mezclas poliméricas fue determinada a través
de las siguientes pruebas: 1) prueba estatica de proteinas para determinar la propiedad de
antiensuciamiento, 2) determinacion de flujo y 3) eliminacion de solutos de interés (urea,
lisozima) y retencion de BSA. A continuacion, se presentan y discuten los resultados

obtenidos.
3.3.1. Prueba estatica de proteinas

El anti-ensuciamiento en los procesos de purificacion es una caracteristica deseable en la
tecnologia de membranas ya que es un indicio positivo de la resistencia superficial de la
membrana ante el ensuciamiento que conlleva a pérdidas en la productividad y aumento en
los costos operacionales [48]. Cuando una membrana es utilizada para purificar sangre, la
adsorcion de proteinas es la primera interaccion que ocurre entre la membrana y la sangre.
La caracteristica hidrofilica/hidrofébica del material empleado para la elaboracion de la
membrana es un factor importante entre la interaccion de membrana y las proteinas, ya que
una superficie mas hidrofilica contribuye a la adsorcion de agua en lugar de solutos [67]. Es
por ello por lo que se espera que al modificar superficialmente la membrana con la adicion
de los copolimeros que contienen una seccién hidrofilica en su bloque, disminuya la
incrustacion de proteinas en su superficie, sin embargo, no se descartan los efectos de la

porosidad y morfologia de las membranas.
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En la tabla 3.5 se presentan los resultados de las membranas elaboradas en agua, donde se
puede observar que la membrana de PLA adsorbe una gran cantidad de proteinas (32.9
ug/cm?), como era de esperarse debido a su naturaleza hidrofobica. Por otra parte, las
membranas de PLA/PMMA-b-PHEMA pulverizada y no pulverizada demuestran una
mejoria en la adsorcion de proteinas en relacion con la membrana de PLA, esto se debe los
grupos hidrofilicos (grupos hidroxilo) que otorga la seccion de PHEMA que evitan la
incrustacion de las proteinas [32]. También se observa que las membranas de PLA/PMMA.-
b-PDMAEMA pulverizada y no pulverizada son las que mejor desempefio presentan en esta
serie elaborada en agua, presentando valores de adsorcion de proteinas de 9.35 pg/cm?y 3.54
ng/cm?, respectivamente. Sin embargo, contrario a lo esperado, la membrana pulverizada
adsorbe menos proteinas en comparacion con la membrana de PLA/PMMA-b-PDMAEMA
no pulverizada. Esto puede atribuirse a que su morfologia presenta rugosidades en algunas
zonas, lo que podria favorecer la incrustacion excesiva en su superficie. Sin embargo, cabe
mencionar que la influencia del tamafio de poro obtenido por las membranas es un factor
importante en tener en cuenta, ya que, a mayor tamafio de poro, permite el paso de moléculas

mas grandes a través de la membrana, teniendo la oportunidad de alojarse en su interior.

Tabla 3.5. Resultados de la prueba estatica de proteinas en membranas realizadas con el
bafio de agua. *P= pulverizado

Muestra Concentracion adsorbida (pg/cm?)
PLA 32.9+0.03
PLA/PMMA-b-PHEMA 26.44 £ 0.10
PLA/PMMA-b-PHEMA P 10.64 + 0.01
PLA/PMMA-b-PDMAEMA 3.54 +0.32
PLA/PMMA-b-PDMAEMA P 9.35+0.01

En la tabla 3.6 se presentan los resultados obtenidos para las membranas realizadas en el
bafio de I/A/A, las cuales demuestran ser mas adsorbentes con respecto a las realizadas en
agua. Nuevamente, la membrana de PLA fue la que obtuvo mayor adsorcién de proteinas
con un total de 14.66 pg/cm?, mientras que la membrana de PLA/PMMA-b-PHEMA con

pulverizado no presentd adsorcidn de proteinas. Esta membrana presenta una aglomeracion
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menor en la superficie, lo que contribuye a una superficie més plana y con menos
probabilidades de incrustaciones en la superficie, ademéas de portar grupos hidroxilo que
contribuyen a tener una superficie hidrofilica y adsorber mas cantidad de agua en lugar de
proteinas. En general, todas las membranas pulverizadas de esta serie elaborada en I/A/A
demuestran ser menos adsorbentes de proteinas en comparacién a sus homologas sin
pulverizar, lo cual demuestra que la adicion de los copolimeros anfifilicos a la superficie
mejora las propiedades antiincrustantes de las membranas, ademas de haber obtenido

superficies menos porosas.

Tabla 3.6. Prueba estatica de membranas en bafio I/A/A. P = pulverizado

Muestra Concentracion adsorbida (pg/cm?)

PLA 14.66 = 0.17

PLA/PMMA-b-PHEMA 9.31£0.05

PLA/PAMPS-b-PMMA 11.31+0.11

PLA/PMMA-b-PDMAEMA 6.60 + 0.005
PLA/PMMA-b-PHEMA P N.D.

PLA/PAMPS-b-PMMA P 11.08 + 0.05

PLA/PMMA-b-PDMAEMA P 3.33+0.2

*N.D.: No detectado

A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos en la prueba de adsorcion de proteinas
en membranas realizadas en el bafio de DMAc/agua (tabla 3.7). A diferencia de las
membranas de los bafios anteriores, las membranas realizadas en el bafio de DMAc/agua
presentan un comportamiento diferente. La membrana de PLA tuvo una adsorcion de 6.32
ng/cm?, siendo nuevamente la mas adsorbente debido a su naturaleza hidrofébica. Todas las
membranas probadas obtuvieron una adsorcidbn menor comparada con la de PLA, sin
embargo, se observa que para las pulverizadas que contienen las cadenas de PMMA-b-
PMMA-b-PHEMA y PAMPS-b-PMMA, la adsorcion fue mayor (1.68 y 2.79 ug/cm?,
respectivamente) comparadas con sus homoélogas sin pulverizar (0.14 y 2.28 pg/cm?,
respectivamente). Por otra parte, la membrana que contiene PMMA-b-PDMAEMA con
pulverizado si obtiene una mejora en la adsorcién de proteinas comparada con su homéloga
sin pulverizado (2.14 y 1.39 pg/cm?, respectivamente). La razon por la cual se estarian
adsorbiendo mas proteinas en la superficie de las membranas con pulverizado, es debido a

las rugosidades y aglomeraciones de polimero en su superficie después de la impregnacion
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[68], situacion que ocurre de igual manera en la membrana con el copolimero PMMA-b-
PDMAEMA en el bafio de agua. Ademas, como se menciond en la seccidn de caracterizacion
de las membranas, cada bafio obtuvo como resultado morfologias diferentes, obteniendo

diversos resultados en el desempefio de las membranas.

Tabla 3.7. Prueba de adsorcién estatica de proteinas en membranas de bafio DMAc/Agua

Muestra Concentracion adsorbida (pg/cm?)
PLA 6.32 +0.01
PLA/PMMA-b-PHEMA 0.14 £0.02
PLA/PAMPS-b-PMMA 2.28 £0.02
PLA/PMMA-b-PDMAEMA 2.14 £ 0.008
PLA/PMMA-b-PHEMA P 1.68 + 0.005
PLA/PAMPS-b-PMMA P 2.79 £0.02
PLA/PMMA-b-PDMAEMA P 1.39£0.01

*P: Pulverizadas

3.3.2. Prueba de flujo y retencion de proteinas

Durante el proceso de hemodidlisis, la permeabilidad o flujo de las membranas disminuye
cuando las proteinas son depositadas en la superficie o en los poros superficiales de la
membrana; esto disminuye la eficiencia del proceso de hemodiéalisis y la vida media de la
membrana [69]. Se ha demostrado que al incrementar la hidrofilicidad de las membranas
aumenta la afinidad entre el agua y la superficie de la membrana, lo cual promueve un
incremento del flujo de agua. Sin embargo, el flujo también tiene una relacion directa con la
cantidad y tamafio de poros en la superficie, asi como la distribucién de éstos, ademas del
grosor de la membrana [70]. Algunos autores han reportado que el tamafio de poro tiene

mayor efecto significativo que la hidrofilicidad en la permeacion al agua pura [71].

A continuacion, en la tabla 3.8, se presentan los resultados de la prueba de flujo y retencién
de proteinas de las membranas elaboradas en el bafio de agua. La membrana que presento
mayor flujo inicial fue la de PLA; esto se debe a que esta membrana presentd una superficie
bastante porosa, que, si bien los poros son del orden de nm, presentan formas irregulares y
no estan distribuidos de manera homogénea, tal como lo demuestran las imagenes obtenidas

de SEM que se mostraron en la seccion anterior. Ademas, el tamafio de poro es mas grande

64



en comparacion a las deméas membranas de esta serie. Sin embargo, después del paso de la
solucion con proteinas, el flujo de la membrana disminuyé a 17.8 L/m?h, obteniendo una
recuperacion del 55%, es decir, las proteinas se incrustaron en la superficie, ensuciando la
membrana y evitando el paso de agua a través de ella. Este resultado es similar a los ya
reportados en membranas realizadas con PLA [32].

La membrana de PLA/PMMA-b-PDMAEMA y PLA/PMMA-b-PDMAEMA con
pulverizado no pudieron ser sometidas a la prueba de flujo, ya que la membrana resulté6 muy

fragil y al aplicarle presion, esta se fracturo.

Tabla 3.8. Resultados prueba de flujo para membranas realizadas en bafio de agua

Flujo de

Muestra Flujo inicial proteinas Flujo final RFR
2 2 0
(L/mh) (L/m?h) (L/mh) (%)
PLA 31.91+3.34 | 12.67+223 | 17.8+3.62 55
PLA/PMMA-b-PHEMA 24 +6.51 13.35+1.78 | 15.06 +2.43 62
PLA/PMMA-b-PHEMAP | 26.98+6.10 | 16.16 +1.44 | 16.71 +5.16 62

Para el caso de las membranas elaboradas con el copolimero PMMA-b-PHEMA, el flujo
inicial de la membrana pulverizada fue ligeramente mayor (26.98 L/m?h) que la no
pulverizada (24 L/m?h) y disminuyd después del paso de la solucion con proteina (16.71 y
15.06 L/m?h, respectivamente), obteniendo una recuperacion de flujo del 62% para ambas.
Esta recuperacion esta dada con respecto a la impregnacién o ensuciamiento de la superficie
de la membrana que, como se observo en la prueba estatica de proteinas, la membrana con el
pulverizado adsorbe menos proteinas que aquella membrana sin el pulverizado. Lo anterior,
puede atribuirse al incremento de la hidrofilicidad superficial por la adicion del copolimero,
ademas de la morfologia obtenida después del bafio de coagulacion de agua. La introduccién
de los grupos -OH provoca que las proteinas sean repelidas (la proteina tiene un punto
isoeléctrico de 4.8, al usar una solucion con un pH=7, la carga de la proteina se vuelve
negativa) y se evite el ensuciamiento de la superficie, permitiendo que el tiempo de vida de

la membrana sea mayor.
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Las membranas realizadas en DMAc/agua también fueron probadas para conocer su
desempefio en flujo con una solucion de BSA y conocer sus propiedades anti-incrustantes a

partir de la recuperacion de flujo; en la Tabla 3.9 se presentan los resultados obtenidos.

La membrana con mayor flujo inicial fue la membrana de mezcla PLA/PAMPS-b-PMMA.
Por la morfologia adquirida, los macroporos en su interior permiten el paso del agua con
mayor facilidad, ademas de la elevada hidrofilicidad que aporta el bloque de PAMPS, lo que
contribuye a un flujo mayor. De igual manera se observa una recuperacion de flujo del 69%,
mayor que las otras membranas probadas, y con notable diferencia con respecto a la
membrana de PLA puro.

Por otra parte, la membrana de PLA/PMMA-b-PHEMA no demuestra una mejoria en el flujo
de agua comparada con la membrana de PLA. Esta membrana presenta un flujo inicial de
119.86 L/m?h, con una recuperacion de flujo del 60 %. Esto se relaciona con la estructura
superficial adquirida por la membrana, ya que presenta tamafios de poros mas pequefos,

aungue abundantes.

La membrana de PLA/IPMMA-b-PDMAEMA demostré tener buenas propiedades de flujo,
presentando un flujo inicial de 381.33 L/m?h y un flujo final de 342.46 L/m?h, lo que
representa una recuperacion de flujo del 66%. Esta recuperacion de flujo indica que, en
comparacion con la membrana de PLA, se mejoran las propiedades antiincrustantes en la
superficie al afiadir el copolimero PMMA-b-PDMAEMA al PLA. Como se ha mencionado
anteriormente, la presencia de grupos hidrofilicos permite la absorcion de mayor cantidad de
agua y de esta manera no permite a las proteinas adherirse facilmente a la superficie de la

membrana.

Es importante mencionar que, las membranas pulverizadas no lograron permear, debido a la

densificacion superficial que ocurre después del pulverizado.
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Tabla 3.9. Flujos obtenidos para las membranas realizadas en bafio DMAc/agua.

MUESTRAS Jur (L/m?h) | 3, (LIm?h) | Juwz (LIm?h) | RFR (%)
PLA 13698+ 7.45| 3595+ | 82.19+3.16 60
3.32
PLA/PMMA-b-PHEMA 119.86 + 5445+ | 71.10 +4.23 60
10.13 6.55
PLA/PMMA-b-PDMAEMA | 38133+ | 146.2+4.9 | 342.46+9.46 | 66
13.67
PLA/PAMPS-b-PMMA | 500 % 23.84 | 113.01% 342.46 + 69
10.28 12.41

Las membranas elaboradas en el bafio I/A/A presentaron un comportamiento similar al
reportado para las membranas en bafio de agua/DMACc. Los resultados se resumen en la Tabla
3.10.

Tabla 3.10. Flujos de membranas elaboradas con el bafio I/A/A

MUESTRAS Jus (L/m?h) | Jp (L/m2h) | Juz (L/m?h) | RFR (%)
PLA 36.98+156 | 8.21+043 | 616122 | 16.66
22532 + 11057+ | 14501z
PLA/PMMA-b-PHEMA o s 16 65
PLA/PMMA-b-PDMAEMA | 421 + 9.52 25§'§f * 2%1'2621“ 67
376.71 = 18492+ | 27397z
PLA/PAMPS-b-PMMA 56 1a 58 73

En este sistema, la membrana que presentd mayor flujo es la de la mezcla PLA/PMMA-b-
PDMAEMA con 421 L/m?h y con una recuperacion de flujo del 67%, mientras que la
membrana con menor flujo es la de PLA, con 36.98 L/m?h con una recuperacion de tan solo
16.66%. EIl bajo rendimiento de la membrana de PLA se atribuye a la falta de porosidad en
su superficie, como se observo en sus imagenes de SEM en la seccion de morfologia.
Ademas, el PLA es un material hidrofobico, por lo tanto, la absorcion de agua es muy baja.
La baja recuperacion de la membrana de PLA también se debe a su alta hidrofilicidad, ya

que, al no permitir el paso de agua, las proteinas se adhieren con mayor facilidad [67].
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La membrana que obtuvo una mayor recuperacion de flujo (RFR) fue la de PLA/PAMPS-b-
PMMA con un 73% de recuperacion. Nuevamente, los grupos hidrofilicos -SOzH del bloque

de PAMPS juegan un papel importante ante la adherencia de las proteinas en la superficie.

3.3.3. Prueba de dialisis: eliminacion de urea, lisozima y retencion de BSA

El proceso de dialisis es un tratamiento médico que permite la eliminacion de toxinas y el
exceso de agua en la sangre en pacientes con enfermedad renal cronica. Para evaluar la
eficiencia de las membranas en un proceso de dialisis se utilizd una solucién con solutos
como urea, lisozima y BSA, la cual simula la sangre. Cada una de las moléculas presentan
diferentes tamafios, por ejemplo, la urea (60 Da) y la lisozima (14,000 Da), las cuales fueron
utilizadas para determinar la capacidad de eliminacion de toxinas urémicas pequefias (urea)
y medias (lisozima) a través de la membrana. La importancia de utilizar una molécula de
tamafo medio es debido a que su acumulacion en sangre puede causar amiloidosis y afectar
otros tejidos u organos del cuerpo [49]. Por otra parte, el BSA (66,382 Da), se utilizo para la
determinacion de retencion de moléculas grandes, ya que este tipo de moléculas son

necesarias para que el cuerpo funcione correctamente.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la prueba de dialisis para la
eliminacion de urea, lisozima y retencion de BSA a través de las membranas elaboradas en
los bafios de DMAc/agua e I/A/A. Las membranas realizadas en agua no fueron evaluadas

ya que presentaron fracturas en su superficie.
Eliminacion de urea (MW 60 Da)

Las toxinas urémicas, como la urea y creatinina, son compuestos que se encuentran en la
sangre y se eliminan por filtracion a través de la orina en condiciones normales. Cuando
existe un aumento en las concentraciones de éstas en la sangre, significa que la filtracién no
se realiza de manera correcta, lo que ocasiona problemas en la salud de los pacientes, tal
como el sindrome urémico. La urea es la molécula mas utilizada para comprobar la calidad

y eficiencia de las membranas para hemodidlisis, debido a su tamafio y la importancia de su
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eliminacion. Para poder determinar si una membrana se encuentra funcionando de manera

eficiente, la eliminacion de la urea debe de encontrarse por arriba del 60 % [72].

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en las membranas realizadas con el
bafio de DMAc/agua en la prueba de didlisis para la eliminacion de urea con una duracién de

4 horas.

Tabla 3.11. Eliminacion de urea para membranas realizadas en DMAc/agua.

Membrana 1h 2h 3h 4 h
PLA 30.9+£0.00 41.4 +0.00 42.1 £0.27 414+0
PLA/PMMA-b-PHEMA 21.9+0.12 18.4+0.12 52 +0.03 725+0.14
PLA/PAMPS-b-PPMMA 79.9+000 | 78.2+0.001 | 77.8+0.03 80.2 £ 0.00
PLA/PMMA-b-PDMAEMA 70£0.00 70 +£0.00 N.D*

*N.D.= No determinado

Como se puede observar en la tabla 3.11, la membrana de PLA fue la Unica que presento una
eliminacion de urea menor al 60%, registrando una eliminacion de urea del 41.44%. A pesar
de que la membrana de PLA presenta tamafios de poro entre 2-6 um, la eliminacién de urea
no fue efectiva como se esperaba. Esto se le atribuye a la naturaleza hidrofobica de la
membrana de PLA que ocasiona que moléculas mas grandes como la proteina BSA se
acumulen en su superficie, causando un incrustamiento mayor y, por lo tanto, evitando el

paso de moléculas mas pequefias como la urea.

Con las membranas de mezclas poliméricas de PLA con los copolimeros PMMA-b-PHEMA,
PAMPS-b-PMMA y PMMA-b-PDMAEMA se obtuvieron mejores resultados para la
eliminacion de urea con un 72.53%, 80.24% y 70%, respectivamente. Los resultados
reportados de las dos primeras membranas son de 4 h, mientras que la ultima (mezcla con
PMMA-b-PDMAEMA) el resultado reportado es de la segunda hora. Esta Gltima membrana
no pudo ser probada méas de dos horas, ya que se fracturd en el transcurso de la tercera hora

de prueba.

A continuacion, en la tabla 3.12 se aprecian los resultados obtenidos con las membranas
realizadas en el bafio de I/A/A. Nuevamente, la membrana solo de PLA obtuvo el

rendimiento mas bajo para la eliminacidn de urea con sélo el 29%, mientras que la membrana
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con el copolimero PMMA-b-PHEMA present6 la mejor capacidad de separacion de urea con
un 94.66%. Para las membranas con los copolimeros PAMPS-b-PMMA y PMMA-b-
PDMAEMA se obtuvieron rendimientos del 86.84% y 62.75%, respectivamente. A pesar de
que esta Ultima tuvo un rendimiento relativamente bajo en comparacion con las otras dos de
mezclas poliméricas, la eliminacion de urea es mayor en comparacion con la de la membrana
de PLA.

Tabla 3.12. Eliminacién de urea para membranas realizadas en 1/A/A

Membrana 1h 2h 3h 4 h

PLA 27.9+0.11 28.2 +£0.02 28.9 +0.06 29.1 +0.03
PLA/PMMA-b-PHEMA 92.7 £0.00 93.3+0.0 93.3+0.0 94.7 £ 0.06
PLA/PAMPS-b-PMMA 82+0.0 83.3+0.0 85.5+0.38 86.8 +0.75
PLA/PMMA-b-PDMAEMA | 11.6 +0.02 21.2 +£0.03 41.7 +0.10 62.7 +0.17

En general, la hidrofobicidad del PLA tiene un efecto significativo en el flujo a través de la
membrana y en la adsorcion de proteinas debido a la adhesion de proteinas en su superficie,
lo cual conlleva al ensuciamiento y obstruccion de la capa selectiva de la membrana; ademas,
ocasiona la deposicién de proteinas en el interior de la membrana, causando principalmente
la baja eliminacion de las toxinas de menor tamario, en este caso de la urea. A diferencia de
lo anterior, las membranas que contienen copolimeros con bloques hidrofilicos (PHEMA,
PAMPS y PDMAEMA) permiten el paso libre de agua a través de ella, evitando el contacto
de la proteina en la superficie, la incrustacion y el ensuciamiento de la capa superior y, por

ende, la eliminacion de toxinas urémicas.

Por otra parte, el tamafio de poro de la capa selectiva juega un papel importante al momento
de la eliminacion de urea. Como se observo en las imagenes SEM, el tamafio de poro de las
membranas (tabla 3.12 para las membranas en bafio de I/A/A y tabla 3.11 para membranas
de bafio DMAc/agua), es diferente dependiendo del bafio utilizado. Para el caso de la
membrana de PLA, elaborada en el bafio de DMAc/agua present6 un tamafio de poro superior
a los 2 um, mientras que para la elaborada en el bafio de I/A/A la superficie es practicamente
densa, lo que podria explicar también la baja eliminacién de urea para esta Ultima. La

membrana de PLA/PAMPS-b-PMMA también presenta una superficie practicamente densa,
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sin embargo, es la membrana que presenta mayor hidrofilicidad, de acuerdo con las pruebas
de &ngulo de contacto, lo que aumenta su interaccion con la solucién con diversos solutos,

evitando la incrustacion de BSA en su superficie y promoviendo la separacién de urea.
Eliminacion de Lisozima (MW 14,000 Da)

Para pacientes con enfermedad renal cronica, la didlisis es uno de los tratamientos mas
utilizados para la eliminacion de toxinas. Entre estas toxinas, se encuentran moléculas de
tamafo medio como la 2-microglobulina (11,800 Da), la cual se encuentra a niveles elevados
comparados con pacientes sanos. Por lo tanto, es importante su eliminacién, ya que puede
comprometer la salud del paciente [73]. Para estudiar la eliminacién de moléculas medias,

en este estudio se utilizo la lisozima (14,000 Da) en lugar de la B>-microglobulina.

En la tabla 3.13 se presentan los resultados obtenidos para la eliminacion de lisozima en
membranas realizadas en el bafio de DMAc/agua. La membrana de PLA tuvo el menor grado
de eliminacion de esta molécula con tan s6lo 3.33%, mientras que la membrana con el
copolimero de PMMA-b-PHEMA obtiene el mayor rendimiento con el 40.55%, seguida de
la membrana con PAMPS-b-PMMA con 17.43%. La membrana con el copolimero de
PMMA-b-PDMAEMA no pudo ser probada debido a su fragilidad.

Tabla 3.13. Eliminacion de lisozima en membranas realizadas en bafio DMAc/agua

Membrana 1h 2h 3h 4 h
PLA 0+0.83 0+0 0+0 3.3+0.83
PLA/PMMA-b-PHEMA 11+1.24 16.7 +2.22 32.5+0.87 40.5 +1.08
PLA/PAMPS-b-PMMA 25+0 5.8+ 1.44 14.2 +3.81 17.4 £ 6.53
PLA/PMMA-b-PDMAEMA N. D.*

N.D.*=No determinado

Por otra parte, en la tabla 3.14, se muestran los resultados de las membranas realizadas en el
bafio de I/A/A. Nuevamente la membrana de PLA resulto ser la de menor rendimiento, con
el 0% de eliminacion de lisozima. La capa densa obtenida de la membrana evita el paso de

las moléculas de lisozima a través de la membrana.
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Tabla 3.14. Eliminacion de lisozima en membranas realizadas en bafio I/A/A

Membrana 1h 2h 3h 4 h
PLA 0+0 0+0 0+0 00
PLA/PMMA-b-PHEMA 35.8 £ 6.29 39.2+3.81 525+25 54,2 +3.81
PLA/PAMPS-b-PMMA 8.3+1.44 56.7 + 2.88 55.2 +0.28 57.5+25
PLA/PMMA-b-PDMAEMA | 2.5+0.64 10.7+1.42 16.3+278 | 18.2+0.54

Ademas, la membrana realizada con PAMPS-b-PMMA en este caso fue la que obtuvo mayor
eliminacion, con un 57.5%, seguida de las membranas de PMMA-b-PHEMA y PMMA-b-
PDMAEMA con un 54.16% y 18.24%, respectivamente.

La membrana que contiene el bloque de PAMPS en su estructura, a pesar de que la superficie
luce completamente densa en las imagenes de SEM, fue la que obtuvo una mayor eliminacion
de lisozima. Una forma de explicar este comportamiento es debido a la naturaleza hidrofilica
del PAMPS, ya que, al contacto con el agua, éste se hincha, pudiendo generar una capa tipo

gel en la superficie lo cual permite el paso de esta molécula media a través de ella.

Cabe mencionar que Lijing Zhu y colaboradores (2015) [32] reportaron que las membranas
de mezclas de PLA con PLA-co-poli (metacrilato de 2-hidroxietilo) (PLA-co-PHEMA)
presentaron una mejora en la separacion de flujo y de soluto comparadas con la membrana
de puro PLA, presentando un 18% de eliminacion de lisozima. Esta membrana, reportada por
los autores antes mencionados, es muy similar a la membrana de la mezcla PLA/PMMA-b-
PHEMA, sin embargo, en este estudio la mezcla fue con copolimeros anfifilicos que
presentan un blogue de PMMA, debido a que el PMMA es capaz de remover la [(2-
microglobulina por adsorcion y presenta alta retencion de compuestos toxicos [27]. Los
resultados comprueban lo reportado, ya que las membranas de mezclas poliméricas de PLA
con los copolimeros PMMA-b-X (X: PHEMA, PAMPS y PDMAEMA) presentaron una
eliminacion de lisozima de mas del 50%, excepto para la mezcla con PMMA-b-PDMAEMA
que presentd una eliminacion similar a la reportada por Lijing Zhu y colaboradores. Por lo
tanto, la adicion de este tipo de copolimeros fue altamente efectiva para la eliminacion de

moléculas de tamafio medio a través de las membranas.

Retencion de BSA (MW 66,382 Da)
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La pérdida de albumina durante el procedimiento de diélisis es asociado a sindromes como
la hipoalbuminemia; es por ello por lo que los disefios actuales para membranas es evitar que
esto ocurra [18]. Para realizar la prueba de retencién, se utilizé la molécula de Albumina de

Suero Bovino (BSA) con un peso molecular de 66,382 Da.

Como se puede observar en la tabla 3.15, la membrana de PLA realizada en el bafio de
DMAc/agua presentd una baja retencion de proteinas, del 64.70%. Esto esta asociado al
tamarfio de los poros de la membrana (2-6 um) que permite el paso de moléculas tan grandes
como el BSA.

Por otra parte, la membrana que contiene PAMPS-b-PMMA demostré ser la membrana con
mayor retencion de proteinas despues de 4 h, con un total del 99.26%. Seguida de la
membrana que contiene PMMA-b-PHEMA y la membrana de PMMA-b-PDMAEMA con
una retencién del 89.77% y 65.45%, respectivamente. Como se menciond anteriormente, la
membrana de PMMA-b-PDMAEMA se fracturo antes de terminar la prueba.

Tabla 3.15. Retencion de proteinas (BSA) en el medio usando membranas elaboradas en
bafio de DMAc/Agua

Membrana 1h 2h 3h 4 h
PLA 92.7 £0.03 81.5+0.04 71.5+0.13 64.7 +0.02
PLA/PMMA-b-PHEMA 66.4+0.05 83.940.03 93+0.02 89.8+0.02
PLA/PAMPS-b-PMMA 97.9+0.00 99.4 +£0.03 97.4+0 99.3 +0.55
PLA/PMMA-b-PDMAEMA 66.1 £ 0.09 65.4 +£0.11 N.D.*

*N.D.= No determinado

A diferencia de las membranas realizadas en DMAc/agua, las membranas que se realizaron
en el bafio de I/A/A presentan tamafios de poros mas pequefios, asi como superficies casi
densas. En la tabla 3.16 se presentan los resultados obtenidos de la prueba de dialisis con

respecto a la retencion de proteinas.

Para este caso, la membrana de PLA presenta una retencion de proteinas mayor que su
homobloga en el bafio de DMAc/agua. Esto se debe a su morfologia y la falta de porosidad
que evita el paso de moléculas como el BSA, reteniéndolas en su superficie. Sin embargo, al

observar de nuevo su baja eliminacion de urea (29%) y alta adsorcion de proteinas en
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superficie (6.32 pg/cm?), se puede concluir que tanto la falta de porosidad como la

hidrofobicidad del material no permiten el paso adecuado de las moléculas a través de la

membrana.

Tabla 3.16. Retencion de proteinas (BSA) en el medio usando membranas elaboradas en

bafio de I/A/A

Membrana 1h 2h 3h 4 h

PLA 98.4 +£0.04 92.9+£0.08 89.7 £ 0.03 83.3+0.07
PLA/PMMA-b-PHEMA 99.6 +0.09 96.1 +0.12 91.0 £0.07 90.9 +£0.03
PLA/PAMPS-b-PMMA 77.4+0.05 67.2 +0.02 60.8 + 0.04 65.7 + 2.31
PLA/PMMA-b-PDMAEMA | 96.1 +0.08 93.9+0.05 86.9 + 0.01 81.4+0.15

En general, diversos factores afectan al funcionamiento de las membranas para dialisis, desde

el bafio de coagulacion en el que se preparan, hasta las repulsiones electroestéaticas (cargas

eléctricas) en la superficie de la membrana por los materiales utilizados [17]. Para las

membranas preparadas en este estudio, la principal influencia es la utilizacion de materiales

hidrofilicos, los cuales permiten el paso de agua, evitando el arrastre de proteinas esenciales

a traves de la membrana y permitiendo la eliminacion de toxinas urémicas con mayor

facilidad [67]. También, la introduccion del bloque de PMMA que, ademas de conferirle la

compatibilidad con la matriz polimérica de PLA evitando la separacion de fases, favorece la

eliminacion de moléculas de tamafo mediano.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

La sintesis de los copolimeros PMMA-b-PHEMA, PMMA-b-PDMAEMA y PAMPS-b-
PMMA fueron sintetizados con éxito por el método de ATRP, utilizando catalizadores de
cobre (PMMA-b-PHEMA y PMMA-b-PDMAEMA) y complejos de rutenio (PAMPS-b-
PMMA) obteniendo un crecimiento de la cadena de PMMA de aproximadamente 60% en

cada bloque.

Las membranas de PLA y de mezclas de PLA/copolimeros en bloque indican que la
morfologia de estas membranas depende considerablemente del bafio de coagulacion
empleado para su elaboracion y del tipo de copolimero anfifilico adicionado. La membrana
de PLA mostro disminucién de macroporos en su interior con el bafio de 1/A/A con respecto
a sus homologas elaboradas en agua y DMAc/Agua. Para el caso de las membranas
elaboradas con los copolimeros anfifilicos, la capa superficial de las membranas present6 una
estructura menos porosa, disminuyendo el tamafio de los poros desde el orden de um para las
homologas elaboradas en el bafio de agua, hasta el orden de nm para las elaboradas en los
bafios de I/A/A 'y DMAc/agua

La impregnacion superficial de los copolimeros anfifilicos resultd ser una técnica efectiva
para modificar la estructura superficial de la membrana y aumentar la resistencia superficial
de la membrana ante el ensuciamiento, siendo la impregnacion en membranas himedas el
método mas efectivo para lograr impregnacion homogénea de los copolimeros en la
superficie en comparacién con el pulverizado en membranas previamente secadas. Sin
embargo, en algunos casos la capa superior se volvio completamente densa, cubriendo los
poros superficiales de manera completa. Aplicando menor cantidad de capas podria ser una

solucidn para evitar una estructura superficial cerrada.

Se comprobd que la hidrofilicidad de las membranas mejor6 con la adicion de los
copolimeros anfifilicos, disminuyendo el &ngulo de contacto de 79° (membrana PLA) hasta
73.9° 67.8° y 61° para las membranas con los copolimeros PMMA-b-PHEMA, PMMA-b-
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PDMAEMA y PAMPS-b-PMMA, respectivamente. Esto es debido a los grupos hidrofilicos
presentes en cada cadena -OH, -N-(CHj3). y -SOzH.

Las pruebas de adsorcion estatica de proteinas y pruebas de flujo de las membranas
demostraron que mejora la propiedad de antiincrustamiento al aplicar los copolimeros
anfifilicos. La membrana de PLA fue la que mostr6 una alta adsorcion de proteinas, de hasta
32.9 pg/cm? (en bafio de agua) y un flujo de 31.91 L/m?h con una RFR de solo 55%,
demostrando que el alto ensuciamiento en la superficie del material estd dado por la
naturaleza hidrofilica del PLA, ademas de la influencia del grosor de la membrana y el
tamafio de poro. Asimismo, las membranas mostraron una mayor recuperacion de flujo, hasta
un 73% de RFR (para la membrana PAMPS-b-PMMA en bafio I/A/A).

Por otra parte, la prueba de dialisis permitio conocer las propiedades de eliminacion entre
moléculas pequefias (como la urea) y moléculas medianas (lisozima) a través de las
membranas de mezclas poliméricas. Las membranas de los copolimeros PMMA-b-PHEMA,
PMMA-b-PDMAEMA y PAMPS-b-PMMA eliminan una mayor cantidad de urea y
lisozima, con una capacidad de separacion de hasta 94.7%, 62.7% y 86.8% para urea y
54.2%, 18.2% y 57.5% para lisozima, respectivamente, en comparacion con la membrana de
PLA que presentd una separacion de 29.1% y 3% de urea y lisozima, respectivamente.
Ademas, dichas membranas retienen moléculas esenciales en la solucion como proteinas de
hasta un 99.3% (membrana PAMPS-b-PMMA) y evitan su pérdida durante la realizacion del

tratamiento.

En general, la adicion de copolimeros debido a su naturaleza hidrofilica/hidrofobica, permite
el mejoramiento de la propiedad de antiincrustamiento en la superficie de las membranas, al
evitar la adsorcion de proteinas en la superficie, y mejoran la eliminacidn de toxinas urémicas
pequefias y medianas; ademas, las diferentes morfologias obtenidas por los diferentes bafios,

asi como el grosor de las membranas influyeron en los resultados obtenidos.
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4.2. RECOMENDACIONES

Se propone mejorar la sintesis de los copolimeros a través del método ATRP para la
disminucién del bloque hidrofilico, de esta manera mejorando las propiedades de soporte de

la membrana.

Mejorar el método de inmersion de fase para obtener membranas asimétricas mas porosa,
con estructura de poros mas definidas, sin fracturas en su superficie, asi como la disminucion

de macroporos en su interior.

Disminuir la cantidad de capas en la impregnacion de superficie, con el fin de evitar una

estructura muy cerrada, de esta manera.

Por altimo, se ha reportado que al incrementar el area de contacto de las membranas mejora
la propiedad de separacion y eliminacion de solutos urémicos, por ello seria interesante
realizar membranas de fibra hueca con los copolimeros presentados, con el fin de obtener

resultados mas reales.
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